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Laboratorni ovéreni u¢innosti tradi¢né vyuzivanych

1éCivych rostlin Ekvadoru

Souhrn

Poskytovani sluzeb zdravotni péfe v Ekvadoru se znaéné lisi podle
socioekonomického postaveni, véku, pohlavi a mista bydlisté. Az tfetina obyvatelstva nema
pravidelny pfistup ke zdravotnickym sluzbam a vice nez dvé tietiny obyvatel nemayji
zdravotni pojisténi. Bylinnd medicina je syntézou terapeutickych zkuSenosti domorodych
1ékart vyvijejicich se po stovky let a jeji prostfedky se pouzivaji k prevenci a 1€cb¢ riznych
typti onemocnéni. Rostliny jsou oblibenym piirodnim Iékem diky uc¢innosti, bezpecnosti a
minimalnim vedlejsim ucinktim. Avsak nékteré kombinace bylinné mediciny a 1ékiit mizou
byt nebezpecné. Veédy, které pomahaji zkoumat souvislosti tradicniho vyuziti rostlin
v Casovém horizontu a také pfispivaji k objevovani bioaktivnich latek, se nazyvaji
etnobotanika a etnofarmakologie. Tato prace se zabyva deseti rostlinami, dovezenych
z Ekvéadoru, které se tradicn€ vyuZzivaji na rtizné typy nemoci, jako jsou stievni potize,
chiipka, nachlazeni, zan¢t moCového méchyie, kozni nemoci v panevni dutiné atp. Vyzkum
ucinnosti bylinnych 1é¢iv méa do budoucna velky vyznam i1 kviili rozsifujici se antimikrobialni
rezistenci, ktera se vsoucCasné dobé stdva vaznym rizikem pro zdravi lidi a zvifat.
Antimikrobidlni a antioxida¢ni aktivita rostlin, které jsou v této praci méfeny bujonovou
mikrodilu¢ni metodou a ORAC metodou, jsou vyznamnym ukazatelem pro analyzu lécivych
rostlin. Jedinym prokazatelnym pozitivnim vysledkem pii testovani antimikrobialni aktivity
bylo nalezeni minimalni inhibi¢ni koncentrace Espeletia schultzii proti Streptococcus
pvogenes (MIC = 0,256 mg/ml). Nejvyssi antioxidacni aktivitu prokazala rostlina Croton
elegans Kunth (743,64 + 28,56 ug TE/mg extraktu), u které nebyly nalezeny zadné zaznamy

souvisejici s antioxidacni aktivitou.

Klicova slova: Ekvador, léCivé rostliny, antimikrobidlni aktivita, antioxidacni aktivita,

patogenni mikroorganismy



Laboratory evaluation of activity of traditional

Ecuadorian medicinal plants

Summary

Health care in Ecuador varies greatly depending on socioeconomic status, age, sex and
place of residence. One third of the population has no regular access to health services and
more than two-thirds of the population has no health insurance. Herbal medicine is
the synthesis of therapeutic experience of indigenous physicians which has been evolving
for hundreds of years and its resources are used to prevent and treat various types of diseases.
Plants are popular natural remedy due to their efficacy, safety and minimal side effects.
However, certain combinations of herbal medicine and drugs can be dangerous. Sciences,
which help to examine the context of the traditional use of plants in the timeframe and also
contribute to the discovery of their bioactive compounds, are called ethnobotany and
ethnopharmacology. This paper investigates ten plants imported from Ecuador, which are
traditionally used for healing various types of diseases such as gastrointestinal disorders,
influenza, cold, urinary tract infection, skin diseases in the pelvic cavity etc. Efficiency
research of herbal medicine has a great significance for future healthcare because
of the expansion of antimicrobial resistance, which is currently becoming a serious health risk
for both humans and animals. Antimicrobial and antioxidant activity of plants, which are
in this thesis measured by the broth microdilution method and ORAC method, are important
indicators for the analysis of medicinal plants. The only demonstrable positive result
of testing the antimicrobial activity was the discovery of minimum inhibitory concentration
of Espeletia schultzii against Streptococcus pyogenes (MIC=0.256 mg/mL). The highest
antioxidant activity was discovered in the plant Croton elegans Kunth (743,64 + 28,56 ug

TE/mg of the extract), for which no records associated to antioxidant activity were found.

Keywords: Ecuador, medicinal plants, antimicrobial activity, antioxidant activity, pathogenic

microorganism
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1 Uvod

Z historického hlediska hraji nemoci velmi dulezitou roli. Velké epidemie zplsobily
masové ubytky obyvatelstva, ale co se tyCe védy a vyzkumu ve zdravotnictvi, piinesly
1 inovativni prispévky.

Kdyz Alexandr Fleming v roce 1928 objevil prvni antibiotikum, byl to bezesporu jeden
rezistence vuci antibiotikiim stava rizikovym faktorem. Proto je nutné hledat feSeni pro tuto
problematiku. Pfirodni latky by mély byt chapany jako mozné alternativy k dnes Siroce

vyuzivanym syntetickym latkam.

Utinné latky se zkoumaji kvali tomu, e mohou pusobit stejné jako antibiotikum
pii 1écb¢ infekEnich onemocnénich zpusobenych patogennimi mikroorganismy. Tradi¢ni
vyuziti rostlin by mohlo byt potvrzeno v in vitro a ndsledné v in vivo testech. V piipadé¢, ze by
se zjistilo, jaké konkrétni antimikrobialni a antioxidacni latky rostliny obsahuji, mohly by se
extrahovat ¢i zacit synteticky vyrabét. Do budoucna by tyto poznatky mohly byt uvedeny

v realny zivot a tim pomoci ke zlepsSeni zdravotni péce po celém svéte.



2 Cil prace

Cilem prace je stanoveni antimikrobialni a antioxida¢ni ucinnosti tradicné
vyuzivanych [éCivych rostlin Ekvadoru. Dil¢im ukolem je zjisténi minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) ziskanych extraktl a jejich porovnani s tradicnim vyuzitim, a dale zjiSténi

antioxidacni aktivity a porovnani s tradicnim vyuzitim téchto rostlin.

2.1 Védecké hypotézy

* Pro tradicné¢ vyuzivané 1éCivé rostliny Ekvadoru bude potvrzena antimikrobidlni
aktivita.

* Pro tradi¢n€ vyuzivané 1éCivé rostliny Ekvadoru bude potvrzena antioxidacni aktivita.

* Tradi¢né vyuzivané rostliny se pouzivaji v mnozstvi, které obsahuje dostatecné

koncentrace u¢innych latek.



3 Literarni reSerse

3.1 Ekvador

Ekvadorska republika je jedna z nejmenSich andskych zemi Jizni Ameriky (Guzman a
kol., 1995). Rozloha ¢&ini 283 561 km” (Abrahdamové a kol., 1999). Ekvador je rozdélen
do 24 provincii, které se jmenuji Esmeraldas (Esmeraldas), Manabi (Portoviejo), Guayas
(Guayaquil), El1 Oro (Machala), Carchi (Tulcén), Imbabura (Ibarra), Pichincha (Quito),
Cotopaxi (Latacunga), Los Rios (Babahoyo), Bolivar (Guaranda), Tungurahua (Ambato),
Chimborazo (Riobamba), Canar (Azogues), Azuay (Cuenca), Galapagos (Puerto Baquerizo
Moreno), Santa Elena (Santa Elena), Santo Domingo de los Tsachilas (Santo Domingo de los
Colorados), Orellana (Puerto Francisco de Orellana), Loja (Loja), Sucumbios (Nueva Loja),
Napo (Tena), Pastaza (Puyo), Morona Santiago (Macas) a Zamora Chinchipe (Zamora)
(pozn.: v zévorce je uvedeno hlavni mésto) (Nations Online, 2016), (Cavender a Alban,
2009). Ekvadorské geografie je pozoruhodné riznoroda. Zahrnuje Amazonské destné pralesy,
Andské vrcholy, pobiezni niZiny a Galapagy (Becker, 2010). Mapa Ekvadoru je
na Obrazku 1.

& Colombia

Sucumbios
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m% Ecuador Highlands

Provinces with
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Obrazek 1 mapa Ekvéadoru (Cavender a Alban, 2009)
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Ekvador se nachazi v rovnikové Americe, a diky tomu je tato zemé& hodnocena jako
jedna s nejvyssi biologickou rozmanitosti na svét¢ (Tene a kol., 2007). Avsak neni pftilis
teplou zemi diky Humboldtovu motskému proudu a tahnoucimu se pasu And po zapadnim
pobtezi. Klima je velmi variabilni. Na pobiezi a na vychod od And je tropickd vegetace a
v letnich mésicich tu teplota dosahuje az 30 °C, oproti tomu v andskych udolich teplota

dosahuje pouze 10-12 °C. Tato skute¢nost ma za nésledek i rozdilnou patologii (Valenzuela,

1927).

3.2 Infekéni onemocnéni v Ekvadoru

Prestoze Ekvador patfi mezi mensi staty, vyznacuje se mimoiadnou rtiznorodosti
infek¢nich nemoci. Zdravotni problémy reflektuji socioekonomickou situaci. Velky vliv
na zdravotni situaci ma klima, kultura a geografie. Statistiky jsou velmi variabilni (Guzman a

kol., 1995).

V minulosti se zde vyskytovala onemocnéni jako viscerdlni leishmanidza, horecka
Oroya, horecka z krysiho kousnuti, cholera, vinici horecka, vzteklina, filaridza, bilharziéza a
aktinomykoza. Malarie se objevovala na celém pobiezi a v ne€kterych nejhlubsSich udolich
And. V zimnich mésicich se toto onemocnéni stavalo epidemii. Americka trypanosomiaza se
nachazela na nékterych mistech pobfezi a na vychod¢ zemé, ale byla vzacna ve srovnani s jeji
cetnosti v dalSich jithoamerickych zemich. Dermalni leishmanidza se vyskytovala v teplejsich
castech Ekvadoru. V Andéach byl Cerny kasel uvedeny v Cele seznamu jako piicina détské
umrtnosti. Tyfus a paratyfus byly prevalentni v celém Ekvadoru, tyfus se vyskytoval pievazné
v andské zoné. Zaskrtem bylo také mozné onemocnét, avSak s mensi pravdépodobnosti nez
v ostatnich zemich. Antrax se vyskytoval v pobieznich provinciich u lidi i zvifat. Tuberkuldza
se vyskytovala vSude, zatimco tetanus byl rozsifen predevsSim ve méstech. I uplavice byla
vSude, zejména na pobiezi, a to jak bacilarni tak amébova. Jaterni absces byl nejcastéjsi
v horach. Prevladajici paraziti byli Skrkavka, tenkohlavec, tasemnice détska a tasemnice
dlouhoclenna. Cysticerkoza se dostavala nejcastéji do mozku a do svali. Motolice plicni se
vyskytovala ve dvou pobieznich provinciich. Dermatomykoézy byly casté, stejné jako

dermatitidy (Valenzuela, 1927).
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V soucasné dobé¢ patii mezi nejcastéjsi zdravotni obtize akutni infekéni onemocnéni
dychacich cest a gastrointestinadlniho systému, stfevni parazitarni infekce, dermatofytoza,
bakterialni infekce ktize, gastritida, malarie, leishmanioza, infekce mocovych cest, artritida,

tuberkul6za, onemocnéni zubti, ustknuti hadem a podvyziva (Giovannini, 2015).

3.3 Zdravotni péée v Ekvadoru

Poskytovani sluzeb zdravotni péfe v Ekvadoru se znaéné lisi podle
socioekonomického postaveni, véku, pohlavi a mista bydlisté (jiné podminky maji lidé z mést
a lidé Zijici na vesnici) (Lopez-Cevallos a Chi, 2010). Uroven zdravotnickych zafizeni je
riznorodé 1 v jednotlivych provinciich (Guzman a kol., 1995). 25-30 % obyvatel Ekvadoru
nema pravidelny pfistup ke zdravotnickym sluzbam a vice nez dvé tfetiny obyvatel nema
zdravotni pojisténi. Zdravotni pé¢i maji na starost Ministerstvo zdravotnictvi (MPH =
Ministry of Public Health) a Ekvadorsky ustav socialniho zabezpeceni (IESS = Ecuadorian
Social Security Institute). Zdravotnicky sektor je kombinaci vefejnych a soukromych instituci
(Lopez-Cevallos a Chi, 2010). Kazda instituce ma svoje vlastni organizani schéma, spravu a

financovani (PAHO a WHO, 2008).

Od roku 2012 je v Ekvadoru jedno hlavni stanovisté a dalSich pét menSich pro kmen
»Achuar® (viz 3.6 Ekvadorské indianské kmeny), které zajistuji zdravotni péci. Léky jsou
v téchto centrech vydavany bez poplatkli. Tato zdravotni péce je poskytovana ekvadorskym
Ministerstvem zdravotnictvi. V né€kolika obcich jsou zdravotnicti pracovnici, vétSinou muzi,
zvoleni komunitou a vycviceni externimi subjekty na zakladni zdravotni péci. Ti organizuji

misto zdsobené 1éky pro pacienty (Giovannini, 2015).

3.4 Bylinna medicina

Bylinnda medicina je syntézou terapeutickych zkuSenosti domorodych Ilékait
vyvijejicich se po stovky let (Kamboj, 2000) a je vyhledavana stale vétSim poctem pacientl
(Miller, 1998). Bylinné piipravky jsou definovany jako polotovary ziskané z rostlin a hub,
naptiklad extrakci alkoholem nebo odvarem, které¢ se pouzivaji k prevenci a 1écb¢ raznych

typli onemocnéni. Jsou soucasti tradiéni mediciny témér v kazdé kulture (Linde a kol., 2001).
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Bylinn¢ Iéky jsou ve velké poptavce ve vyspélejSich zemich pro primarni zdravotni
pécCi, protoze jsou ucinné, bezpecné a maji minimalni vedlejsi uCinky (Kamboj, 2000).
V zemich tietiho svéta jsou 1éCivé rostliny pouzivany piedevs§im tradi¢nimi léciteli (Linde a
kol., 2001). Léky bylinného plvodu mimo jiné nabizeji terapeutika pro onemocnéni
souvisejici se starSim veékem, jako je ztrata paméti, osteoporodza, porucha imunity, atd.
Svétova zdravotnickd organizace vypracovala vroce 1991 pokyny pro posouzeni bylinné

mediciny (Kamboj, 2000).

SoucCasna nafizeni nechrani spotiebitele pred pfipadnym nebezpecim bylinnych
pripravkl. Existuji zvySujici se obavy tykajici se vzdjemného ptisobeni 1€kt a bylinnych
pripravkl. Ve vétsing piipadi je vefejnost nedostatecné informovana o tom, ze pacienti by
meli svému Iékaii sdé€lit, co vSechno uzivaji za 1éky, a to 1 v€etné téch bylinnych (Vickers a
kol., 2006). Uvadi se, Zze 70 % pacientl nefekne svému lékafi o uzivani bylinné mediciny.

Tato skutec¢nost je velmi nebezpecna (Miller, 1998).

Je prokazana interakce mezi bylinnymi piipravky a léCivy. Naptiklad tfapatka muze
pusobit hepatotoxicky, a proto by neméla byt uzivana s jinymi znamymi hepatotoxickymi
1éky, jako jsou anabolické steroidy, amiodaron, methotrexat ¢ ketokonazol. Cesnek, jinan,
zazvor €1 ZenSen mohou ovlivnit srazlivost krve, proto by nemély byt tyto latky uzivany
spoleéné s warfarinem. Zengen by také nemél byt uzivan s estrogeny a kortikoidy. Kozlik by
nem¢l byt uzivan spolu s barbituraty. Lékofice, jitrocel a ZenSen mohou interagovat
s digoxinem. Pupalkovy olej a brutnak lékaisky by nemély byt uzivany s antikonvulzivy,
protoze mohou snizit prah epileptického zachvatu. Kava uzivana spole¢né s alprazolamem
muze mit za nasledek kéma. Obecné imunostimulanty (napf. tfapatka a zinek) by nemély byt
podavany s imunosupresivy (napf. kortikosteroidy a cyklosporin). Lékofice muze
kompenzovat farmakologicky ucinek spironolaktonu. Mnoho rostlin ma vliv na hladinu

glukozy v krvi a nemély by byt uzivany pti onemocnéni diabetes mellitus (Miller, 1998).

3.5 Etnobotanika, etnofarmakologie

Etnobotanika je véda, kterd se zabyva vztahem clovéka a rostlin v ramci
prehistorického a historického obdobi az po soucCasnost. Rostliny tvofi zéklad témét
veskerého zivota na Zemi. Kromé obsahu zékladnich zivin (sacharidy, tuky, bilkoviny) jsou

rostliny zdrojem i dalSich uziteCnych materialt jako je drevo, celuldoza, guma a mnoho
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Amla, 2011). Jiz od pradavna lidé pouzivaji riizné pfirodni materialy k 1é€bé onemocnéni Ci
ke zlepSeni zdravi. Tradi¢ni medicina se stala vyznamnou soucasti analyzy lé¢iv. Mnoho
dalezitych modernich 1€kl, jako je digitoxin, reserpin, tubokurarin, efedrin, ergometrin,
atropin, vinblastin a aspirin, bylo objeveno pomoci lidového vyuziti (Ghorbani a kol., 2006).
Ucinné latky se ziskavaji z riznych &asti rostlin (plody, kvéty, listy, stonky, kofeny, semena,

ktra) (Diksha a Amla, 2011).

-----

veetné kulturnich zvyklosti spojenych s uzivanim rostlin. Nezamétuje se pouze na léCivé
rostliny, ale i1 na jiné pfirodni zdroje jako jsou potraviny, rostliny pouzivané pii ritudlech,
barviva, pradné rostliny, jedy, hnojiva atd. Vzhledem k tomu, Ze rostliny hraji diilezitou roli
v lidském Zivoté, promita se etnobotanika do oblasti botaniky, biochemie, farmakognosie,
toxikologie, Iékaistvi, vyzivy, zeméd¢€lstvi, ekologie, evoluce, sociologie, antropologie,

lingvistiky, historie a archeologie (Ghorbani a kol., 2006).

Etnofarmakologie ma taktéz interdisciplindrni charakter. Zabyva se pozorovanim,
popisem a experimentalnim vyzkumem domorodych 1ékti a jejich biologickych aktivit.
Zahrnuje pouziti rostlin, hub, zivoCichd, mikroorganismi a mineralnich latek (Soejarto,
2005). Pojem ,,etnofarmakologie* ma v oblasti vyzkumu pomérné kratkou historii. Termin

byl poprvé pouzit v roce 1967 v titulu knihy o halucinogenech (Diksha a Amla, 2011).

3.6 Ekvadorské indianské kmeny

V dnesni dob¢ vyuziva rostlin 80 % svétové populace pro primarni Iékatskou pomoc.
Jedna se predevSim o rozvojové zem¢, mezi které patii také Ekvador. Pfiblizné¢ 30 %
z celkového poctu obyvatel patii do riznych domorodych skupin s etnobotanickymi znalostmi

a zkuSenostmi, které se stale pienasi z generace na generaci ustni tradici (Tene a kol., 2007).

Skupina ,,Achuar* jsou domorodi lidé obyvajici severovychodni Peru a jizni Ekvador
v povodi fek Pastaza, Corriente a Morona. Patii do jazykové rodiny ,Jivaroan* spolecné
s ,,Shuar”, , Aguaruna“ a ,,Humabisa“. Na rozdil od jinych domorodych kmenti skupina
,»Achuar® obyva odlehlou oblast amazonského pralesa, a tim si byla schopna branit jeji izemi
a do jist¢ miry i zivotni styl. V sedmdesatych letech dvacatého stoleti vpadly na jeji izemi

ropné spolecnosti, které t€zbou ropy znecistily pfirodni zdroje a vazné poskodily ekosystém a
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zdravi lidi. Ekonomika je predevsim zalozena na zahradnictvi a lovu, dale na chovu dobytka a
na nékolika mistech i na péstovani trznich plodin nebo sbéru plan€ rostoucich rostlin. Plodiny
a rostliny jsou prodavany externim subjekttim, které je pouzivaji jako rostlinné produkty nebo
na vyrobu kosmetiky. V Ekvadoru zije piiblizné¢ 6000 obyvatel zkmene , ,Achuar*
shromézdénych do 75 komunit. Na jejich uzemi se Ize dostat jedin¢ na kénoi nebo v malych

letadlech. Jednotlivé komunity jsou pak spojeny siti lesnich cest (Giovannini, 2015).

Nejbéznéjsim zpiisobem piipravy bylinného 1éku ,,Achuary* je ptiprava odvaru dané
casti rostliny ve velkém mnozstvi vody. Do nékterych odvara se pridava cukrova titina, ktera
slouzi k vyrob¢ 1éCivych sirupt. Tyto pfipravky se uzivaji oralné a v mnoha piipadech pacient
ocekava, ze bude po uziti 1€ku zvracet. Déti, ,které se jeSté nenaucCily zvracet”, nemaji
dovoleno uzivat tento typ mediciny. ,,Achuarové® jsou si také védomi moznych nezadoucich
ucinki v ptipadé kombinovéani jednotlivych druhti rostlin. Nékteré Iéky jsou piipraveny
bez vafeni — naptiklad drcenim a rmutovanim rostlin ve vodé a naslednou filtraci pomoci sita.
Napiiklad koten Cyperus spp. je zvykan, poté mixovan s vodou a pied podanim filtrovan.
Oralni bylinné 1¢éky jsou Casto podavany tiikrat denné v davce, ktera souvisi s vékem léceného

jedince (Giovannini, 2015).

Loja a Zamora-Chinchipe jsou dv¢ provincie na jihu Ekvadoru s bohatou biologickou
rozmanitosti a bohatou etnobotanickou tradici. Tato pfiznivd kombinace pomohla lidové
mediciné popsat vice nez 200 mistnich rostlin, identifikovanych botanicky. Nemoci ledvin,
zaludecni infekce, bolesti hlavy a chiipka jsou nejcast€j$i onemocnéni léena piirodnimi
prostiedky. Avsak i méné rozSifené nemoci, jako je rakovina ¢i cukrovka, jsou léCeny

rostlinnymi extrakty. (Tene a kol., 2007)

3.7 Tradi¢né vyuzivané 1écivé rostliny v Ekvadoru

Nejvice referovanou lé¢ivou rostlinou v Ekvadoru je zazvor Iékaisky (Zingiber
officinale), ktery je puvodné z Asie. Napiiklad ,,Shuarové®, ale i dalsi domorodi lidé,

pouzivaji zazvor k 1€cb¢ prijmu a dalSich gastrointestinalnich problému (Giovannini, 2015).

K 1é¢be riiznych typli onemocnéni se v Ekvadoru pouziva Siroka Skala rostlin. Tato
prace se zabyva deseti z nich, jejichz extrakty byly testovany proti nékolika druhiim
mikroorganismil. Pfi ziskavani informaci byly z velké ¢asti pouzity internetové zdroje, které

jsou vsak relevantni. Server ,tropicos.org® je pod zastitou ,,Missouri Botanical Garden* a
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server ,theplantlist.org® spolupracuje s ,,Royal Botanic Gardens®“, ,Kew* a ,,Missouri

Botanical Garden‘.

3.7.1 Psidium guajava L.

Celed’: Myrtaceae (myrtovité) — stalezelené rostliny; listy jsou vétsinou vstticné, koZzovité a
celistvé; v pletivech maji aromatické silice; kvéty jsou jednotlivé nebo v hroznovitych
kvétenstvich; rostliny tropi a subtropii; bobule, peckovice, nazka, tobolka (Novak a Skalicky,
2009)

Rod: stalezelené keie nebo nizké stromy

Botanicky popis druhu: ket nebo nizky strom 6-10 m vysoky; listy vstiicné, podlouhle
eliptické, cca 15 cm dlouhé, celokrajné, kozovité; kvéty bilé, vonné, jednotlivé nebo po 2-3
v uzlabi listi; plod bobule kulovité¢ho az hruSkovitého tvaru, 8-12 cm dlouhd, svétle zluté
zbarvena; pojidaji se Cerstvé/dzemy, zelé, pasty, sirupy; vysoky obsah vitaminu C
(100-300 mg/100 g) — pIn¢ nahradi pomerance (Valicek, 2002)

Nadmorska vyska: 0-3000 m n. m.

Oblast: Galapagy, pobtezi, Andy, Amazonie

Provincie: Bolivar, Carchi, Esmeraldas, Galapagos, Guayas, Imbabura, Loja, Los Rios,
Morona-Santiago, Napo, Pichincha, Sucumbios, Tungurahua (Tropicos, 2016a)

Nebezpeci: pii kombinaci s listy rostliny llex guayusa ve stejném odvaru vznikéd jedovaty
napoj (Giovannini, 2015)

Antimikrobialni aktivita: benzofenonovy glykosid, izolovany z listd Psidium guajava, byl
testovan proti standardnim kmenlim grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a byly
zjistény antibakteridlni G¢inky proti Escherichia coli a Staphylococcus aureus, v porovnani
s testovanym antibiotikem (cetriaxon) byl tento Ucinek slabsi (Ukwueze a kol., 2015);
hydroalkoholicky extrakt ptisobi antimikrobidlné na Streptococcus mutans (Vieira a kol.,
2014)

Antioxidaéni aktivita: extrakty ¢i frakce Psidium guajava funguji jako antioxidanty

v biologickych systémech (Park, 2008)
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3.7.2 Espeletia schultzii Wedd. (Klejovka)

Celed’: Asteraceae (hvézdnicovité) — byliny, v tropech i dieviny a sukulenty; listy jsou
sttidavé, bezpalistnaté, jednoduché i1 délené; kvéty jsou nejcastéji trubkovité a oboupohlavné
v jednom terci (zIluté) a na obvodu jsou kvéty soumérné (rtizné barvy, Casto bilé); celed ma
kosmopolitické rozsitfeni (Novak a Skalicky, 2009)

Rod: asi 45 druht tohoto rodu (od severozapadni Venezuely po Ekvador), napadny symbol
zdejsi flory (Hoskovec-Gaston, 2015)

Botanicky popis druhu: vytrvaly, husté bile plstnaty polokef; mohutné rtzice, doristaji
vysky az 2 m; listy jsou stiidavé, ptisedlé, kopinaté, 40-60 cm dlouhé a 3-6 cm Siroké,
oboustranné plstnaté, téméi celokrajné, Spicaté; kvetenstvi (lata) vyrustd v pazdi listi; listeny
jsou vstticné, kopinaté, na bazi prorostlé; Uibory vyristaji na stopkach 3-15 cm dlouhych;
jazykovité kvéty jsou samici, liguly jsou zlatozluté, trubkovité kvéty jsou oboupohlavné,
funk¢né samci, také zluté; plody jsou trojhranné lysé cerné nazky

Nadmorska vyska: 2900-4200 m n. m. (Hoskovec-Gaston, 2015)

Vyskyt: endemicky druh v Ekvadoru, Kolumbii a Venezuele

Oblast: Andy (The Plant List, 2013)

Antimikrobialni aktivita: Espeletia schultzii prokédzala antibakteridlni wc¢innost proti
bakteriim Bacillus cereus a S. aureus v in vitro testech (Rios a kol., 1999)

Antioxidaéni aktivita: na zédklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla nalezena

z4dna informace k vyzkumu antioxidacni aktivity

3.7.3 Xanthium catharticum Kunth

Celed’: Asteraceae (viz 3.7.2 Espeletia schultzii)

Rod: reprezentovan relativné malym poctem druhti, rozsifen po celém svété (Duke a kol.,
2009)

Synonymum: Xanthium spinosum L. (The Plant List, 2010a)

Botanicky popis druhu: listy se tfemi trny na bazi listt (Duke a kol., 2009), bylina
Nadmoriska vyska: 2000-3500 m n. m.

Oblast: Andy

Provincie: Azuay, Cafiar, Chimborazo, Pichincha, Tungurahua (Tropicos, 2016b)
Antimikrobialni aktivita: rostlina prokazala slabou antibakteridlni aktivitu (diskova difuzni

metoda) proti Bacillus subtilis a S. aureus, a dale antimykotickou aktivitu proti Candida
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albicans (Culanda a Marinoni, 1991); dale byla zjisténa aktivita proti bakteriim S. aureus, S.
epidermis, Klebsiella pneumoniae, B. cereus, Pseudomonas aeruginosa a Salmonella typhi,
ale ne proti E. coli (Duke a kol., 2009)

Antioxidaéni aktivita: na zédklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla nalezena

z4dna informace k vyzkumu antioxidacni aktivity

3.7.4 Pothomorphe peltata Miq.

Celed’: Piperaceae (pepfovnikovité) — &asto lidny, byliny a dfeviny; jednoduché sttidavé
listy; kvéty malé, oboupohlavné nebo jednopohlavné, v hroznovitych kvétenstvich; vétSinou
tropicky pas (Novak a Skalicky, 2009)

Rod: do tohoto rodu patii dva nejznaméjsi zastupci — P. peltata a P. umbellata

Synonymum: Piper peltatum L.

Botanicky popis druhu: bylina, polokef nebo ket

Nadmorska vyska: 0-1000 m n. m.

Oblast: Galapagy, Amazonie, pobiezi

Provincie: Bolivar, Carchi, El Oro, Esmeraldas, Galapagos, Guayas, Loja, Los Rios, Manabi,
Morona-Santiago, Napo, Pastaza, Pichincha, Zamora-Chinchipe (Tropicos, 2016c)

(Perazzo a kol., 2005), ktera je spolecné s P. peltata hojné¢ vyuzivana jako léCiva bylina
v Brazilii (Noriega a kol., 2008)

Antioxidaéni aktivita: hlavnim sekundarnim metabolitem Pothomorphe peltata je

4-nerolidylkatechol B-glykosid, ktery prokazal pozoruhodnou antioxidacni aktivitu (Lopes a

rrrrr

3.7.5 Croton elegans Kunth

Celed’: Euphorbiaceae (prycovité) — jednoleté a vytrvalé byliny, polokefe, kefe a stromy,
Casto sukulenty; nejCastéji se stiidavymi listy (u sukulentd redukovanych v Supiny);
podobnost s kaktusy; kvéty tvoii vrcholicnatd kvétenstvi; plod je tobolka nebo bobule;
mlécnice obsahujici latex, u nékterych druhii alkaloidy, toxalbuminy, pryskyfice a kyanogenni
glykosidy; nejvétsi zastoupeni v tropech a subtropech, méné v mirném péasu (Novak a

Skalicky, 2009)
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Rod: vyskytuje se na obou zemskych polokoulich v tropickych a subtropickych oblastech;
tento rod zastupuje kolem 750-ti druhti stromi a keii; n€kolik z nich je velmi dobfe zndmych
pro své léCivé vyuziti; nékteré druhy produkuji hodnotné pryskyfice, které se pouzivaji jako
natéry (Schultes a Raffauf, 1990)

Synonymum: Croton ferrugineus Kunth (The Plant List, 2010b)

Botanicky popis druhu: kef, endemicky druh

Nadmorska vyska: 1500-3500 m n. m.

Oblast: Andy

Provincie: Imbabura, Pichincha, Tungurahua (Tropicos, 2016d)

Antimikrobialni aktivita: na zakladé osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla
nalezena zadna informace k vyzkumu antimikrobialni aktivity

Antioxidaéni aktivita: na zédklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla nalezena

z4dna informace k vyzkumu antioxidacni aktivity

3.7.6 Clinopodium nubigenum Kuntze

Celed’: Lamiaceae (hluchavkovité) — byliny (v tropech i dfeviny); Gtyfhranna lodyha se
vstiicnymi kiizmostojnymi listy, které jsou zpravidla jednoduché, ¢asto chlupaté a zlaznaté;
kvéty vyruastaji v lichopieslenech, dvoudomé tyCinky; mnohé obsahuji cenné silice; druhy
medonosné, okrasné, plevelné i rumistni; vyskyt na vSech kontinentech (Novéak a Skalicky,
2009)

Synonyma: Thymus nubigenus Kunth, Micromeria nubigena Kunth Benth, Satureja
nubigena Kunth (Gilardoni a kol., 2011a)

Botanicky popis druhu: listy velké 2-4 mm, Cepel vej¢it€¢ kosoctvereCna a tupd a na bazi
zaoblend, tapikaté, celokrajné, chlupaté, preslenité; kvéty prisedlé, chlupaty kalich, Spicaté
laloky (Slaby, 2016)

Nadmoriska vyska: 3000-4500 m n. m.

Oblast: Andy

Provincie: Azuay, Cafar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Loja, Napo, Pichincha,
Tungurahua (Tropicos, 2016¢)

Antimikrobialni aktivita: byla testovdna antimikrobialni aktivita silic pochazejici

z Clinopodium nubigenum a byla prokdzana ucinnost proti C. albicans (Gilardoni a kol.,

2011b)
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Antioxidaéni aktivita: na zédklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla nalezena

z4dna informace k vyzkumu antioxidacni aktivity

3.7.7 Solanum nigrum L. (Lilek ¢erny)

Celed’: Solanaceae (lilkovité) — byliny, v tropech i dieviny; stiidavé listy, bezpalistnaté;
kvéty vyrtstaji jednotlivé nebo ve vrcholicnatych kvétenstvich; plody obsahujici alkaloidy
(ptedevsim atropin) jsou prudce jedovaté; tropické a subtropické pasmo ve stfedni a Jizni
Americe, zasahuji 1 do mirného pasu (Novak a Skalicky, 2009)

Rod: tento rod ma kolem 2000 druhti a tim je jednim z nejvétSich rodi rostlinné fise;
vyskytuje se v mirném az tropickém pasmu po celém svéte; zahrnuje byliny, kefe a nékdy 1
mensi stromy; nékteré druhy jsou popinavé nebo trnité; rod je zdrojem nékolika toxickych ale
1 1é¢ivych druhti (Schultes a Raffauf, 1990)

Botanicky popis druhu: jedna se o bézny zahradni, polni a rumistni plevel (Novak a
Skalicky, 2009), vytrvala bylina 1 m vysokd; vejCité listy, jednoduché, tupé ozubené,
klinovita baze; zvonkovity kalich, hvézdicovitad koruna velka v priméru 8-10 mm, kvéty bilé
nebo vzacné s nachovou piimési, podlouhlé prasniky 2-3,5 mm dlouhé¢; plody kulovité az
elipsoidni 6-10 mm v priméru, matné nebo lesklé ¢erné nebo purpurové — cerné (Padua a
Lemmens, 1999)

Nadmorska vyska: 0-4000 m n. m.

Oblast: Galapagy, Andy, Amazonie, pobiezi

Provincie: Azuay, Bolivar, Cafiar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Esmeraldas, Galapagos,
Guayas, Imbabura, Loja, Los Rios, Manabi, Napo, Pichincha, Sucumbios, Tungurahua,
Zamora-Chinchipe (Tropicos, 2016f)

Antimikrobialni aktivita: byla zjiSténa antimikrobialni aktivita methanolového extraktu listi
a semen Solanum nigrum proti bakteriim E. coli, Citrobacter spp., Shigella flexenari,
S. aureus, P. aeruginosa a Yersinia aldovae a také antimykoticka aktivita proti houbam
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus parasiticus, Trichophyton rubrum, Fusarium a
C. albicans (Mehjabeen a kol., 2011)

Antioxidaéni aktivita: na zédklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla nalezena

z4dna informace k vyzkumu antioxidacni aktivity
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3.7.8 Kalanchoe pinnata Pers.

Celed’: Crassulaceae (tlusticovité) — 1500 druhti zatazenych do 35 rodd; primarné se jedna
o sukulentni vytrvalé rostliny s masitymi listy; vétSinou jsou to byliny ¢i polokete; vyskytuji
se v suchych, kamenitych oblastech

Rod: vyskyt na 200 druht v jizni Africe, Madagaskaru, Ciné a na Javé, nékteré druhy jsou
typické pro Jizni Ameriku; jsou to rozvétvené sukulenty; nékdy péstované pro okrasu
(Schultes a Raffauf, 1990)

Synonymum: Bryophyllum pinnatum (Tropicos, 2016g)

Botanicky popis druhu: vytrvald sukulentni rostlina (Tatsimo a kol., 2012), bylina nebo
polokeft (Tropicos, 2016g); vysoké duté stonky; masité, vyrazné tvarované, tmave zelené listy;
kvéty jsou Cervené, zvonkovité a svésené (Taylor a County, 2012)

Nadmorska vyska: 0-3000 m n. m.

Oblast: Galapagy, Andy, Amazonie, pobiezi

Provincie: Azuay, Cotopaxi, Galapagos, Guayas, Imbabura, Loja, Los Rios, Manabi, Napo,
Pichincha (Tropicos, 2016g)

Antimikrobialni aktivita: methanolovy extrakt prokazal antimikrobialni aktivitu s minimalni
inhibi¢ni koncentraci od 32 do 512 pg/ml proti S. aureus, C. albicans a S. typhi

Antioxida¢ni aktivita: methanolovy extrakt prokédzal antioxidacni aktivitu s inhibi¢ni
koncentraci 50 (ICso = koncentrace latky, kterd redukuje volny radikél z 50 %) rovnajici se
52,48 ng/ml; kaempferol rhamnosid, izolovany z Kalanchoe pinnata, je jednou z latek, které

prokazaly tyto antioxida¢ni U€inky, ale také antimikrobialni Gi¢inky (Tatsimo a kol., 2012)

3.7.9 Justicia secunda Vahl

Celed’: Acanthaceae (paznehtnikovité) — byliny nebo dfeviny, zfidka lidny; vstiicné listy;
kvéty vyrustaji v pazdi stiechovité se kryjicich listenti; hlavné tropy a subtropy a teplé oblasti
mirného pasu (Novak a Skalicky, 2009)

Rod: existuje kolem 300 druhii v tropickych a subtropickych oblastech na obou zemskych
hemisférach; jsou to byliny ¢i malé kete; nékteré aromatické oleje izolované z nékterych
druht se pouzivaji jako slozky repelenti ¢i insekticidi a rovnéz jako fixacni slozky
v parfémech a mydlech (Schultes a Raffauf, 1990)

Botanicky popis druhu: bylina nebo ket

Nadmorska vyska: 0-500 m n. m.
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Oblast: Amazonie

Provincie: Napo (Tropicos, 2016h)

Antimikrobialni aktivita: extrakty z Justicia secunda nevykazuji antimikrobidlni aktivitu
proti tfem testovanym bakteriim S. aureus — ATCC 25923, P. aeruginosa — ATCC 27853 a
Enterococcus feacalis (Carrington a kol., 2012)

Antioxidaéni aktivita: v Justicia secunda byly analyzovany flavonoidy, které jsou znamy

svoji vysokou antioxidac¢ni aktivitou (Koffi a kol., 2013)

3.7.10 Chenopodium ambrosioides L. (Merlik vonny)

Celed’: Chenopodiaceae (merlikovité) — byliny, zfidka dieviny; jednoduché vstficné nebo
sttidavé listy, bezpalistnaté; oboupohlavné nebo jednopohlavné kvéty, nékdy slozené do laty;
vyskyt po celém svété (Novak a Skalicky, 2009)

Rod: piiblizn¢ 185 druht trvalych bylin nebo ziidkakdy keftt; vyskytuje se v mirném pasmu
na obou polokoulich; semena nékterych druhti jsou bohatd na Skrob (napt. Chenopodium
quinoa); tento rod byl celkem Uspésné zkouman — izolace flavonoidi, triterpend, betacyanini
a éterickych oleju (Schultes a Raffauf, 1990)

Botanicky popis druhu: bylina

Nadmorska vyska: 0-4000 m n. m.

Oblast: Galapagy, Andy, Amazonie

Provincie: Azuay, Canar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Esmeraldas, Galapagos, Guayas,
Imbabura, Manabi, Napo, Pichincha, Tungurahua (Tropicos, 2016ch)

Antimikrobialni aktivita: olejovity extrakt z Chenopodium ambrosioides, bohaty
na monoterpeny (Harraz a kol., 2015), prokéazal antimikrobidlni aktivitu proti vybranym
druhiim gram-pozitivnich i gram-negativnich bakterii a nékterych druhti hub (Nisar a kol.,
2013); v testovanych koncentracich (5-100 mg/ml) hydroalkoholického extraktu
Chenopodium ambrosioides nevykazal antimikrobialni aktivitu proti S. mutans (Vieira a kol.,
2014)

Antioxidaéni aktivita: bylo izolovano pét bioaktivnich latek z Chenopodium ambrosioides,

které vykazuji antioxidacni a protizanétlivou aktivitu (Song a kol., 2015)
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3.8 Patogenni mikroorganismy

Mikroorganismy byly prvnimi zivymi obyvateli Zem¢ a za dobu jejich existence se
musely pfizpisobovat podminkdm prostiedi, které ménily jejich vlastnosti. Tato skute¢nost
vedla i1 ke vzniku velkého poc¢tu druhli. VétSina druht mikroorganismu je neSkodna, nebo
dokonce pro ¢lovéka prospésna. AvSak druhy patogenni mohou u clovéka vyvolat infekcni
onemocnéni (FerenCik a kol.,, 2011). Mezi bézné¢ se vyskytujici druhy patogennich

mikroorganismu patfi:

3.8.1 Staphylococcus aureus

S. aureus je gramnegativni kok, bunky tvofi nepravidelné shluky pifipominajici
hrozny. S. aureus je fakultativné anaerobni bakterie. Jeji schopnost fermentovat glukézu ji

odlisuje od rodu Micrococcus.

Hlavnim mistem vyskytu stafylokoku je kiize, kozni zlazy a sliznice teplokrevnych
zivocichi. U lidi se vyskytuje pfedevSim v nosni dutin€. Muze byt izolovan z vykalt, sladké i
slané vody, zrostlin, prachu a vzduchu. Ackoliv se vyskytuje na kizi piirozené, muze
zpusobovat kozni abscesy. Otrava z jidla je doprovazena nevolnosti, zvracenim, zalude¢nimi

kfecemi, davenim, vysilenim a prijmem (Adams a Moss, 2008).

3.8.2 Streptococcus pyogenes

S. pyogenes je fakultativné anaerobni, grampozitivni bakterie, jejiz buiky tvofi
diplokoky nebo fetizky. Jednd se o vyznamny kozni patogen, ktery interaguje s keratinocyty

v kozni tkani (Regnier a kol., 2016).

Infekce zpiisobené touto bakterii jsou nejcastéji pyogenni (hnisavé) a déli se do tii
skupin. Prvni skupinou jsou pyogenni lokalni infekce, kam patii akutni zanét mandli a hrtanu,
angina a kozni vezikuly. Druhou skupinou jsou pyogenni invazivni infekce, coz jsou
celulitida, nekrotizujici fasciitida (zdnét a rozpad podkozni tkané€), sepse, atp. Treti skupinou
jsou pozdni nasledky a komplikace streptokokovych infekci, kam se fadi revmaticka horecka

a akutni glomerulonefritida (Melter a Malmgren, 2014).
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3.8.3 Escherichia coli

E. coli patti do Celedi Enterobacteriaceae, kam se tadi gramnegativni, fakultativné
anaerobni tyCinky. E. coli je nesporulujici, fermentativni bakterie. Geneticky je velmi

podobna rodu Shigella, se kterou miize byt obtizn¢ odlisitelna.

E. coli se v téle vyskytuje bud'to jako komenzal ve stievech, kde je neSkodna a zivi se
zbytky potravy hostitele, nebo jako patogen, zptisobujici fadu infek¢nich onemocnéni jako je
sepse, zanét mocového méchyfe, pneumonie u pacientll se snizenou imunitou a meningitida
u novorozencl. E. coli je také Castou priCinou prijmovych onemocnéni (Adams a Moss,

2008).

3.8.4 Listeria monocytogenes

L. monoctogenes patii mezi vyznamné lidské patogeny. Jednd se o grampozitivni,
fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterii. K identifikaci této bakterie se pouziva test
na krevnim agaru, kde synergickym plisobenim hemolyzinu L. monocytogenes a S. aureus

dochazi ke zvySené hemolyze.

L. monocytogenes je vsudypfitomna v zivotnim prostiedi. Byla izolovana ze sladké 1
slané vody, pudy, cCistirenskych kall, hnijici vegetace, vykala a silazi. Vyskyt infekce je
nizky, protoze nachylny jedinec musi byt vystaven dostatecné vysoké davce virulentniho

kmene.

Ptiznaky listeriozy mohou byt od téch mirngjSich podobné chiipce (bolest hlavy,
horeCka, obCasné gastrointestinalni symptomy) az po ty zavazné podobajici se meningitid¢ a
meningoencefalitidé. Zvysené riziko je u téhotnych Zen, protoze nasledkem onemocnéni mtize

dojit k pfed¢asnému porodu, potratu ¢i narozeni mrtvého plodu (Adams a Moss, 2008).

3.8.5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis

Rod Salmonella patii do celedi Enterobacteriaceae. Jsou to gramnegativni,

nesporolujici, fakultativné anaerobni bakterie.

Hlavnimi piiznaky salmonelozy jsou horecka, nevolnost, zvraceni, bolest bficha a
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u slabsich skupin jako jsou malé d¢ti, staii lidé a nemocni (Adams a Moss, 2008).

3.8.6 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je nejcastéjsi pseudomonadou u cloveéka. Patii mezi gramnegativni,
aerobni, pohyblivé, nefermentujici bakterie. Byva v tlustém stievé jako soucast pfirozené
mikroflory. V prostfedi se vyskytuje hlavné v tenké vrstvé mikrobli na povrchu riznych
predmétii, v planktonu, v pfirodnich i odpadovych vodach, v pid¢, na kulturnich i plané

rostoucich rostlinach, u domécich i volné Zijicich zvitat a v potravinach (zejména v mase).

Je ptivodcem infekci, které jsou vétSinou zavazné. Zpusobuje kozni infekce, snadno
infikuje popalenou ktizi a bércové viedy. Je pivodcem zanétu dolnich cest dychacich

urogenitalniho traktu.

Tato bakterie je relativné rezistentni k antibiotikim. Rezistenci ziskévaji pomérné
snadno a proto je potieba vySetiovat jejich citlivost. Pouzivaji se na né specificka
antipseudomonadova antibiotika jako je karbenicilin, tikarcilin, cetfazidim a imipenem

(Schindler, 2014).

3.8.7 Candida albicans

C. albicans je kvasinkovy mikroorganismus patfici do fiSe hub. U zdravého ¢loveka se
kandidy vyskytuji v Gstni dutiné a ve stolici.

C. albicans zplsobuje onemocnéni kiize, které nemusi byt zavazné, ale na druhou
stranu byva pretrvavajici, bez tendence ke zlepSeni ¢i zhorSeni. Zavaznéjsi infekce vznikaji
pii antibakterialnich 1écbach, kdy kvasinky nahrazuji potlacenou bakterialni mikrofléru. Casto

zpusobuji infekce urogynekologickych cest. Pii priniku kandid do krevniho obéhu mohou byt

postizeny ledviny, jatra, slezina a mozek (Schindler, 2014).

3.9 Antimikrobialni rezistence (AMR)

V posledni dob¢ se objevuje zavazny fakt, ze bakterie u lidi, potravin a zvifat vykazuji

odolnost vii¢i nejpouzivanéjSim antimikrobialnim latkam.
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Nejnoveéjsi vyzkumy ukazuji, Ze rezistence na ciprofloxacin, ktery je kriticky dualezity
pro lécbu infekei u lidi, je velmi vysoké u bakterie rodu Campylobacter, coz snizuje moznosti
pro efektivni 1éCbu zavaznych infekci prenasenych potravinami. Védci upozornuji, ze naptic
Evropou se dale §ifi bakterie rodu Salmonella, ktera je odolna vici Sirokospektrym 1éciviim

(EFSA a ECDC, 2016).

Posledni vyroc¢ni celoevropskd zprava Evropského uiadu pro bezpecnost potravin
(EFSA) a Evropského strediska pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) zdlraziuje, ze
antimikrobialni rezistence pfedstavuje vazné riziko pro zdravi lidi a zvifat. Toto riziko je
v soucasné dob¢ hlavni prioritou politické agendy v oblasti bezpecnosti potravin. Déle se
sleduje souvislost mezi mirou AMR a pouzivanim antimikrobialnich latek u zvirat. Naptiklad
v zemich severni Evropy, kde se pouzivaji antimikrobidlni latky u zvifat méné, je zjisténa
niz§i AMR, nez ve vychodni a jizni Evropé, kde je nejvyssi urovein AMR v Evropé (EFSA a
ECDC, 2016).

Vyro¢ni zprava EFSA a ECDC (2016) také piedklada dikaz rezistence rodu
Salmonella a E. coli k antibiotiku colistin u dribeze v Evropské unii. Mike Catchpole,
vedouci vyzkumu ECDC, v této souvislosti upozornil na fakt, ze i1 1€ky ,,posledni zachrany*
nebudou mit brzy pozadovany efekt pii 1€cbé vaznych infekci u lidi zptisobenych bakteriemi

rodu Salmonella.

Vytenis Andriukaitis, Evropsky komisaf pro zdravi a bezpe¢nost potravin, tika, ze
hrozba se neomezuje pouze na Evropu, ale jedna se o globalni problém, ktery vyzaduje

globalni feSeni (EFSA a ECDC, 2016).

Dle druhu antibiotika existuji rozdilné mechanismy uc¢inku rozkladu bunécéné stény
bakterie. Tato prace se zabyva dvéma z nich (beta-laktamova a tetracyklinova antibiotika).

Tetracyklin byl pouzit jako porovnavaci antibiotikum pii testovani.

3.9.1 Beta-laktamova antibiotika

Vsechna beta-laktamova antibiotika, zahrnujici peniciliny a cefalosporiny, jsou
inhibitory syntézy bunécné stény bakterii. Antibiotikum musi nejdiive obkliit bunécnou
sténu bakterie, navdzat se na tzv. ,penicillin-binding protein* (zkr. PBP) a nasledné¢ mize

zpusobit razné procesy, které vedou k bunééné smrti. Hlavni ulohou antibiotika je inhibice
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vzniku peptidoglukanové struktury. VSechna penicilinova i cefalosporinova antibiotika jsou

baktericidni. Chemicka struktura penicilinu a cefalosporinu je na Obrazku 2.

Doposud bylo vynalezeno 56 beta-laktamovych antibiotik a vSechny obsahuji Ctyt-
Clenny beta-laktamovy kruh. Antibakteridlni ii€¢innost téchto molekul je umisténa v samotném

kruhu (na Obrazku 2 je zvyraznén Cerveng).

Bakterie maji proti beta-laktamovym antibiotikiim tfi typy obrannych mechanismad.
Mohou =znicit antibiotikum beta-laktamdzami, druhou moznosti je sniZeni penetrace
antibiotika do bunécéné stény ziskdnim PBP a tfeti variantou je snizeni afinity PBP

na antibiotikum.

Obrazek 2 Chemicka struktura penicilinu (1) a cefalosporinu (2) (Fvasconcellos, 2007)

3.9.2 Tetracykliny

Tetracykliny reversibilné¢ vazi 30S ribozomalni podjednotky a tim inhibuji syntézu

bilkovin, ktera zptisobi bakteriostaticky ucinek.
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Jakmile si mikroorganismus vyvine rezistenci k jednomu druhu tetracyklinu,
automaticky si zajisti rezistenci vii¢i celé tfidé tohoto 1é¢iva. Dojde k chromozomalni mutaci
ve vnéjsi membran¢ bakterie a to vede ke snizeni penetrace tetracyklinu do buiiky. Bakterie
také mohou produkovat proteiny, které interaguji sribozomy a syntéza proteinit muze

pokracovat bez ohledu na ptitomnost tetracyklinu v bunice (Schwalbe a kol., 2007).

3.10 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni aktivitu vykazuji slouceniny, které v nizkych koncentracich piisobi
staticky ¢i cidné proti mikroorganismim (bakteriim, plisnim, protozoim a virim) a vykazuji
vuci nim selektivni toxicitu. Jednd se o latky ptirodni i1 syntetické a patfi sem antibiotika,
dezinfekéni prostiedky, konzervacni prostiedky a jiné latky (BezpeCnost potravin A-Z,

2012a).

Antimikrobidlni aktivita pfirodnich extrakti mutze byt detekovéna sledovanim reakce
riznych mikroorganismii se vzorky (Cos a kol., 2006). V této praci jsou uvedeny dvé

laboratorni metody pro stanoveni antimikrobidlni aktivity (mikrodiluc¢ni a diskova diftzni).

3.10.1 Mikrodilu¢ni metoda

Dilucni test se mize provadét bud’ jako makrodilu¢ni nebo mikrodilu¢ni bujénova, nebo
agarova metoda. Jedna se o bézné kvantitativni metody testovani antimikrobidlni citlivosti,
pii kterych se stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentrace. Pro stanoveni antimikrobidlni
aktivity u¢innych latek testovanych rostlin dovezenych z Ekvadoru byla v této praci pouzita

mikrodilu¢ni bujonova metoda.

V mikrodilu¢ni metod¢ se pouzivaji mikrotitracni desticky, které maji 96 jamek, tudiz je
mozné na jedné destiCce otestovat az 12 vzorkli v 8 koncentracich. Po inokulaci bakteriemi a
inkubaci po dobu 24 hod pii 37 °C se provadi odecet vysledkli. Minimalni inhibicni
koncentrace, ktera uddva mnozstvi antimikrobialni latky, pfi kterém neni schopen
mikroorganismus rust, se rovna prvni jamce, ve které neni viditelny nartst bakterie (Jilek a

Buchta, 2002).

28



3.10.2 Diskovy difuizni test

Diskovym difiznim testem se zjiStuje kvalitativni citlivost mikroorganismu
k antibiotiku ¢i rostlinnému extraktu. V tomto testovani se ur¢i bud’ citlivost, nebo rezistence

bakterie k testované latce.

Principem je difuze testované latky do agaru s naoCkovanym bakteridlnim testovanym
kmenem. V piipadé potlaceni rustu bakterie, dojde k vytvoreni tzv. inhibi¢ni zény, kterd se
pak méfi v milimetrech a nasledné se porovnava s tabulkovymi hodnotami, aby se urcilo, zda
se jedna o citlivost ¢i rezistenci bakterie. Odecet vzork se provadi po dobé inkubace (24 hod)
pii 37 °C. Lze testovat az 6 vzorkd proti jednomu mikroorganismu na jednom disku

(Schindler, 2014).

3.11 Antioxidacni aktivita

Antioxidanty jsou latky, které zabranuji oxida¢nimu stresu v téle. Snizuji aktivitu
volnych radikalti, které jsou pfirozenymi vedlejSimi produkty metabolizmu. Oxida¢ni
pusobeni na bunky zpasobuji starnuti a rtzné zdravotni problémy (kardiovaskularni
onemocnéni, nékteré typy rakoviny). V potravindch oxidace zpusobuje zluknuti tukd,

poskozovani biologicky aktivnich latek a barevné zmény.

Z chemického hlediska jsou antioxidanty velmi riznorodou skupinou. Patii sem
piirozené se vyskytujici antioxidanty jako jsou rostlinna barviva (flavonoidy, isoflavony),
fenolické latky, tokoferoly, fosfolipidy, lignany, diterpeny, kurkuminoidy, taniny atd. Nékteré
antioxidanty se vyrabéji synteticky jako napiiklad vitamin A, C, E ¢i selen, které se Casto

pridavaji do doplnku stravy.

Ne¢které antioxidanty se piidavaji pfimo do potravin za ticelem prodlouzeni trvanlivosti
a konzervace (tokoferoly, galaty, sifiCitany a dalsi). Tento piidavek musi byt vSak regulovan,
nebot’ ani tyto latky neni dobré ptijimat v nadmérném mnozstvi. Jejich u¢inek se mize zménit
v silné prooxidacni (Bezpecnost potravin A-Z, 2012b).

,Trolox equivalent antioxidant capacity* (TEAC) méii antioxidacni kapacitu dané latky
ve srovnani se standardem (trolox). TEAC se Casto pouziva k méfeni antioxidacni kapacity
potravin, napoji a doplnkt stravy. Vyuzivaji ho napt. metody ORAC a DPPH (Huang a kol.,
2005).
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3.11.1 Antioxidacni testovani ORAC

Jednou z metod testovani antioxidacni aktivity, kterd byla pouzita v této praci, je
,»oxygen radical absorbance capacity* (ORAC). Tato metoda se pouziva pro meéieni
antioxidacni aktivity rtiznych vitamini, fytochemikalii a dalSich organickych a anorganickych

sloucenin.

ORAC méri oxidatni degradaci fluorescenéni molekuly (v nasem piipadé
fluoresceinu) po smichani s kyslikovym radikdlovym inicidtorem. Intenzita fluorescence se
snizuje se zvySujici se oxidacni degradaci. Pokud je pfitomen antioxidant, chrani
fluorescencni molekulu pted degradaci a intenzita fluorescence klesa pomaleji. To znamena,
ze pokud fluorescein udrzuje svoji intenzitu, tak je ptitomno malo kyslikovych radikalii, nebo

je pritomen antioxidant (Garrett a kol., 2010).

3.11.2 Antioxidacni testovani DPPH

DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) je tmavé zbarveny krystalicky
prasek slozeny ze stabilnich radikalovych molekul. DPPH je v metanolu intenzivné fialové
zbarven, toto zbarveni se v pfipad¢ pfitomnosti antioxidantu odbarvuje do zluta. Principem
reakce je redukce radikalu DPPHe za vzniku DPPH-H (Sharma a Bhat, 2009). K praci se
pouzivaji mikrotitracni desticky s 96 jamkami. Desticka se udrzuje v temnu po dobu 30 min

pii pokojové teploté¢ a nasledné je zméfena absorbance. Vysledky se udavaji jako 50%

inhibi¢ni koncentrace (ICsp) (Tauchen a kol., 2015).
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4 Material a metody
4.1 Rostlinny material

Rostliny byly vybrany na zakladé tradi¢niho vyuziti na onemocnéni, kterd jsou
nejcastéji zptisobena bakteriemi (viz Tabulka 1). Pani Lic. Viviana Margarita Espinel Jara,
ktera plsobi na univerzité¢ ,,Universidad Técnica del Norte* ve mésté¢ Ibarra v Ekvéadoru,
rostliny sbirala v rtiznych oblastech Ekvadoru. Poskytla také informace o misté sbéru a
o tradi¢nim vyuziti téchto rostlin. Rostliny byly po sbéru suSeny ve stinu po dobu 3-5 dnti
dle rostlinného druhu. Rostlinny material pievzal pan Doc. Dr. Ing. Eloy Fernandez
Cusimamani, ktery ho poskytl Ceské zemédélské univerzité pro testovani. Misto sbéru,

botanické zarazeni, latinsky a mistni nazev je uveden v Tabulce 2.
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Tabulka 1 Tradi¢ni vyuziti rostlinného materidlu (Jara, 2016, osobni sd€leni)

vzorek €. latinsky nazev vyuzivana zpusob vyuziti tradi¢ni vyuziti
¢ast rostliny

1 Psidium listy nalev diabetes mellitus, stievni potize

guajava ktira nalev stievni potize (prijem)
plody nalev, dzus, kurdgje, stfevni potize (prijem)
jidlo (plod)

2 Espeletia listy nalev chiipka, nachlazeni (ryma), dychaci
schultzii problémy

3 Xanthium cela rostlina nalev zanét mocového méchyie

catharticum a prostaty

4 Pothomorphe listy obklad ktecové zily, hematomy
peltata

5 Croton elegans listy nalev, koupel kozni nemoci v panevni dutiné

6 Clinopodium listy nalev vyskova nemoc, chiipka, nachlazeni,

nubigenum dychaci problémy

7 Solanum nigrum listy nalev, koupel kozni nemoci v panevni dutiné

8 Kalanchoe listy nalev, obklad, kozni nemoci v panevni duting, angina
pinnata stava

9 Justicia secunda listy nalev diabetes mellitus, cholesterol

10 Chenopodium listy jidlo chudokrevnost, ztrata pameti

ambrosioides
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Tabulka 2 Ptehled testovanych rostlin a misto jejich sbéru (Jara, 2016, osobni sdéleni)

vzorek €. latinsky nazev mistni nazev Celed misto sbéru
1 Psidium guajava Guayaba Myrtaceae Imbabura, Ibarra, Lita
Rocafuerte
2 Espeletia schultzii Frailejones Asteraceae Carchi, Espejo, Reserva
ecologica El Angel
3 Xanthium catharticum Casha-marucha Asteraceae Imbabura, Ibarra, Sagrario
4 Pothomorphe peltata Maria Panka, Anis Piperaceae Napo, Archidona, Sabata,
Maria Panga Amupakin
5 Croton elegans Chala, Cucharilla, Euphorbiaceae Imbabura, Ibarra, Sagrario,
Mosqueo, Purga Yahuarcocha
6 Clinopodium Zunfo Lamiaceae Imbabura, Ibarra,
nubigenum Agochagua, Zuleta
7 Solanum nigrum Hierba mora Solanaceae Imbabura, Ibarra, Sagrario,
Yahuarcocha
8 Kalanchoe pinnata Chukri yuyo, Chukri Crassulaceae Napo, Tena, Tena, Barrio
yuyi, Hoja del Bellavista Baja
Viento, Espiritu
Santo
9 Justicia secunda Insulina panga, Hoja Acanthaceae Imbabura, Ibarra, Sagrario,
de insulina, Barrio La Victoria
Sigamochila,
Cascajera, Cascajero
10 Chenopodium Paico, apazote Chenopodiaceae  Imbabura, Ibarra, Sagrario,
ambrosioides Yahuarcocha
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4.2 Priprava extrakta

4.2.1 Chemikalie

- denaturovany lih (96%, Penta, CZ); destilovana voda

4.2.2 Extrakce

Bylo navéazeno cca 5 g suSené rostliny, ktera byla homogenizovéana v kdvovém mlynku
(Valentino, KM 5001). Mlynek byl mezi jednotlivym mixovanim ocistén destilovanou vodou
a lihem. Vzorky byly umistény do prachovych nadob se zabrusem. Prachovnice byly zality
80% denaturovanym lihem, kazda objemem 100 ml. Hrdlo prachovky s vickem bylo zaji§téno
parafinem (Bemis, Neenah — WI 54956), aby obsah nevytékal. Smés byla dikladné

zamichana. Vzorky byly macerovany po dobu deseti dni za obasného zamichani.

Vzorky byly po uplynulé¢ dobé macerace nejdiive zfiltrovany na podtlakovém filtru.
Byl pouzit filtraéni papir s primérem 12,5 cm. VSechny vzorky byly nasledn¢ odpaieny
na rota¢ni vakuové odparce (Laborata 4000 — efficient, Heidolph) pii 40 °C a maximalni
rychlosti 280 otacek za minutu, az na posledni (desaty) vzorek, ktery byl odpaien
na centrifugani odparce (ScanLaf, Scanvac), protoze me¢l tendenci k explozivnimu varu.
Hmotnost kvantitativniho zisku byla zjisténa rozdilem hmotnosti banky se vzorkem a prazdné

banky. Pifesna navazka vzorkil a nasledna vytéznost po odparu je uvedena v Tabulce 3.

Odpatené vzorky byly pied dalsim pouzitim skladovany v chladnicce (4 °C).
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Tabulka 3 Navazky vzorkl urcenych k maceraci a kvantitativni zisk vzorka po odparu

vzorek navazka macerace (g) vytézek (g) vytéznost (%)

P. guajava 5,64 1,38 24,46
E. schultzii 5,5 1,77 32,18
X. catharticum 5,31 1,12 21,09
P. peltata 5,53 0,94 16,99
C. elegans 5,61 2,18 38,86
C. nubigenum 6,38 0,66 10,34
S. nigrum 6,41 2,28 35,56
K. pinnata 541 1,31 24,21
J. secunda 5,23 0,92 17,59
Ch. ambrosioides 5,32 1,02 19,17

4.3 Stanoveni MIC extraktu

4.3.1 Chemikalie

- Mueller-Hintoniv  bujon (MHB) (Oxoid, CZ); tween (Roth, GE); DMSO
(dimethylsulfoxid) (Penta, CZ); Tetracyklin T3258-5G (Sigma — Aldrich chemie, CZ);
denaturovany lih (70%, Penta, CZ); destilovana voda

4.3.2 Testované mikroorganismy

Bylo testovano 8 sbirkovych kmenti a jeden klinicky izolat:

- Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 278534, Candida albicans ATCC 10231, Streptococcus pyogenes CCM 4425,
Staphylococcus aureus Kklinicky izolat, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 33591
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4.3.3 Mikrodilu¢ni bujéonova metoda

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity byla zvolena mikrodilu¢ni bujénova metoda.
Ukolem bylo uréit minimalni inhibi¢éni koncentrace jednotlivych vzorki i antibiotika, které
byly testované na vybrané¢ druhy mikroorganismi. VSechny pomiicky byly pfed pouzitim

sterilovany v autoklavu (Tuttnauer, 3140 E), (15 min, 121 °C). K préci se pouzival MHB.

Bylo navazeno piiblizn¢ 3 mg vzorku do 1,5 ml zkumavky (eppendorf). Byl piidan
tween jakoZto rozpoustédlo, a to 0,5 % konecného objemu. Vzorky se daly na pét minut
na centrifugu (Minispin plus, eppendorf), aby se cely objem pfesunul na dno zkumavky a byl
1épe rozpustitelny. Vzorky byly nasledné umistény do ultrazvukové lazné (Bandelin, Sonorex
digitec), dokud se nerozpustily. Po n¢kolika netispésnych pokusech rozpustit vzorek cCislo 8
(tween/DMSO/kombinace) byl tento vzorek vyfazen z dalSiho testovani. Do vzorku ¢islo 6
bylo pifidano stejné mnozstvi DMSO jako tweenu, aby bylo mozné vzorek rozpustit.
Naslednym piidanim MHB byl vzorek nafedén na vychozi koncentraci (viz Tabulka 4).
Konecna koncentrace zavisela na schopnosti rozpustnosti vzorku. Nejvyssi testovana

koncentrace byla ur¢ena na zac¢atku a béhem testovani se jiz neménila.

Tabulka 4 Typ rozpoustédla a hodnoty nejvyssich testovanych koncentraci

nejvyssi testovana koncentrace

vzorek rozpoustédlo
(mg/ml)

P. guajava tween 0,512
E. schultzii tween 1,024
X catharticum tween 1,024
P. peltata tween 1,024
C. elegans tween 1,024
C. nubigenum tween + DMSO 2,048
S. nigrum tween 1,024

J. secunda tween 1,024
Ch. ambrosioides tween 1,024
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Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano (schéma viz Tabulka 5):

* 100 ul média do vSech jamek kromé fady A (zluta barva)

* 200 ul média do dvou jamek — pozitivni a negativni kontrola (oranzova barva)
* 200 pl vzorku (Cervena barva)

e 200 pl antibiotika (zelena barva)
Pomoci multikanalové pipety byla vytvorena fedici fada.

Tabulka 5§ Znazornéni rozmisténi jednotlivych latek v mikrotitracni desti¢ce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

R

T Q ™| W O Q| W >

zlutd: médium, oranzova: pozitivni a negativni kontrola, ¢ervena: vzorek, zelena: antibiotikum

Jeden den pred samotnym ockovanim bylo vytvofeno inokulum bakterii. Bakterie se
dale piipravovaly za pomoci denzilametru. Primarni koncentrace inokula byla 10® kolonii
tvoficich jednotku (KTJ) na ml. Bakteridlni suspenze byla dale nafedéna na 10° KTJ/ml, tento
roztok byl piidavan injekéni stiikackou po kapce (10 pl) do kazdé jamky mikrotitracni
desti¢ky. Kone&ny poéet mikroorganismi byl tedy 10> KTJ/ml.

Vzorky byly umistény do termostatu (37°C) a druhy den bylo provedeno vyhodnoceni
vysledka. Kazdé testovani se vzorky ptipravovaly znovu, mezi jednotlivym testovanim byly

extrakty ulozeny v chladnicce (4 °C).
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4.4 Stanoveni antioxidaéni aktivity

4.4.1 Chemikalie

- fosfatovy pufr: vyroben z K,HPO4 a KH,PO4 (Lachema — Lach — Ner, s.r.o., CZ),
upraven na pH=7; fluorescein (Sigma — Aldrich chemie, CZ); trolox (vitamin E; 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) (Sigma — Aldrich
chemie, CZ); AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid) (Sigma — Aldrich
chemie, CZ); DMSO (dimethylsulfoxid) (Penta, CZ); denaturovany lih (70%, Penta,

CZ); destilovana voda

4.4.2 ORAC metoda

Bylo navazeno cca 10 mg vzorku do 1,5 ml zkumavky (eppendorf), ktery byl
rozpustén v DMSO na konec¢nou koncentraci 10 mg/ml. Vzorky €. 3, 4, 5, 7, 9, 10 byly dale
naiedény na koncentraci 40 pg/ml (konecna koncentrace v mikrotitraCni desticce byla 5
ug/ml) a vzorky €. 1, 2, 6, 8 byly nafedény na koncentraci 20 pg/ml (kone¢na koncentrace
v mikrotitracni desticce byla 2,5 ug/ml) ve fosfatovém pufru, ktery ma simulovat prostredi

krve v lidském téle.

Byly pfipraveny standardy troloxu a to v koncentracich 64, 32, 16, 8 a 4 ug/ml.
Poslednim ze standardi byl blank (cyoiox = 0 pg/ml). Déle byl pfipraven zdsobni roztok
fluoresceinu (¢ = 0,00008 mg/ml).

Vse bylo napipetovano do ¢erné mikrotitracni desticky, kterd byla po dobu 10-ti minut

inkubovana pii1 37 °C (simulace télni teploty).

Mezitim byl pfipraven roztok AAPH (,,volné radikaly*) v konecné koncentraci
0,0414 g/ml, ktery byl ptidan po deseti minutach inkubace do desticky vSude, kromé jamek

s vodou. Ve vSech jamkach musi byt stejny konecny objem.
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Do mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano (schéma viz Tabulka 6):

* 200 pl vody — do krajnich jamek — aby nedochézelo ke zkreslovéani vysledki — neméti
se (modra barva)

* 150 pl fluoresceinu — do vSech jamek, kde neni voda

e 25 ul standardu trolox (zluta barva)

e 25 ul vzorku (Cervend barva)

e 25 ul AAPH — do vSech jamek, kde neni voda

Tabulka 6 Znazornéni rozmisténi jednotlivych latek v mikrotitracni destic¢ce

modra: voda, zluta: standard, Cervena: vzorky, zelena: cizi vzorky

Desticka se vlozila do readeru (Tecan microplate reader, Infinite M200) a probéhlo
méteni, trvajici dvé hodiny, pii teplot¢ 37 °C. Vysledky zreaderu byly zpracovany
v programu Excel.

Byly provedeny tii nezavislé testy vzdy ve dvou opakovanich. Vzorky byly mezi

jednotlivymi testy skladovany v mraznicce (-20 °C).
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5 Vysledky
5.1 Antimikrobialni aktivita

Vzorky byly vyhodnocovany na zaklad¢ viditeln€ narostlych ¢i nenarostlych bakterii.

Vysledky testovani jsou znazornény v Tabulce 7 a 8.

Tabulka 7 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (mg/ml) vzorkt a antibiotika — 1. ¢ast

vzorek/ATB EC LI SAL P
P. guajava >0,512 >0,512 >0,512 >0,512
E. schultzii > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
X. catharticum > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
P. peltata > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
C. elegans > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
C. nubigenum > 2,048 > 2,048 > 2,048 > 2,048
S. nigrum > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
J. secunda > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
Ch. ambrosioides > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024

Tetracyklin <0,00390625 <0,00390625  <0,00390625 <0,00390625

EC = E. coli, L1 = L. monocytogenes, SAL = S. Enteritidis, P = P. aeruginosa

Bakterie E. coli ATCC 25922, L. monocytogenes ATCC 7644, S. Enteritidis ATCC
13076 a P. aeruginosa ATCC 278534 byly testovany ve dvou opakovanich. V téchto testech

bylo zitejmé, Ze se MIC nebliZi ani pocatecni testované koncentraci vzorkd.
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Tabulka 8 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (mg/ml) vzorkt a antibiotika — 2. ¢ast

vzorek/ATB SP SA - 25923 SA - KI SA - 33591 CA
P. guajava >0,512 >0,512 >0,512 >0,512 >0,512
E. schultzii 0,256 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
X. catharticum > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
P. peltata > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
C. elegans > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
C. nubigenum > 2,048 > 2,048 > 2,048 > 2,048 > 2,048
S. nigrum > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
J. secunda > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024
Ch. ambrosioides > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024 > 1,024

Tetracyklin 0,000164 0,000328 0,0625 0,25 >0,5

SP = S. pyogenes, SA = S. aureus, K1 = klinicky izolat, C4A = C. albicans

Mikroorganismy S. aureus ATCC 33591, S. aureus klinicky izolat, S. pyogenes CCM
4425 a C. albicans ATCC 10231 byly testovany dvakrat ve dvou opakovanich. S. aureus
ATCC 25923 byl testovan pétkrat ve dvou opakovanich.

U C. albicans nebyla zjisténa minimalni inhibi¢ni koncentrace u zadného vzorku ani
u antibiotika, u kterého byla MIC vyssi nez testovana (0,5 mg/ml). U S. aureus ATCC 33591
a S. aureus klinického izolatu nebyla zjisténa MIC u Zadného ze vzorki, ale byla zjiSténa
minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika. Proti S. aureus ATCC 25923 prokazaly aktivitu
rostliny E. schultzii, X. catharticum, P. peltata, J. sekunda a Ch. ambrosioides v poCatecni
koncentraci, ale pouze ve vyrazné mensin¢ z deseti opakovani (2-3 pozitivni vysledky). Tato
koncentrace (u vSech vzorkl rovna 1,024 mg/ml) by mohla byt hrani¢ni minimalni inhibi¢ni
koncentraci. Pro S. aureus ATCC 25923 byla zjist¢tna MIC antibiotika, ktera je rovna
0,000328 mg/ml. Pro porovnani bylo na inhibici S. aureus klinického izolatu a S. aureus
ATCC 33591 potieba o dva az tii fady silnéjsi antibiotikum nez na inhibici S. aureus ATCC
25923. Rostlina Espeletia schultzii prokazala inhibici proti S. pyogenes v koncentraci 0,256
mg/ml, MIC antibiotika je rovna 0,000164 mg/ml.
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5.2 Antioxidacni aktivita

Standardy vytvoii kalibrac¢ni kiivku, ktera je zndzornéna na Obrazku 3. Hodnoty

relativni fluorescence standardii se smérodatnou odchylkou jsou zapsany v Tabulce 9.

120

= +23,676
100 y = 10,117x 23,676

R?*=0,977

intenzita relativni fluorencence

" 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
koncentrace (ug/ml)
Obrazek 3 Kalibra¢ni kiivka
Tabulka 9 Hodnoty relativni fluorescence standardu

trolox koncentrace (ug/ml) relativni fluorescence + SD
trolox 64 8 102,041 + 1,77
trolox 32 4 65,014 + 7,44
trolox 16 2 47,783 £ 3,05
trolox 8 1 36,569 +2,93
trolox 4 0,5 29,665 + 2,75

blank 0 18,553 £2,47

SD=smérodatna odchylka

Pribéh méteni antioxidacni aktivity je znazornén na Obrazku 4. Kazdou minutu bylo
provedeno méfeni vzorkl i1 standardd, které vytvoii spojnicovy graf. Vzorky se nasledné

prepocitaji na ekvivalent k vitaminu E (viz Tabulka 10).
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1.2 P guajava

e schultzii

@ X catharticum
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. elegans
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intenzita relativni fluorescence

doba méreni (min)

Obrazek 4 Pribéh méfeni antioxidacni aktivity vzorki

Tabulka 10 Ekvivalent troloxu ku vzorkim

vzorek ug TE/mg extraktu + SD

P. guajava 360,73 + 23,88
E. schultzii 540,61 = 4,87
X catharticum 198,49 + 7,70
P. peltata 298,27 £+ 8,56

C. elegans 743,64 + 28,56
C. nubigenum 692,66 + 3,73
S. nigrum 134,05 + 9,04
K. pinnata 334,81 + 2,64
J. secunda 146,58 + 8,93
Ch. ambrosioides 334,02 + 30,11

TE=ekvivalent troloxu, SD=smérodatna odchylka

Z testovanych vzorkdl vykazuje nejvys$i antioxidacni aktivitu Croton elegans

a Clinopodium nubigenum. Naopak nejniZsi antioxidacni aktivitu méa Solanum nigrum.
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6 Diskuze

6.1 Antimikrobialni aktivita

Jediny pozitivni vysledek antimikrobidlni aktivity v této praci prokazala Espeletia
schultzii (vzorek €. 2) proti S. pyogenes v koncentraci 0,256 mg/ml. Extrakt z této rostliny byl
v minulosti testovan i proti B. cereus a S. aureus, proti kterym taktéz prokazal antibakterialni
ucinnost (Rios a kol.,, 1999). V této praci byla nejvyssi testovana koncentrace vzorku
E. schultzii (1,024 mg/ml) nejspiSe hrani¢ni proti S. aureus ATCC 25923, protoze ucinnost
byla prokazana ve tiech z deseti opakovani. Tradi¢n¢€ se tato rostlina vyuzivd na chiipku,
nachlazeni a dychaci problémy jako nalev pfipraveny z listd (Jara, 2016, osobni sdéleni).
Pti téchto nemocech se S. pyogenes a S. aureus muzou vyskytovat v dychacich cestach
(Melter a Malmgren, 2014), (Adams a Moss, 2008). Pokud by se in vitro testy daly aplikovat
na in vivo podminky bez ohledu na pfitomnost synergickych a antagonistickych mechanismu
v lidském té€le, bylo by potfeba 55,7 g rostliny na alkoholovy extrakt pro 70 kg jedince (pocita
se s vytéznosti rostliny 32,18 %; Tabulka 3). Vytéznost tohoto extraktu by byla 17,9 g, coz je

pomeérn¢ vysoka davka a realné konzumni hodnoty by se mély pohybovat nize.

Ostatni rostliny prokazaly casteCnou aktivitu proti S. aureus ATCC 25923, ¢i zadnou
v testovanych koncentracich. Kloucek a kol. (2004) testoval antimikrobidlni aktivitu rostlin
dovezenych z Peru pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody v koncentracich od 0,25 mg/ml
do 16 mg/ml. Bylo testovano devét rostlin proti deviti mikroorganismim. Tti rostliny mély
MIC stejnou jako Espeletia schultzii v této praci (0,25 mg/ml), kazda proti jedné bakterii.
Ptiblizn€ v jedné tietin€ ptipadl vysla minimalni inhibi¢ni koncentrace 1 mg/ml, druha ttetina
méla MIC vrozmezi od 2 mg/ml do 16 mg/ml a posledni tfetina byly vzorky, které
nevykazovaly Zadnou aktivitu. V této praci byla nejvyssi testovana koncentrace 2,048 mg/ml
u jedné rostliny, 1,024 mg/ml u sedmi rostlin a 0,512 mg/ml u jedné rostliny. Je mozné, ze

kdyby se zvysily tyto koncentrace, bylo by nalezeno vice pozitivnich vysledka.
Pothomorphe peltata je 1éCiva bylina, jejiz listy se v Ekvadoru pouzivaji jako obklad
na hematomy a kieCové zily (Jara, 2016, osobni sdéleni). Ve tfech z deseti pfipadi byla

nalezena MIC proti S. aureus ATCC 25923, ktera je rovna 1,024 mg/ml.

Rostlina Xanthium catharticum se tradicné€ pouziva na zanét mocového méchyte a zanét
prostaty (Jara, 2016, osobni sdéleni). Zanét prostaty mize mit mnoho piicin, mezi které patii

také bakterie E. coli (Coker a Dierfeldt, 2016). Zanét moCového méchyie je nejCasteji
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zpusoben bakterii E. coli (Ulett a kol., 2013). Proti E. coli vSak nebyla prokazana t¢innost ani
v této praci ani podle Duke a kol. (2009). Dle pfedchoziho testovani byla prokdzana aktivita
proti mikroorganismim, které byly testovany i v této praci (S. aureus, C. albicans a
P. aeruginosa) a proti dalSim bakteriim (B. subtilis, B. cereus, S. epidermis, S. typhi a
Klebsiella pneumoniae) (Culanda a Marinoni, 1991), (Duke a kol., 2009). U dvou z deseti
testovani byla uréena minimalni inhibi¢ni koncentrace proti S. aureus ATCC 25923

(MIC = 1,024 mg/ml).

Extrakty z Justicia secunda nevykazuji antimikrobialni aktivitu ani v této praci ani
v dostupné literatufe, kde byla prokédzana neaktivita proti S. aureus ATCC 25923,
P. aeruginosa a E. feacalis (Carrington a kol., 2012). Avsak ve dvou z deseti opakovani v této
praci byla zméfena MIC = 1,024 mg/ml proti S. aureus ATCC 25923. Tradi¢né se tato
rostlina vyuzivd na onemocnéni diabetes mellitus a vysoky cholesterol ve form¢ nalevu
vyrobeného z listi (Jara, 2016, osobni sd€leni). Nebylo shledano, ze by tyto nemoci mohly

byt zplisobeny patogennimi mikroorganismy.

Listy Chenopodium ambrosioides slouzi v Ekvadoru jako 1€k ve formé jidla na
chudokrevnost a ztratu paméti (Jara, 2016, osobni sdéleni). Extrakt z této rostliny byl ve dvou
z deseti opakovani ucinny proti S. aureus ATCC 25923 (MIC = 1,024 mg/ml). Je mozné, ze

se jedna o hrani¢ni minimalni inhibi¢ni koncentraci.

Dle odborné literatury Psidium guajava v minulosti prokazala antimikrobialni aktivitu
proti E. coli a S. aureus. Avsak testovan byl benzofenonovy glykosid, izolovany z listl
(Ukwueze a kol., 2015), ktery jakozto ucinna latka ma samoziejmé siln€jsi ptisobeni oproti
sumarnimu extraktu z homogenizovaného rostlinného materialu, ktery byl pouzity v této
praci. Dale byla prokazana aktivita proti S. mutans (Vieira a kol., 2014), ktery vSak nebyl
v této praci testovan. Dle tradi¢niho vyuziti se pouziva na stfevni potize (vétSinou prijmy)
(Jara, 2016, osobni sd€leni), které muze zplUsobovat pravé E. coli. DalSimi testovanymi
bakteriemi zpusobujici infekéni prijem jsou S. Enteritidis a L. monocytogenes (Adams a
Moss, 2008), proti kterym extrakt v testovanych koncentracich neprokazal zadnou aktivitu,
ani nebyla nalezena zadna informace o uspésném Ci netspéSném testovani Psidium guajava
proti t¢émto dvéma bakteriim.

U rostliny Croton elegans nebyla prokazana antimikrobidlni aktivita proti zadnému
z testovanych mikroorganismii, ani nebyly nalezeny zadné studie tykajici se vyzkumu

antimikrobialni aktivity na zadklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji. Tradi¢né se tato

rostlina vyuziva na kozni nemoci v panevni dutin¢ (Jara, 2016, osobni sdéleni), které¢ miizou
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byt zplisobeny napi. E. coli (Adams a Moss, 2008), C. albicans a P. aeruginosa (Schindler,
2014).

Z dostupnych zdroji bylo zjisténo uUspésné testovani silic ziskanych z Clinopodium
nubigenum proti C. albicans (Gilardoni a kol., 2011b). Nalev zlisth této rostliny se
v Ekvadoru tradicné vyuziva na lécbu chfipky, nachlazeni a dychacich problémit co se
mikrobiologickych onemocnéni tyka. Dale se pouziva 1 na vySkovou nemoc (Jara, 2016,

osobni sdéleni), kde nebyla shledana souvislost s antimikrobidlnim vyuzitim.

Nalev ¢i koupel ze Solanum nigrum se tradicné vyuzivd na kozni nemoci v panevni
duting (Jara, 2016, osobni sdéleni). Mehjabeen a kol. (2011) zjistili antimikrobidlni aktivitu
proti E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans, Citrobacter spp., Shigella flexenari,
Yersinia aldovae, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus parasiticus, Trichophyton rubrum a
Fusarium. Patogeny S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans, které byly zaroven testovany v této

praci, mohou zpusobit kozni zdnéty (Adams a Moss, 2008), (Schindler, 2014).

Kalanchoe pinnata byla vyfazena z antimikrobidlniho testovani z dGvodu Spatné
rozpustnosti extraktu. Tradicné se vyuziva nélev, Stdva nebo obklad z listli na kozni nemoci
v panevni dutiné a na anginu (Jara, 2016, osobni sdéleni). V predeslych testech byla
prokdzéna aktivita methanolového extraktu proti S. aureus, C. albicans a S. typhi s MIC

od 0,032 do 0,512 mg/ml (Tatsimo a kol., 2012).

Jednim z dvodi, pro¢ se neprokazala u¢innost téchto rostlin, miize byt homogenizace
rostlinného materialu. Nékteré z nich totiz obsahovaly vice rostlinnych ¢asti (kofeny, stonky,
listy), ale ve skuteCnosti je pouzivana pouze ncktera cast rostliny (viz Tabulka 1). Blizsi
informace o rostlinach byly k dispozici bohuzel az po zpracovani rostlinného materialu. Dalsi

chyby mohly vzniknout neovlivnitelnymi odchylkami pfesnosti pouzitych pfistroja.

6.2 Antioxidac¢ni aktivita

Na zéklad¢ osobnich schopnosti a dostupnych zdroji nebyla nalezena zddna informace
k vyzkumu antioxidacni aktivity Croton elegans, avSsak 1 mg testovaného extraktu je
ekvivalentem 743,64 ug troloxu a jedna se o nejsiln€jsi antioxidacni aktivitu v této praci.
Tradicné se tato rostlina pouziva na kozni nemoci v panevni dutiné (Jara, 2016, osobni

sdéleni).
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Rostlina Clinopodium nubigenum vykazovala druhou nejsiln€j$i antioxidacni aktivitu
v této praci (1 mg extraktu je ekvivalentni ku 692,66 pg troloxu). K této rostliné a vyzkumu
antioxida¢ni aktivity taktéz nebyly nalezeny zaddné odborné c¢lanky. Tradicné se rostlina
vyuziva na vyskovou nemoc, chiipku, nachlazeni a dychaci problémy (Jara, 2016, osobni
sd€leni). Antioxidanty mohou zlepSovat rtizné funkce imunitniho systému, ktery zajistuje
vyznamnou ochranu pfi infekcich zpiisobenych bakteriemi, viry nebo parazity (Puertollano a

kol., 2011).

Vysokou antioxidacni aktivitu v ramci této prace také prokazala Espeletia schulztii.
Byla naméiena ekvivalentni hodnota 1 mg extraktu ku 540,61 ug troloxu. Rostlina se tradi¢né

vyuziva na chiipku, nachlazeni a dychaci problémy (Jara, 2016, osobni sdéleni).

Listy Psidium guajava se tradicné pouzivaji jako nalev na zmirnéni ptiznakl
onemocnéni diabetes mellitus (Jara, 2016, osobni sd¢leni), které milize souviset se
vznikem oxida¢niho stresu (Maxwell a kol., 1997), (Sachdev a kol., 1999). Avsak
Ministerstvo zemédélstvi v Americe uvedlo, ze prevence a 1écba chronickych onemocnéni
typu rakoviny, kardiovaskularnich onemocnéni, Alzheimerovy choroby nebo diabetes
mellitus by neméla byt pfipisovana antioxidacnimu pusobeni, jelikoz jesté nejsou zcela
objasnéné mechanismy uc¢inku antioxidantl v zivych organismech a antioxida¢ni aktivita je
Casto jen vyuzivana vyrobnimi spole¢nostmi pro propagaci a podporu prodeje jejich produktt
(USDA National Nutrient Database, 2016). Homogenizovany extrakt smési kotfent, stonka a
listh vazici 1 mg mél antioxidacni aktivitu ekvivalentni ku 360,74 pg troloxu. Plody této
rostliny se v Ekvadoru tradi¢né vyuzivaji, nejspiSe pro svij vysoky obsah vitaminu C

(100-300 mg/100g) (Valicek, 2002), na kurd¢je.

Kaempferol rhamnosid, izolovany z Kalanchoe pinnata, je jednou z latek, které
v minulosti prokazaly antioxida¢ni ucinky (Tatsimo a kol., 2012). V této praci ma 1 mg
rostlinného extraktu ekvivalent ku 334,81 pg troloxu. Rostlina se tradi¢né vyuziva pfi anginé

¢i koznich nemocech v panevni dutin€ (Jara, 2016, osobni sd¢leni).

U Chenopodium ambrosioides byla naméfena antioxidacni aktivita, ktera se rovna
ekvivalentu 1 mg extraktu ku 334,02 ug troloxu. V odborné literatuie bylo uvedeno, Ze tato
rostlina obsahuje pét bioaktivnich latek vykazujicich antioxidacni aktivitu. Mimo jiné také
obsahuje flavonoidy (Song a kol., 2015). Rostlina se tradi¢né vyuZziva na chudokrevnost a

ztratu paméti (Jara, 2016, osobni sdéleni).
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Hlavni sekundarni metabolit (4-nerolidylkatechol B-glykosid) Pothomorphe peltata
v minulosti prokazal silnou antioxidac¢ni aktivitu (Lopes a kol., 2013). V této praci je 1 mg
extraktu ekvivalentni ku 298,27 ug troloxu. Tradi¢né se vyuziva obklad z listi na hematomy a
kiecové zily (Jara, 2016, osobni sdéleni). U nékolika rostlinnych vytazkia (Aesculus
hippocastanum, Ruscus aculeatus, Centella asiatica, Hamamelis virginiana) bylo prokazano
zlepseni mikrocirkulace kapilarniho toku a posileni pojivové tkané, coz prispiva k 1écbe

kiecovych zil a hemerodidi (MacKay, 2001).

Xanthium catharticum vykazuje pomérné slabou antioxidacni aktivitu v porovnani
s ostatnimi vzorky (1 mg extraktu je ekvivalentni s 168,49 pg troloxu). Tradi¢né vyuziva

nalev z celé rostliny na zanét mocového mechyte a prostaty (Jara, 2016, osobni sdéleni).

cvwr

ekvivalentni ku 146,58 pg troloxu). Dle ptedchozich zdznama tato rostlina obsahuje
flavonoidy, které jsou znamy svoji vysokou antioxida¢ni aktivitou (Koffi a kol., 2013).

Tradi¢né se vyuziva na diabetes mellitus a vysoky cholesterol (Jara, 2016, osobni sd€leni).

Nejnizsi antioxidacni aktivitu v této praci prokazala rostlina Solanum nigrum (1 mg
extraktu je ekvivalentni ku 134,05 pg troloxu). Nebyla nalezena zadna data k vyzkumu
antioxidacni aktivity Solanum nigrum. TradiCn€ se vyuzivaji listy této rostliny jako nalev

nebo koupel na kozni nemoci v panevni dutin¢ (Jara, 2016, osobni sd€leni).

Tauchen a kol. (2015) méfili antioxidacni aktivitu osmnacti Etiopskych 1éCivych rostlin.
Nejvyssi antioxidacni aktivitu prokazala Rubus steudneri Schweinf. (1206,5 = 72,8 ug TE/mg

cvwr

Mogq. (37.8 £ 1.9 ug TE/mg extraktu).

Ministerstvo zemédélstvi v Americe upozoriiuje, ze informace o antioxidacni aktivité
zjisténych in vitro nelze aplikovat na in vivo ucinky v lidském organismu. Antioxidacni
molekuly maji Sirokou skalu funkci, z nichZ mnohé nesouvisi se schopnosti absorbovat volné

radikaly (USDA National Nutrient Database, 2016).
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7 Zavér

* Jedinym prokazatelnym pozitivnim vysledkem pii testovani antimikrobidlni aktivity
bylo nalezeni minimalni inhibi¢ni koncentrace Espeletia schultzii Wedd. proti
Streptococcus pyogenes (MIC = 0,256 mg/ml). Aby Clovek, ktery vazi 70 kg, zahnal
infekci zplisobenou touto bakterii, musel by pozfit 17,9 g extraktu. Pokud by se
neptedpokladal synergicky ucinek v lidském organismu, ktery by snizil minimalni

inhibi¢ni koncentraci, je tato davka relativné vysoka.

* Do budoucna by se m¢la testovat antimikrobialni aktivita Kalanchoe pinnata Pers.

V této praci se rostlina netestovala z divodu Spatné rozpustnosti extraktu.

e Dalsi vyzkumny postup by mohl smeétfovat k rozdéleni extrakti na kapalinové
chromatografii na frakce, jejich identifikace a testovani frakci na antimikrobidlni

aktivitu.

* (o se tycCe testovani antioxidacni aktivity, tak by mohly byt pro srovnani provedeny
dalsi testy, naptiklad metodou pouzivajici DPPH. Nejvyssi antioxidacni aktivitu
prokazaly rostliny Croton elegans Kunth (743,64 + 28,56 png TE/mg extraktu) a
Clinopodium nubigenum Kuntze (692,66 + 3,73 ng TE/mg extraktu), u kterych nebyly

nalezeny zadné zaznamy souvisejici s antioxidacni aktivitou.

e Zavérem lze fici, ze zin vitro studii nelze pfimo potvrdit antimikrobialni a

antioxidacni aktivitu, je tieba dalSich vyzkum.
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