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Antibakterialni aktivita konopnych extraktii v riizném
stadiu zralosti

Souhrn

PredloZzena diplomova prace byla zaméfena na studium antibakteridlni aktivity konopnych
extraktd v rizném stadiu zralosti (1-13 tydnu staii rostliny). Konkrétné se zabyvala aktivitou
proti patogenni bakterii Staphylococcus aureus. Teoreticka ¢ast prace je zaméfena
na problematiku S. aureus, jakozto jednoho z nejvyznamnéjsich patogenti se schopnosti
rezistence proti antibiotické 1é¢bé. Dale se prace zabyvala také rostlinou Cannabis sativa L.
a jejimi ucinky na lidské zdravi, pfedevsim uc¢inky antimikrobidlnimi. V této praci, byl také
zduraznén celkovy vyznam konopi ve vyzivé Clovéka jakozto zdroje esencialnich mastnych
kyselin, bilkovin ¢i vladkniny. Prakticka ¢ast prace byla provadéna pomoci standardizované
mikrodiluéni metody, kdy byla stanovovana minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
13 extraktii. Hodnoty této koncentrace byly stanoveny jako modus nejnizSich zaznamenanych
koncentraci konopnych extrakti vedoucich k 80% ubytku ristu bakterie S. aureus oproti
kontrole. Testovany byly extrakty konopi setého v rizném stadiu zralosti, a to konkrétné
Vv pribehu 13 tydnii. Obsah kanabinoida vSech extrakta byl identifikovan pomoci vysoce ucinné
kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC-DAD), se zaméfenim
na kanabinoidy CBD, CBG, CBL, CBN a THC. Testovani probihalo s bakteriemi, které byly
zastoupeny meticilin-senzitivnim ATCC 29213 a meticilin-rezistentnim ATCC 43300 druhem.
Stanovené hodnoty MIC proti témto patogeniim se pohybovaly v rozmezi hodnot od 16 pg/ml
do 256 pg/ml. Nejniz8§i hodnota byla naméfena u obou kmenid v sedmém tydnu sklizné.
Hodnoty nevykazaly zadny vyznamny rozdil mezi druhy meticilin-senzitivnimi a meticilin-
rezistentnimi. Lze konstatovat, Ze extrakty s obsahem kanabinoidi maji antibakterialni ucinky
proti grampozitivnimu patogenu S. aureus jak meticilin-senzitivniho, tak meticilin-
rezistentniho. U obou kment byla nejniz8i hodnota MIC naméfena v sedmém tydnu zralosti

rostliny, to je tedy obdobi optimalni sklizné pfi vyuZiti konopi pro antibakterialni ucely.

Klicova slova: konopi, kanabinoidy, inhibice, bakterie, infekce



Antibacterial activity of hemp extracts in various
harvesting periods

Summary

The presented thesis is focused on the study of antibacterial activity of cannabis extracts
at various stages of maturity (1-13 weeks). Specifically, it deals with the activity against
the pathogenic bacterium Staphylococcus aureus. The theoretical part of the thesis deals with
S. aureus as one of the most important pathogens with the ability to resist antibiotic treatment.
The thesis also deals with the plant Cannabis sativa L. and its effects on human health,
especially antimicrobial effects. In this work, the overall importance of cannabis in human
nutrition, for example as a source of essential fatty acids, protein or fibre, is also highlighted.
The practical part of the work was done by using a standardized microdilution method, where
the minimum inhibitory concentration (MIC) of 13 extracts was determined. The values of this
concentration were determined as the modus of the lowest recorded concentrations of cannabis
extracts leading to an 80% reduction in the growth of S. aureus compared to the control.
The cannabis extracts were tested at different stages of maturity, specifically over a 13-week
period. The cannabinoid content of all extracts was identified by high performance liquid
chromatography with diode array detector (HPLC-DAD), focusing on the cannabinoids CBD,
CBG, CBL, CBN and THC. Testing was performed with bacteria represented by methicillin-
sensitive ATCC 29213 and methicillin-resistant ATCC 43300 species. The MICs determined
against these pathogens ranged from 16 ug/ml to 256 pg/ml. The lowest value was measured
for both strains in the seventh week of harvest. The values showed no significant difference
between methicillin-susceptible and methicillin-resistant species. It can be concluded that
extracts containing cannabinoids have antibacterial effects against both methicillin-sensitive
and methicillin-resistant Gram-positive pathogen S. aureus. For both strains, the lowest MIC
value was measured in the seventh week of plant maturity, which is the optimal harvest period

for the use of cannabis for antibacterial purposes.

Keywords: cannabis, cannabinoids, inhibition, bacteria, infection
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1 Uvod

Antibiotika maji v 16¢bé bakterialnich onemocnéni dlouhou tradici. Celosvétovy problém
vSak zplsobuje jejich velké naduzivani, které pfispiva k Siteni bakteridlni rezistence.
V poslednich letech se rezistentni infekce staly hrozbou pro zdravi spolec¢nosti a také globalni
zdravotni vyzvou (Anes et al. 2015). Tento problém je tfeba feSit, jelikoz rezistence
Kk antibiotikim znamena zasadni komplikaci v 1é¢bé celé fady bakterialnich onemocnéni,
pfi¢emz v nékterych piipadech mohou infekce rezistentnimi mikroorganismy koncit az smrti.
Pro redukci naduzivani antibiotik v oblasti zemédé€lstvi vyslo v roce 2006 v platnost nafizeni
zakazujici pouzivani antibiotik jako stimulatorti rGstu ve vyzivé hospodatskych zvitrat
(EU 2003).

Absolutni vylou€eni antibiotik z 1é€by mozné neni, nicméné je snahou celé fady
vyzkumnych tymi nalézt alternativy, tedy latky s antibakteridlnimi ucinky, které mohou
pouzivani antibiotik redukovat. Velky prostor pro uplatnéni maji latky ptirodniho charakteru,
jelikoz cela fada z nich vykazuje antibakterialni G¢inky. Praktické vyuziti téchto latek, ptipadné
jejich kombinace, mohou pomoci redukovat kontaminaci ekosystému antibiotiky.

Velmi slibnou variantou v této oblasti se zdaji byt extrakty konopi setého (Cannabis
sativa L.). Zlatek v nich obsazenych, majicich antibakterialni G¢inky lze uvést napiiklad
kanabinoidy, jejichz pfirozenym zdrojem je pravé rostlina konopi, ze kterého se tyto latky
ziskavaji riznymi metodami extrakce. Tyto metody jsou v této praci stru¢né popsany. Konopi
je pro své antimikrobidlni a 1é€ivé ucinky znamo jiz nékolik stoleti a jeho potencial vyuziti
Vv oblasti mediciny je velky. Bylo navrzeno nékolik moZnosti antibakterialnich mechanismu
ucinku, obecné vsak lze fici, ze sekundarni metabolity rostlin maji vlastnosti, které mohou
poskodit bakterialni membrany tim, Ze inhibuji tvorbu biofilmu nebo supresi faktord virulence,
jako jsou enzymy a toxiny (Frassinetti et al. 2020).

Piinos této rostliny pro zdravi ¢lovéka neni ddn pouze jejimi antimikrobidlnimi
vlastnostmi, ale také velmi zajimavym nutriénim sloZenim, zejména u semen. Semena konopi
jsou bohatym zdrojem mastnych kyselin, fenolickych sloucenin, nebo vlakniny, ktera je
schopna zvysit sytost, kontrolovat obezitu a pfedchazet dalsim onemocnénim (Farinon et al.
2020; Tucker 2017).

Prakticka cast této diplomové prace je vénovana stanoveni antimikrobialni aktivity
konopnych extraktti v rizném stadiu zralosti vii¢i bakterii rodu Staphylococcus, konkrétné proti
Staphylococcus aureus. Bakterie rodu Staphylococcus jsou béznou soucasti mikrobioty ktize
a sliznic €loveka. Jsou to také plivodci zavaznych infekei jak u lidi, tak u zvifat. Infekce zahrnuji
infekce kize, mekkych tkéni ¢i letdlni pneumonii. Vysledky téchto stanoveni mohou poslouzit
jako podklad pro dal$i vyzkum v této oblasti zamétujici se na studium antibakterialni aktivity
latek prirodniho charakteru.



2 Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Hypotéza

Extrakty z rostliny konopi setého (Cannabis sativa L.) vykazuji antibakterialni aktivitu,
ktera souvisi s tydnem sklizné.

2.2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo wvytvofit literarni reSerSi na téma pusobeni
antiseptickych latek pfirodniho charakteru, konkrétné extraktti konopi setého (Cannabis sativa
L.) vii¢i bakterialnim piivodctiim infekci ¢lovéka. Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace
bylo stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace danych extrakti Cannabis sativa L. v rizné fazi
zralosti.



3 Literarni reSersSe

3.1 Mikrobiota kize

Jednim z nejvétsich organi lidského téla je lidska klize, ktera plni fadu funkci. Jedna
se 0 komplexni a dynamicky ekosystém, ktery je obyvan bakteriemi, archei, houbami a viry.
Tyto mikroby souhrnné€ oznacujeme jako koZzni mikrobiotu. S ohledem na pocet mikrobidlnich
bunék, které se na pokozce nachazi, je lidskd klize na Ctvrtém misté¢ v hodnoceni nejvice
kolonizovanych mist lidského téla (Wilson 2008). Tato mikrobiota muize potencialné
zpusobovat fadu koznich onemocnéni (napf. akné, atopickd dermatitida apod.), ale mnoha
zpusoby pfispivd k ochrannym funkcim lidské kiize, jelikoz funguje jako mechanicka
a biologicka bariéra proti chemickym, fyzikalnim a patogennim hrozbam.

Mikroby jsou v lidském téle pritomny béhem celého Zivota, Casto byvaji oznacovany jako
puvodci nemoci, postupné si ale spolec¢nost zacind uvédomovat, ze jsou pro nasi existenci
nepostradatelné (Finlay & Finlay 2020). Celé lidské télo je pokryto velkym mnoZzstvim
mikroorganismt. Mikroorganismy komunikuji s imunitnim systémem organismu a informuji
jej o stavu povrchu klize, a ten pak reaguje a vhodné odpovida a chrani nas pred patogeny
(Finlay & Finlay 2020).

Anatomicky je klize sloZzend ze dvou rliznych c¢asti, a to Casti zvané epidermis, ktera je
slozena prevazné z keratinocytli a dermis, coz je sit’ kolagenovych a elastinovych vlaken,
bohatych na fibroblasty, které poskytuji pleti pevnost a elasticitu. Dalsi soucasti kiize jako jsou
vlasy, folikuly, mazové zlazy a potni zlazy jsou umistény v dermis. Oblasti kiize se velmi lisi
hustotou a rozmanitosti z14z a vlasovych folikul a tim 1 prostiedi pro rist bakterii, které jak
fyzikaln¢, tak chemicky ovliviiuji rust bakterii. Naptiklad druhy Cutibacterium (diive
Propionibacterium) (Scholz & Kilian 2016) a druhy Staphylococcus dominuji mazovym
oblastem (jako je obli¢ej a trup), zatimco Corynebacterium, Staphylococcus a B-Proteobacteria
se nachazeji ve vlhkych oblastech (jako jsou podpazi, lokty a kolena) (Grice et al. 2009). Pti¢ny
prifez kizi zobrazuje Obrazek 1.

Proces hromadéni kozni mikrobioty na lidském téle zapo€ina béhem porodu, kde
kolonizace kize zavisi na zptisobu porodu. Novorozenci narozeni vaginalné ziskavaji bakterie,
kolonizujici pochvu, kdeZto novorozenci narozeni cisaiskym fezem, ziskavaji mikroorganismy
vice spojené s kuizi (Mueller et al. 2015).
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Obrazek 1 Pricny prurez kuzi s mikroorganismy a koznimi derivaty (Grice & Segre 2011)

Nejvétsi restrukturalizace mikroflory probihd zejména béhem puberty, v obdobi, kdy
zvysené hladiny hormont stimuluji mazové zlazy k produkci mazu, dochézi zde tedy k podpote
expanze lipofilnich mikroorganismti zastoupenych rody Propiniobacterium  spp.
a Corynebacterium spp. Naopak je snizovana Cetnost Firmicutes (druht Staphylococcus
a Streptococcus) (Oh et. Al 2012). V dospélosti jiz zstava mikrobialni slozeni v pribéhu casu
stabilni (Oh et al. 2016), coz naznacuje, Ze mezi mikroby a hostitelem existuji vzajemné
prospésné interakce.

V sekvenacnich priazkumech zdravych dospé€lych jedincti (Oh et al. 2014; Grice & Segre
2011) bylo zjisténo, ze sloZeni ptirozené kozni mikrobioty je primarné zavislé na dané kozni
lokalité. Tyto prizkumy se zabyvaly také zménami v poméru zastoupenych bakteridlnich
taxond ve vlhkém, suchém ¢i mazovém mikroprostedi. V oblastech vylsténi mazovych Zlaz
dominuji lipofilni druhy Propionibacterium, zatimco druhy Staphylococcus a Corynebacterium
jsou piednostnéji vyskytovany v oblastech s vyssi vlhkosti, véetné ohybti lokt a nohou. Slozeni
spoleCenstev hub bylo na rozdil od bakterialnich podobné na riznych mistech téla bez ohledu
na fyziologii (Oh et al. 2014).

Slozeni mikrobioty lidského téla se muize vyrazné¢ meénit béhem zanétu. Naptiklad

patogen S. aureus, ktery kazi kolonizuje je ¢asto asymptomaticky, zatimco S. epidermidis mutize
onemocnéni podporovat (Ramsey et al. 2016; Otto 2009).

11



Kuze funguje jako bariéra, omezujici invazi a rlst patogennich bakterii. Mezi koZni
antimikrobidlni obranné mechanismy patii jeji nizky obsah vlhkosti, produkce lysozymu,
kyselost (pH 5). VétSina oblasti ktize je suchd, coz vytvafi velmi neptiznivé prostiedi pro
rozmnozovani bakterii. Kiize je chladnéjs$i, neZ je bézna télesna teplota a také mirné kysela, coz
znesnadnuje podminky pro mikroorganismy, jelikoZ vétSina bakterii roste nejlépe pii neutralni
pH a teploté okolo 37 °C (Chiller et al. 2001). Dalsim obrannym mechanismem je odlupovani
mrtvych keratinocytt, které fyzicky odstranuji kolonie bakterii.

3.2 Staphylococcus spp.

Prvnimi badateli, ktefi popsali hroznovité bakterie v hnisu byli v osmdesatych letech
19. stoleti skotsky chirurg Alexander Ogston (1880) a ptirodovédec Louis Pasteur (1880).
Ogston v roce 1882 poprvé pouzil oznaéeni ,,staphylococcus — hrozni¢kovité koky. Némecky
1ékai Anton Julius Friedrich Rosenbach (1884) popsal druh S. aureus.

Rod Staphylococcus patii mezi grampozitivni nepohyblivé a nesporulujici kulovité
bakterie (Genc et al. 2008). Jednotlivé koky maji velikost v priméru 0, 5—1 um. Tvar shluki
pfipominajici hrozny (staphylé v fectiné¢ znamena hrozny), je typickym uspotfadanim pro tuto
skupinu mikroorganismii. Mohou se ale také objevit samostatné, v parech, tetradach ¢i kratkych
fetézcich (Benes 2009). Jsou fakultativné anaerobni, mohou se ovSem objevit i vyjimky (Votava
et al. 2003). Tento rod pomérné dobie odolava nepiiznivym vliviim vnéjsiho prostiedi, rostou
1 pfi halofilnim prostiedi, jsou odolni i vysychani. Tyto vlastnosti mohou byt projevem adaptace
na zaschly pot (Murray et al. 2003).

Zastupci rodu Staphylococcus mohou byt pivodci zavaznych infekci jak u lidi,
tak i u zvitat. Tento rod ¢itd kolem 53 druhti a poddruhii (Petras 2010). Cely rod je mozné
rozdé€lit na dv€ hlavni skupiny, dle schopnosti enzymu koaguldzy, koagulovat plazmu. Prvni
skupina je koagulaza-pozitivni stafylokoky, druha skupina negativni (Votava 2003; Bene§
2009).

Zastupce S. aureus, S. lugdunensis nebo S. intermedius jsou fazeni mezi koagulaza-
pozitivni stafylokoky. Hlavnim a nej¢astéjsim patogenem ¢lovéka z této skupiny je S. aureus.

Mezi koagulaza-negativni  stafylokoky patii S. epidermidis, S. hominis
¢i S. saprophyticus. Jedna se o komenzalni bakterie, Které tvofi podstatnou cast bézného
mikrobiomu kiiZe a sliznic ¢lovéka. Lze je také nalézt v potravinach ¢i jiném prostiedi.

3.2.1 Staphylococcus aureus

S. aureus muze vyvolat fadu infekénich onemocnéni, jako jsou napftiklad infekce kiize,
meékkych tkani, endokarditida, osteomyelitida a pneumonie. Jedna se 0 zcela béznou bakterii,
kterd se casto zcela neSkodné zdrzuje na kizi nebo v nosni dutin€ zdravého clovéka.
Pti poruseni klize ¢i oslabeni imunitniho systému vsak miize S. aureus zpisobovat mensi kozni
infekce az dokonce Zivot ohrozujici stavy. Builky S. aureus mohou kontaminovat i nezivé
prostiedi, je znamo, Ze na nezivych povrsich jsou buiky schopné piezivat tydny, dokonce
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mésice (Wagenvoort et al. 2000). Pfiblizn€ 20 % lidské populace patii mezi dlouhodobé nosice
S. aureus, vétSina z nich nevykazuje zadné klinické ptiznaky (Humpreys 2012).

S. aureus je vyznamnym kolonizatorem klize, nosnich dutin, déle je také mozné jej nalézt
Vv gastrointestinalnim traktu a hltanu (Wertheim et al. 2005).

S. aureus je fazen do rodu Staphylococcus, ¢eled’ Staphylococcaceae, tiida Bacilli, kmen
Firmicutes. Na Gramovo barveni je pozitivni, velikost jeho ¢astic je ~0,8 um v priméru. Jeho
usporadani pod mikroskopem je obrazec ptipominajici fetézec hroznd. Jedna se o fakultativné
anaerobni bakterii, fadi se mezi termofilni bakterie tzn., Ze jeho optimalni teplota pro
rozmnozovani a rust je 37 °C, idealni hodnota pH je 7,4 (Gardete & Tomasz 2014; Edwards
& Massey 2011). S. aureus netvoii ani spory ani biciky, ale vytvafi pouzdra. Zaroven muze
produkovat zlatozluty pigment a je schopny rozkladat manitol (Tayeb-Fligelman et al. 2017).

S. aureus je pfedev§im jednim z hlavnich nemocni¢nich a komunitnich infekci a miize
zpusobovat mnoho infek¢nich onemocnéni, jako je naptiklad infekce kiize, mekkych tkani,
endokarditida, osteomyelitida, bakteriémie a letalni pneumonie (Humphreys 2012). Poprvé byl
S. aureus objeven v roce 1880 chirurgem Alexanderem Ogstonem ve skotském Aberdeenu
U pacienti s viedy.

Dle citlivosti na antibiotika lze S. aureus rozdélit na methicilin-senzitivni S. aureus
(MSSA) a methicilin-rezistentni S. aureus (MRSA). V dusledku evoluce bakterii, a pfedev$im
diky naduzivani antibiotik se zacCaly rezistence S. aureus postupné zvySovat, mira infekce
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nebo ziskaly rezistenci vii¢i vice antibiotiktim, véetné vankomycinu (Tenover et al. 2004).

3.2.2 Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus saprophyticus je gram-pozitivni, koaguldaza-negativni nehemolyticky
kok, ktery je Castou ptic¢inou predevsim infekci mocovych cest, mén¢ Casto je pak zodpoveédny
za komplikace véetné akutni pyelonefritidy, uretritidy, epididymitidy a prostatitidy (Argemi
etal. 2019). Je soucasti bézn¢ se vyskytujici lidské mikrobioty, kterd kolonizuje perineum,
kone¢nik, mocovou trubici, délozni hrdlo a gastrointestinalni trakt. S. saprophyticus je po
Escherichia Coli druhym nej¢astéjsim piivodcem infekce mocovych cest. U zen ve véku 16 az
25 let zptisobuje az 42 % vsech infekci (Ehlers & Merrill 2019).

S. saprophyticus je obvykle citlivy na antibiotika bézné predepisovana pacientim
s infekci mocového méchyte, s vyjimkou kyseliny nalidixové. Bylo pozorovéano, Ze vyznamné
vice pacientt infikovanych S. saprophyticus trpi dysurii, ¢astym moc¢enim a bolesti zad nez
pacienti infikovani E. coli (Jelldehen et al. 1996).
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3.2.3 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je zastupcem bézné se vyskytujiciho mikroorganismu lidské
epitelidlni mikroflory, jednd se o jeden =z nejcastéjSich nozokomidlnich patogeni.
Nozokomidlni ndkazy jsou onemocnéni exogenniho ¢i endogenniho ptvodu, které vznikaji
v souvislosti s hospitalizaci pacientli ve zdravotnickém zafizeni. Nejcastéj$i nozokomialni
nakazy jsou infekce respiracniho traktu, infekce mocovych cest, krevniho fecisté (sepse) a ranné
chirurgické infekce (bezpecnost personalu).

Ackoli S. epidermidis byl diive povazovan za neskodny komenzalni mikroorganismus na
lidské kazi, nyni je dalezitym oportunnim patogenem. Spolu se S. aureus se fadi mezi
nejvyznamnéjsi pivodce nozokomialnich infekei. Ackoli infekce zplisobené S. epidermidis se
vyskytuji jen zfidka v zivot ohrozujicich onemocnénich, je jejich Cetnost velmi vysoka a jsou
obtizn¢ I1é¢itelné (Otto 2009).

S. epidermidis je nejcastéjSim druhem izolovanym z lidského epitelu. Lze ho nalézt
Vv podpazi, na hlavé a také na chodidlech. Diky analyze genomu bylo zjisténo, Ze tento druh je
vybaven geny, které mu poskytuji ochranu pied tézkymi podminkami (Zhang et al. 2003).
Naptiklad pro zvladani extrémnich koncentraci soli a osmotického tlaku. Patii mezi koagulaza-
negativni bakterie, tudiZ na rozdil od S. aureus neobsahuje enzym koagulazu.

S. epidermidis je puvodce infekci pochazejicich ze zdravotnickych pomucek jako jsou
intravendzni katetry. Tyto infekce zptisobuji bakterie, které se vyskytuji pfimo na klizi pacienta,
nebo zdravotnického personalu. U tohoto mikroorganismu jsou pfitomny specifické geny
rezistence vici antibiotickym latkam. S. epidermidis je rezistentni k meticilinu, ktery patii mezi
antibiotika pouZzivana proti stafylokokovym infekcim, a to dokonce vice, nez S. aureus (40-60
%) (Diekema et al. 2001). Kromé¢ rezistence k meticilinu, ziskaly kmeny S. epidermidis také
rezistenci k n¢kolika dal$im antibiotikiim, v¢etné rifamycinu, fluorochinolont, tetracyklinu
a sulfonamidiim (Rogers et al. 2009).

VétSina gent rezistence k antibiotikim je kodovana v plazmidech. Navzdory rozsifené
rezistenci k meticilinu a dal$im antibiotikiim je 80 % katétrd infikovanych S. epidermidis stale
1éc¢itelnych antibiotiky, jako je vankomycin, bez nutnosti odstranéni katétru (Raad et al. 2007).
Nadmérné uzivani antibiotik odrazi ¢etnost vyskytu rezistence S. epidermidis na antibiotika.
Dilezité je vSak zminit, ze vSudypiitomnost tohoto mikroorganismu z n¢j ¢inni optimalni nosic
a rezervoar genu rezistence vuci antibiotikim. Tyto geny lze pfenést na S. aureus, ¢imz se
zvySuje patogenni uspéch a odolnost tohoto patogenu vici antibiotikiim (Otto 2009).

3.3 Infekce zpusobené bakteriemi rodu Staphylococcus spp.

Chronickou ranu prodéla béhem svého Zivota 1-2 % populace v rozvojovych zemich.
Pacienty s chronickymi ranami jsou zpravidla lidé ve véku nad 60 let. Definice chronické rany
neni zcela jednozna¢né stanovena. VEtSina autori povazuje za chronickou ranu tu, kterd se
nezhoji do 4-6 tydnt (Syngh et al. 2004). Dalsi definice uvadi, Ze se jednd o rany, které
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nevykazuji po 2—4 tydnech optimalni terapie zmenseni plochy o 20 az 40 %. Chirurgické
ucebnice definuji chronické rany jako ty, které se nezhoji do 6 mésict (Brunicardi 2004).

Nejcastéjsim problémem chronickych ran je infekce, kterd snizuje pravdépodobnost
zahojeni rany a muze se vyznamné¢ podilet i na mortalit¢ daného pacienta. Vyskyt bakterii
v ranach tedy ptedstavuje riziko kontaminace, kolonizace a nasledné infekce rany. Zdrojem
bakterii kontaminujicich ranu jsou jak okolni bakterie kolonizujici kiizi pacienta, tak 1 bakterie
z okolniho prostfedi. Definice kolonizace je: ,,pfitomnost mnozicich se bakterii bez zfetelné
reakce hostitele® (Siddiqui & Bernstein 2010). Kolonizaci rany mtze posilit nebo naopak ztizit
ranné hojeni v zavislosti na bakterialni zat€zi. Bakterialni zatéz povazujici za piekazku hojeni
rany je ta, ktera piesahuje 10° mikroorganismil na gram tkané, ackoli tato hranice je pouze
orientacni. Zavisi také napf. na stavu imunitniho systému hostitele, nebo na typu rany.

Chronické rany maji komplexni koloniza¢ni slozeni, které se v pribéhu casu méni.
Informace o zastoupeni organismt zpusobujicich infekce ran se mezi studiemi znacné lisi.
Nicméné mezi organismy nejéastéji izolované z tézkych ran se fadi S. aureus a Pseudomonas
aeruginosa. Kolonizace témito organismy vyzaduje pelivou 1é¢bu, protoze jejich schopnost
ziskat rezistenci vii¢i antibiotikiim je velmi vysoka (Albaugh 2013). Rany se stavaji rizikovym
faktorem pro kolonizaci MRSA a dal$i multirezistentni organismy.

Profil chronickych zilnich onemocnéni dolnich koncetin tzv. viedlu, ukazal,
ze nejcastéjSimi bakteriemi jsou S. aureus (93,5 %), Enterococcus faecalis (71,7 %),
P. aeruginosa (52,2 %). Cim déle ziistava vied nezhojeny, tim vice roste pravdépodobnost,
ze se zde rozvine vice aerobnich organismil (primérné 4,3 druhu), ale také vyznamna anaerobni
populace (primérné 2,0 druhu) (Bowler & Davies 1999). Na 1écbu chronickych infek¢énich ran
se Casto pouzivaji systémova antibiotika. Dle §védske studie, ktera tuto problematiku zkoumala,
nebylo mozné ucinit jednozna¢né zavéry, zda antibioticka 1écba urychlila proces hojeni rany
(Tammelin et al. 1998). Bez prokédzaného piinosu muize nespravné uzivani systémovych
antibiotik nést s sebou zbyte¢na rizika. Naptiklad zbytecnou zatéz organismu, nebo rozvoj
rezistentnich kment na antibiotické latky. Dle nedavného Cochranova piehledu antibiotik pro
1é€bu chronického Zilniho viedu, se ukazuje, Ze soucasné védecké dilkkazy nepodporuji
vyuzivani systémovych antibiotik k 1é¢b¢ zilnich onemocnéni dolnich koncetin (O’Meara et al.
2008).

Infekce Staphylococcus spp. jsou bézné predevsim v rozvojovych zemich. Riziko infekce
zvysuje miru hospitalizace pacientd, jelikoz infekce ziskané v nemocnic¢nich zatizenich jsou
spojeny s vyss$i umrtnosti, del$i dobou hospitalizace a tim i zvySenymi ndklady na zdravotni
péci (Zervos et al. 2012). Bakterie Staphylococcus jsou jednémi z nejrozsifenéjsich u zvifat
i lidi. Proto také bakterie z tohoto rodu, které jsou rezistentni na meticilin jsou povazovany
za jednu z nejvétsich hrozeb pro zdravi lidi a zvitat (Catry et al. 2010). Meticilin-rezistentni
S.aureus (MRSA), ktery je oznaCovan za nejdilezitéjsi druh stafylokoka vyskytujiciho
se u lidi. Existuji i dalsi druhy, které zptisobuji zdvazné infekce (Rogers et al. 2009). Tyto druhy
jsou nejcastéji zastoupeny koagulaza-negativnimi stafylokoky, naptiklad S. epidermidis,
S. saprophyticus a mnoha dalsimi (Takeuchi et al. 2005).
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S. haemolyticus patfici mezi koagulaza-negativni stafylokoky, je druhym nejcastéji
izolovanym druhem z lidskych hemokultur a ma nejvyssi troveii antimikrobialni rezistence.
Tento druh mtize zptisobovat septikémii, peritonitidu a také infekce mocovych cest (Takuechi
et al. 2005). Studie ukazuji, ze meticilin-rezistentni S. haemolyticus je jednim z nejcastéji
izolovanych druht stafylokokti mezi novorozenci na jednotkach intenzivni péce (Periera et al.
2014).

U stafylokokovych infekci je mira poSkozeni tkané zasadnim ukazatelem, jelikoz
umoziuje Sifeni bakterii a ziskavani Zivin pro jejich expanzi. Tento proces je kromé& jinych
enzymu a toxinll zpiisoben protedzami (Travis et al. 1995). Dalsi expanze v hostiteli je nadéle
usnadiiovana modifikaci bakteridlniho povrchu opét za prispéni protedz, které jsou schopny
odstranit tkanové adhezivni molekuly (McAleese et al. 2001). Dalsi ucinky jsou
zprostiedkovavany pomoci kininii od bolesti a edému az po Sok a septikemii. Tento jev je velmi
vyznamny pro translokaci bakterii z mista infekce do obé¢hu (Meada & Yamamoto 1996).
Rovnéz soucasné probihajici degradace imunoglobulint ptisobi na mikroorganismy jako obrana
proti reakci imunitniho systému daného hostitele (Arvidson 2000), ¢emuz napomaha i interakce
s koagula¢nimi drahami a také fibrinolyzy.

Virulence bakterii kmenu Staphylococcus je pfimo ¢i neptimo dana jejich protedzami.
Enzymy, které mohou in vitro interagovat s tkani hostitele a jeho obrannym mechanismem,
piipadn¢é také mohou zplsobovat Skodlivé ucinky na hostitele a zvySovat Sance bakterii
na preziti. Je také znama interakce protedz a dalSich faktord virulence, coz dale stimuluje
patogenni aktivitu (Dubin 2002).

Poruseni integrity kize, které je nasledné vstupni branou infekce, je velmi ¢asto spojeno
s vyskytem popalenin. NaruSeni kiize pak miize mit za nasledek infekci, ztratu tekutin, ale také
oslabeni imunity (Wysocki 2002).

Povrch popalené rany je prostfedi, které je velmi bohaté na proteiny, sestdvajici
z nekrotické tkané, coz poskytuje ptirozenou niku pro mikrobialni kolonizaci a proliferaci (Erol
et. al 2004). Organismy kolonizujici popaleniny mohou pochazet piimo z pacientova
endogenniho ¢i gastrointestindlniho biomu, ale mohou byt také zavleCeny na povrch kize
prostiednictvim kontaktu s povrchy okolniho prostfedi, od pracovnikli zdravotnictvi ¢i ze
vzduchu (Weber & McManus 2004). Popalenou ranu zac¢nou jako prvni kolonizovat gram-
pozitivni bakterie (S. aureus, koagulaza-negativni stafylokoky). S. aureus je jeden
Z nejcastéjSich patogenti vyskytujicich se v popéleninéch, jedna se o lidského komenzala, ale
také jednu z pticin infekei od lehkych az po Zivot ohrozujicich onemocnéni.

3.3.1 Prevalence vyskytu infekei

Druhou celosvétoveé nejvyznamnéjsi pfic¢inou amrti jsou infek¢ni nemoci. S. aureus je
bézny lidsky patogen, navic, jak jiz bylo zminéno, lze jej rozdé¢lit dle citlivosti na antibiotika
na meticilin-senzitivni (MSSA) a meticilin-rezistentni (MRSA). V dusledku evoluce bakterii
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a také jiz zminéného zneuzivani antibiotik se lékova rezistence S. aureus postupné zvysuje.
MRSA je odolny viici mnoha druhiim antibiotik.

Prevalence vyskytu MRSA se ve svété lisi. V Evropé se v roce 2014 procento MRSA
pohybovalo od 0,9 % v Nizozemsku, do 56 % v Rumunsku s popula¢né vyvazenym primérem.
V jiznich zemich ve srovnani se severnimi zemeémi je vyssi podil MRSA. 7 z 29 zemi Evropské
unie stale uvadi 25 % nebo vice MRSA, piestoZe dochézi ke sniZovani (European Centre for
Disease Prevention and Control 2015). 13 az 74 % celosvétovych infekei S. aureus je MRSA,
coz uvadi ptehled 15 studii (Kock et al. 2010).

Prvnim objevenym glykopeptidovym antibiotikem, které piedstavuje stale jednu ze
zékladnich terapii je vankomycin (Bamigboye et al. 2018). V roce 2002 vSak byl z USA hlasen
prvni pfipad rezistetniho S. aureus vii¢i vankomycinu (Golrick 2002). In vitro studie naznacuji,
ze rezistence na vankomycin, mize byt zpusobena snizenou permeabilitou a také zvySenou
tloustkou bunééné stény, ¢imz se snizuje dostupnost 1éku pro patogen. Dalsi typ rezistence je
zpusoben geny rezistence vici vankomycinu obsazenymi v plazmidu (vanA, vanB, vanD, vanE,
vanF a vanG), které mohly byt pfeneseny z enterokokovych druhti (Francia & Clewell 2002).

Vankomycin-rezistentni S. aureus (VRSA), vankomycin-intermedialni S. aureus (VISA)
a heterogenni VISA (hVISA) jsou skupiny, které odolavaji 1écbé pomoci antibiotické latky
vankomycin. Prevalence VRSA byla 1,2 % (95% IS 0,7-1,8) mezi 5043 izolaty S. aureus v Asii,
1,1 % (95% IS 0,0-2,7) mezi 179 izolaty v Evropé, 3,6 % (95% IS 0,5-6,6) mezi 140 izolaty
v Americe a 2,5 % (95% 1S 0,1-4,8) mezi 493 izolaty v Africe. Z Oceanie nebyl hlasen zadny
ptipad VRSA. Prevalenci zobrazuje Graf 1.

Graf 1 Prevalence vyskytu VRSA
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Vysledky tohoto ptehledu ukazaly, ze prevalence izolati VISA byla 2,1 % (95% IS 1,6-
2,6) mezi 13 449 izolaty S. aureus, 1,8 % (95% IS 1,6-2,6) mezi 2198 izolaty, 1,0 % (95 % IS
0,5-1,4) mezi 5040 izolaty, 1,8 % (95 % IS 0,1-3,4) mezi 1072 izolatd a 0,6 % (95% IS 0,0-1,3)
mezi 518 izolaty z Asie, Evropy, Ameriky, Afriky a Oceanie (viz Graf 2).
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Graf 2 Prevalence vyskytu VISA
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Kromé toho byla prevalence hVISA v Asii, Evropé, Americe, Africe a Oceénii. Cinila
4,7 % (95% IS 3,9-5,4) mezi 16 955 izolaty S. aureus, 4,4 % (95% IS 3,2-5,5) mezi 14 680
izolaty, 5,2 % mezi izolaty S. aureus (95% IS 4,3-6,1) mezi 15 532 izolaty, 4,0 % (95% IS 0,2-
7,8) mezi 100 izolaty a 11,2 % (95% IS 8,3-14,1) mezi 454 izolaty (viz Graf 3) (Shariati et al.
2020).

Graf 3 Prevalence vyskytu hVISA
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3.4 Bakterialni rezistence k antibiotikiim
V roce 1928 byl Alexanderem Flemingem objeven penicilin a od té doby jsou antibiotika

povazovana za kliCové 1éCivo pro vetfejné zdravi zachranujici Zivoty lidi na celém svéte.
Antibiotika jsou schopna zabijet bakterie, jsou tedy baktericidni. Svét bez antibiotik si nyni 1ze

18



jen t&€Zko predstavit. Do roku 1960 byla identifikovana a pfipravena vétSina antibiotik, kterd
dnes zndme, a to antibiotika na bazi sulfonamidii, aminoglykosidi, cefalosporind, tetracyklint,
makrolidd a chinolind. V poslednich letech vSak nartista schopnost odolnosti bakterii vici
pusobeni vétSiny téchto bézné predepisovanych antibiotickych latek (Kumar & Chordia 2017).
Zvysujici se rezistence bakterii vede k tomu, zZe pacienti umiraji na bakterialni infekce, které
byly diive léc¢itelné. V dasledku toho je potteba snizit naduzivani antibiotik a také hledat jiné
mechanismy 1éC¢by patogenity, jako jsou naptiklad nové generace antibiotik, ¢i ptirodni
antibakterialni latky.

V poslednich letech se rezistentni infekce staly hrozbou pro zdravi spole¢nosti a také
globalni zdravotni vyzvou (Anes et al. 2015). Pochopeni mechanismu bakteridlni rezistence,
které¢ zahrnuji aktivni vyluCovéni antibiotik z bunky (eflux), inaktivaci antibiotik, ¢i tvorbu
biofilmu, ndm pomohou tuto situaci vyiesit a najit adekvatni terapeutika. Riizné vyzkumné
tymy studuji G€inky pfirodnich antimikrobidlnich latek na rezistentni bakterie, tyto lze pouzit
bud’ samostatné, ¢i jako dopliikové terapie.

vvvvvv

enterokoky rezistentni na vankomycin a MRSA (Miller et al. 2005). Antibioticka rezistence
muze byt pfirozend (primarni), ta je ndsledné délena na vnitini a indukovanou, ¢i ziskana
(sekundarni). Pfirozena rezistence vznika spontanni genovou mutaci, kdezto ziskand vznika
prostiednictvim bakteriofagii, plazmidu ¢i transpozoni. Bakteridlni rezistence k rliznym typim
antibiotik se mtize prenaset v ramci stejnych nebo i riiznych druhti bakterii (Biswas at el. 2008).

Molekularni podstatou rezistence je naptiklad ziskéni genu rezistence, ktery je pfenosnou
genetickou cestou zprostiedkovan plazmidy, traspozony a itergrony. Z téchto jmenovanych
gend, jenz se nazyva konjugace (Khameneh et al. 2016). Takto zprostfedkovana rezistence
je u bakterii casto pozorovana, napiiklad jako plazmidem zprostfedkovana chinolonova
rezistence €1 plazmidem kdédovana B-laktaméza (Hooper 2001). Dal§im ptikladem je také
rezistence na vankomycinu u enterokokd, jenz jsou rezistentni na vice antibiotik, ktera je
pienaSena horizontalné¢ mezi enterokokovymi populacemi po celém svéte. DalSim moznym
mechanismem je rezistence na antibiotika zptsobena enzymem, produkovanych bakterii, ktery
modifikuje antibiotika.

Jiz zminénd ochrana bakterii pfed antibiotiky je dana také schopnosti jejich aktivniho
vylu¢ovani z bunky, jednd se o tzv. efluxni d¢j, jenz je zprosttedkovavan efluxnimi pumpami,
coz jsou skupiny transportnich proteinti, podilejicich se na odc¢erpavani farmaka ¢i toxickych
latek zevnitt buiiky do vnéjSiho prostfedi, ¢imz klesa intraceluldrni koncentrace farmaka
a bakterialni bunky dale prezivaji (Weber & Piddock 2003). S timto déjem byva spojena
multirezistentni farmakové rezistence.

Moznost ochrany mikroorganismi pfed antibiotiky je i pomoci tvorby biofilmu. Biofilm,
je spolecenstvo mikroorganismd, které je vazano k ur¢itému povrchu a je kryté polysacharidy,
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které jsou bunikami vylu¢ovany. Tyto polysacharidy jsou schopné chranit mikroorganismus
V jejich stiedu proti antimikrobialnim ¢inidlim (Richards & Melander 2009).

3.4.1 Meticilin — rezistentni Staphylococcus aureus

Objev penicilinu je pfisuzovan Alexanderu Flemingovi ve 40. letech 20. stoleti, kdy se
stal prikopnikem éry antibiotik pro lé¢bu infekei (Bennett & Chung 2001). V této dobé byla
infekéni onemocnéni zplisobovana bakterii S. aureus dobie kontrolovana. S rozsifenim
penicilinu se vSak v 50. letech se objevil prvni S. aureus rezistentni na penicilin (Pichereau
& Rose 2010). S. aureus rezistentni na penicilin mize produkovat penicilinazu, ktera ma
schopnost hydrolyzovat B-laktamovy kruh penicilinu, coz pravé vede k rezistenci vaci
penicilinu. Pozdé€ji byl vyvinut polosynteticky penicilin, ktery je odolny vii¢i penicilinaze
s nazvem meticilin. Tento meticilin je odolny viéi hydrolyze B-laktamazy (Khoshnood et al.
2019; Rayner & Munckhof 2005). Nedlouho po tomto objevu, ale byla britskym védcem
Jevonsem oznamena izolace kmene MRSA, tato rezistence byla vyvolana genem kodujicim
protein vazajici penicilin 2a nebo 2' (PBP2a nebo PBP2') (mecA), ktery byl integrovan do
chromozomalniho elementu (SCCmec) meticilin-senzitivniho S. aureus (Schulte & Munson
2019). MRSA byl velmi rychle identifikovan v mnoha ¢astech svéta a stal se tak nejcastéji se
vyskytujicim patogenem s rezistenci (Lakhundi & Zhang 2018).

Vnitini antibioticka rezistence S. aureus zahrnuje tfi aspekty. Prvnim z nich je
propustnost vnéjsi membrany. Pokud je sniZena permeabilita bunééné membrany, je ovlivnén
energeticky metabolismus bakterii a tim je zptisobena nizsi absorpce 1éCiva (Anuj et al. 2019).
Druhym aspektem je tzv. efluxni systém. Tento systém chrani buniky ptfed antibiotiky a biocidy
aktivnim transportem sloucenin z cytoplazmy anebo perioplazmy a tim snizuje jejich akumulaci
v misté pusobeni (Lynch 2006). Poslednim aspektem je nadmérna produkce B-laktamazy, coz
je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu raznych p-laktamovych antibiotik. Je kddovan
bakteridlnimi chromozoméalnimi geny a je tedy prenosny (Lee & Park 2016).

Ziskana, tedy sekundarni antibiotickd rezistence zahrnuje vice aspektl, mezi

vvvvvv

zprostiedkovanou biofilmem.

K 1écbé bakteridlnich infek¢nich onemocnéni jsou vyuzivany antibiotické latky,
konkrétné v ptipadé stafylokokovych infekei kize, ¢i infekci mékkych tkani jsou vyuzivana
antibiotika z fad p-laktami a tetracyklini, nicméné je mozné vyuziti i dalSich antibiotik,
jmenovité naptiklad makrolidy, aminoglykodisy nebo fluorochinolony (David & Daum 2017).
Nadmérné vyuzivani, spiSe zneuzivani antibiotik, vede ke vzniku multirezistentnich kment
bakterii, které¢ se vyznacuji tim, Ze jsou odolné vici tfem a vice riiznym antimikrobidlnim
latkam.

Antibioticka rezistence miize byt pfirozend (primarni), ta je nasledné délena na vnitini

a indukovanou, ¢i ziskana (sekundarni). Pfirozena rezistence vzniké spontanni genovou mutaci,
zatimco ziskand vznik4 prostfednictvim bakteriofagl, plazmidd ¢i transpozonti. Bakteridlni

20



rezistence k riznym typlim antibiotik se mize pfenaSet v ramci stejnych nebo i riiznych druht
bakterii (Biswas et al. 2008).

MRSA je multirezistentni, coZ znamend, Ze je rezistentni nejen vuci P-laktamovym
antibiotikim, ale je také rezistentni vii¢i antimikrobidlnim ¢inidlim, jako jsou aminoglykosidy,
chinolony a makrolidy (Vestergaard et al. 2019). Umrtnost na systémové infekce dosahuje jiz
k 50 % ptipadu, z ¢ehoz se stal celosvétovy problém v klinické a komunitni protiinfekéni 1€cbé
a je velmi obtizné je vylécit (Vestergaard et al. 2019).

Piestoze umrtnost na infekce MRSA v poslednich letech v nékterych evropskych zemich
klesla, MRSA stale ptedstavuje zavazny problém pro vefejné zdravi na celém svéte (Guo et al.
2020).

3.5 Antibakterialni aktivita prirodnich latek

Rezistentni patogenni organismy a jejich zvysena Cetnost vyskytu je motivaci pro hledani
alternativnich prostfedka pro jejich 1écbu. Jednou z moznych alternativ je vyuziti pfirodnich
latek, jejichz 1écivé G€inky jsou znamé jiz od pradavna. Biologicky aktivni latky, zastoupené
naptiklad sekundarnimi metabolity v rostlinach, maji Siroké spektrum uU€inkli, mimo jiné
| u¢inky antimikrobialni. Sekundarni metabolity rostlin zahrnuji taniny, terpenoidy, alkaloidy,
flavonoidy a jiné (Cowan 1999).

3.6 Cannabis sativa L.

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je jednoleta dvoudé&lozna bylina patiici do celedi
Cannabaceae. Konopi ma velmi dlouhou historii v oblasti 1é¢ebného vyuziti, je vyuzivano jiz
5000 let pro 1écebné, ale 1 rekreacni ucely. Pochazi ze stiedni a severovychodni Asie, nasledné
se vsak rozsifilo do celého svéta (Elsohly & Slade 2005). V soucasnosti komeréni vyuziti
konopi zahrnuje textilni, potravinaisky ¢i kosmeticky primysl (Leronard et al. 2021). Kromé
aplikaci v téchto odvétvich je konopi atraktivni také k aplikaci ve stavebnictvi. Konopna lykova
vldkna byla popsana jako antibakteridlni a jsou pro tyto vlastnosti ldkava na vyuziti
Vv chirurgickych zatfizenich nebo jako funkcionalizované textilie (Andre et al. 2016). Tato jejich
vlastnost souvisi s chemickym slozenim vldken konopného lyka: byly identifikovany volné
I esterifikované steroly a triterpeny, mezi nimi B-sitosterol a B-amyrin (Gutiérrez & del Rio
2005). Tyto slouceniny jsou znamé pro své antibakteridlni vlastnosti (Ibrahim 2012). Jako
zemédelska plodina je dobie odolné proti suchu a sktidcim, ma dobie vyvinuty kofenovy
systém a také zabranuje erozi pidy (Andre et al. 2016).

Psychotropni varianta konopi neboli marihuana je jednou z nejCastéji uzivanych
nelegalnich drog. Jeji chemické sloZeni zahrnuje kanabinoidy. Jedna se o skupinu sekundarnich
metabolitli, z nichz n€kolik je odpovédnych za psychotropni Gc¢inky, kviili ¢emu je tak Casto
vyhledavano jako droga.
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C. sativa L. obsahuje pfirodni latky, které maji velké mnozstvi terapeutickych ucinkd,
(Andre et al. 2016). Rozlisuji se dva typy konopi, prvnim z nich je typ drogy C. sativa subsp.
Indica, ktera mize obsahovat az 20 % psychoaktivni slouceniny D9-tetrahydrokanabinolu
(THC), a druhy pramyslovy typ C. sativa subsp. sativa vyznacujici se nizkym obsahem THC.
Primyslové konopi se vyuziva jako zdroj semen, vldkniny, anebo také oleje lisovaného
ze semen (Frassinetti et al. 2020).

3.6.1 Biologicky aktivni latky konopi

Antimikrobidlni u¢inek konopi je zaznamenam jiz ve staré¢ medicin€ od konce 19. stoleti,
prvni studie se vSak objevily az v 50. letech 20. stoleti. Od té doby bylo jiz z rostliny C. sativa
L. izolovano vice nez 565 sloucenin, z nichz 120 odpovidéa kanabinoidim (ElSohly et al. 2017).
Ostatni fytochemikalie konopi zahrnuji primarni metabolity jako jsou aminokyseliny, mastné
kyseliny, steroidy, nebo také sekundarni metabolity zastoupené terpenoidy, flavonoidy,
stilbenoidy, lignany a alkaloidy (Flores-Sanchez 2008). Mezi dalsi chemické slozky, které jsou
identifikované v konopi patti uhlovodiky, cukry, dusikaté¢ slouceniny, ketony, aldehydy,
pigmenty, alkoholy. Proto je tézko rozeznatelné, co z této smési chemickych sloucenin tvoii
hlavni slozku antimikrobidlnich U¢inkd. Z nutriéné vyznamnych sloucenin obsazenych
Vv konopi, je potifeba zminit také tokoferoly a sloZeni mastnych kyselin, kterym se prace bude
vénovat dale v kapitole Cannabis sativa L. ve vyzivé ¢lovéka.

Konopi ma dlouhou historii uzivani jako 1é¢ivo k 1é¢bé riznych onemocnéni, véetné
astmatu, epilepsie, inavy, glaukomu, nespavosti, nevolnosti, bolesti a také revmatismu (Zuardi
2006).

3.6.1.1 Fenolické slouceniny

Jedna z nejrozsifenéjSich skupin sekundarnich metaboliti v rostlinné iSi je tvofena
fenolovymi slou¢eninami, zndmymi téz jako flavonoidy, fenylpropanoidy. Flavonoidy jsou pro
své ucinky, které podporuji zdravi lidi 1 zvifat, velmi uzndvané. Maji Siroké spektrum ucinkt
jako je naptiklad aktivace ¢i inhibice enzymu lipoxygenazy a cyklooxygenazy (Schewe et al.
2002), nebo detoxikace karcinogenti (Moon et al. 2000).

Obsahuji zastupce rlUznych struktur fenolovych kyselin (kyselina benzoova,
hydroxyskofticova), flavonoidy jako jsou flavonoly, flavony, stilbeny a lignany (Andre et al.
2010). Flavonoidl identifikovanych v konopi, patficich do podtiid flanovli a flavonold, je
priblizn¢ 20. Patii mezi n¢ O-glykosidové verze aglykoni apigenin, luteolin, kaempferol
a kvercetin, také cannflavin A, a cannflavin B, coz jsou methylované isoprenoidni flavony,
které jsou pro konopi jedinecné (Ross et al. 2005). Ve svém vyzkumu Barrett a kolektiv (1985)
uvadéji, ze cannflavin A a B jsou schopny inhibovat produkci prostaglandinu E2 revmatoidnich
synovidlnich bun¢k, coz je pravdépodobné zplisobeno pravé schopnosti inhibice
cyklooxygenazy a lipoxygendzy. Flavonoidy jsou také zname pro své silné antioxidac¢ni latky.
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3.6.1.2 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou terpenofenolické slouceniny, které jsou pro konopi specifické.
Hromadi se v sekre¢ni dutin€ zlazovych trichomt, které se z velké ¢asti vyskytuji v samicich
kvétech a také v nadzemnich ¢astech rostlin. V jinych ¢astech véetné semen, kofenii a pylu bylo
detekovano malé mnozstvi kanabinoidii (Andre et al. 2016). Obsahy téchto latek zavisi
na chemotypu ,,drug type* ¢i ,,fibre type*“. Koncentrace téchto latek zavisi jak na jiz zminéném
chemotypt, tak na véku, odridé€, podminkach ristu (Groven svétla, vlhkost, vyziva), dob¢
sklizn¢ a podminkach skladovani (Khan et al. 2014).

Kanabinoidy lze rozd¢lit do 10 hlavnich strukturnich typi, které zobrazuje Obrazek 2.
A9-tetrahydrokanabinol (A9-THC), A8-tetrahydrokanabinol (A8-THC), kanabigerol (CBG),
kanabichromen (CBC), kanabidiol (CBD), kanabinodiol (CBND), kanabielsoin (CBE),
kanabicyklol (CBL), kanabinol (CBN), kanabitriol (CBT) a rtizné dalsi typy (ElSohly et al.
2017). CBN a CBC jsou nejhojnéji zastoupené fytokanabinoidy v konopi.

CBT typ

Obrazek 2 Zakladni strukturni typy kanabinoidii (Schofs et al. 2021)

U druhu C. sativa L. je na zakladé obsahu kanabinoidi rozliSovano pét chemotypu.
Rozdéleni je vramci ruznych koncentraci hlavnich kanabinoidd (A9-THC, CBD, CBG).
1. chemotyp rostliny ,,drug type“ (narkotika) maji vysoky obsah psychotropniho A9-THC,
2. chemotyp 1é¢ebné konopi s obsahem A9-THC ku CBD je 1:1, 3. chemotyp ,,fibre type*, kde
je prevladajici slozka CBD, 4. chemotyp ,,fibre type* obsahuje jako hlavni kanabinoid CBG3,
5. chemotyp ,,fibre type neobsahuje téméf zadné kanabinoidy (Aizpurua-Olaizola et al. 2016).
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Rostliny ,,fibre type* obsahuji pfedev§sim CBG, CBD, a kyselinu kanabidiolovou (CBDA)
a kyselinu kanabigerolovou (CBGA).

Kanabinoidy jsou u lidi vazany na kanabinoidni receptory CB1 a CB2, diky ¢emuz jsou
distribuovdny po celém téle, v€éetné imunitnich bunck. Hlavni intoxikacni a také nejvice
studovany kanabinoid je A9-THC, ktery je Castecné agonisticky vici receptoru CB1. Dalsi
slozkou, ktera je dulezita, ale jiz neni omamna je CBD. V¢tSina kanabinoidi je v lidském téle
metabolizovana cytochromem P450 (Karas et al. 2020).

Prvni studie kvantifikace antimikrobialni aktivity kanabinoidd C. sativa (A9-THC
a CBD) zjistila bakteriostatickou a bakterocidni aktivitu v rozmezi 1-5 pg/ml pro S. aureus
a Streptococcus spp., ale nezjistili Zadnou vykazujici aktivitu proti gram-negativnim bakteriim
(VanKlingeren & Ten Ham 1976).

Mezi nejznaméjsi zastupce kanabinoidl lze zatadit pfedev§im THC zneuzivané jako
droga, které je znamé predevsim diky svym psychotropnim u¢inkiim. DalSimi vyznamnymi
zastupci jsou CBD, nejvice vyuZzivané pro své 1é€ivé ucinky jako farmakum. Dale pak napiiklad
CBNa CBG aCBC.

THC

A9-tetrahydrokanabinol, zkracen¢ A9-THC. Jedna se o hlavni psychoaktivni slozku
C. sativa. Expozice THC je bézné spojovana s psychoaktivnimi G¢inky konopi, hypolokomoci,
hypotermii ¢i analgezii. Mimo tyto ucinky ma ale také ucinky neuroprotektivni, nebo

-----

CBD

Kanabidiol (CBD) je hlavni cast ,,védeckého™ konopi., kterému je vénovana velka
pozornost. Na rozdil od THC nevykazuje psychotropni t¢inky. Je védecky prokazano, ze CBD
je silny antioxidant, ktery se spolu s endokanabinoidnim systémem v téle podili na prevenci
volnych radikald (Atalay et al. 2020). U této latky, byla prokazana schopnost zmirnit kiece,
podrazdéni, napéti, kasel, nevolnost a také schopnost inhibice ristu vétSiny rakovinovych
bun¢k (Rajput & Kumar 2018).

CBN
Dalsi biologicky u¢innou latkou obsazenou v konopi je kanabinol (CBN), tato slozka je
pozorovana u C. sativa a C. indica. Jedna se o produkt metabolismu rozkladu THC.

CBG

CBG, jako dalsi ze zastupct kanabinoidi, ma velky potencial vyuziti, hned po CBD.
Vyskytuje se v konopi v mnohem mensi mife nez vySe zminéné CBD, avSak vykazuje velmi
neuromodulacni. Je také schopny zabranovat proliferaci bunék (Cabrera et al. 2021). Vznika
béhem neenzymatické dekarboxylace kyseliny kanabigerolové.
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CBC

CBC byl poprvé izolovan v roce 1966. Piimym prekurzorem CBC je CBG, kdy CBC
prevlada v juvenilni fazi a poté v dobé¢ zralosti klesa. Obsah CBC je zavisli na odriidé. Vysoky
podil v juvenilni f4zi je jak u chemotypt s pfevahou CBD, tak i u chemotypii s ptevahou THC.

CBC prokazuje protizanétlivé UcCinky a také vlastnosti antifungalni, antibakterialni
a antiprolifera¢ni uc¢inky v nadorovych bunkach (Zagozen et al. 2021).

3.6.1.3 Terpeny

V rostling konopi, je obsazeno pies 200 terpenti. Terpeny jsou pomérné té¢kavé slouceniny
s izoprenovou strukturou, zatimco terpenoidy jsou organické chemikdlie sice podobné
terpentm, ale obsahuji ve svém sloZeni jako dalsi prvek kyslik (Chandra et al. 2017). Terpeny
jsou dale deleny do péti tfid na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny a dalsi
slouceniny terpenoidniho ptivodu.

Terpeny jsou primarni aktivni slozkou éterickych oleji, jsou zodpovédné za viini a chut’
riznych variant konopi, a jejich farmakologicka aktivita je uplatiovdna prostfednictvim
interakce s buné¢nymi strukturami (bunééné membrany, iontové kanaly, enzymy) (Russo
& Taming 2011). Distribuce a obsah terpent1 v rostlin€ se 1i$i na zaklad€ parametrt zahrnujicich
proces ziskavani silice nebo zralost rostliny (Brenneisen 2007).

Mezi hlavni konopné éterické oleje patii myrcen, alfa-pinen, B-pinen, limonen a ao-
humulen (Novak et al. 2001). Diilezita je i nizka koncentrace kanabionidii obsazena v ziskanych
éterickych olejich, jelikoz plisobi synergicky. Dle studie vSechny testované éterické oleje
vykazovaly dobry antimikrobidlni ucinek pfedev§im proti gram-pozitivnim patogenim
zastoupenymi rody Enterococcus, Staphylococcus. Nejucinnéji pasobil extrahovany alfa-pinen
z C. sativa L., ktery m¢l dobré vysledky proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim
(Nissen et al. 2010).

Jedna se o lipofilni slouceniny, které snadno prochdzi membranami, a to predevsim
hematoencefalitickou bariérou (Fukumoto et al. 2006). D-limonen vykazuje protirakovinné
a imunostimulaéni vlastnosti u lidi. B-myrcen, terpen bézné se vyskytujici u chmelu (Humulus

rrrrr

3.6.2 Konopné extrakty

Oblasti znacného zajmu jsou izolace bioaktivnich slou¢enin z konopi a jejich pfeména na
produkty, které mohou byt vyuzitelné v riznych druzich aplikaci od vyzivovych doplnki po
antimikrobialni latky. Pokud ma byt dosazeno pozitivniho terapeutického vysledku, je potteba,
aby mnozstvi 1é¢iva bylo dodavéano v optimalni koncentraci, kterd bude nad prahovou hodnotou
ucinnosti, zaroven vsak pod prahovou hodnotou toxicity. Terapeuticky uspéch nezavisi pouze

na dané koncentraci, diilezitou roli hraje také imunomodulacni aktivita molekul (Schofs et al.
2021).
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Kanabinoidy mohou byt izolovany z riznych €asti rostlin, véetné listd, kvéti, stonkd,
kofenti a semen. Dle toho, z jaké ¢asti jsou latky izolovany, se lisi jejich zastoupeni v extraktu.
Nejvice THC je akumulovdno v listech rostliny, ostatni nepsychoaktivni kanabinoidy
pfedevsim v oleji semen. Semena jsou mimo jiné vysoce cenéna pro své nutri¢ni hodnoty.
Obsahuji 19-38 % olejt, 20-38 % bilkovin, 27-36 % vlakniny a 4-6 % mineralnich latek. Dalsi
nutricné vyznamné latky jsou zde zastoupeny tokoferoly, karotenoidy a nékterymi fenolickymi
slouceninami (Kriese et al. 2004).

3.6.2.1 Metody extrakce

Dtlezity pro terapeutické vyuziti je extrakt, jehoz vlastnosti a ucinnost jsou zavislé
na metod¢ jeho ziskavani. Metody pouzivané pro izolaci extrakti C. sativa jsou rizné. Tradiéni
techniky zahrnuji lisovani za studena a extrakci rozpoustédlem, nyni se vSak objevuji
modern¢jsi, Casto ucinnéj$i metody. Naptiklad v soucasnosti vyuzivana metoda extrakce
tlakovou kapalinou (SFE) nepottebuje dale filtraci, méné rozpoustédla a kratsi dobu zpracovani.
Metody vyuZzivajici ultrazvukové extrakce (UAE), maji vyssi vytézky (Fathordoobady
et al.2019). Dalsi metody jsou metody mikrovinné extrakce (MAE), extrakce pod tlakem (PLE)
a superkritické extrakce. Kazd4 z téchto metod vyzaduje planovani a ptipravu zahrnujici volbu
vhodnych podminek, jako je typ rozpoustédla, tlak, teplota a doba extrakce (Brusottia et al.
2014). Metody extrakce pouzivané pro ruzné casti konopi a latky pouzivané k extrakci
zobrazuje Obrazek 3.

Biologicky aktivni kanabinoidy jsou extrémné nestabilni slouceniny, které¢ snadno
podléhaji degradaci za bézné vyuzivanych podminek zpracovani a skladovani (Fathordoobady
et al. 2019).

Techniky izolace extraktu
z konopi (Cannabis sativa 1..)

PLE |
o SFE s Co2 . 1
Lisovini za DM (semena, (scmena UAE MAE
studena (semena) 5 mzpouétédlcn; rostlina, vostling. (scmcna,’risrll}rvlgl, (rostliny)
{metanol, ctanol, semenny koldd T semenny kolac) |
butan, chloroform) ¥ ) semenny kolad) |
Rozpoustédlo SPE Rozpoustédlo
Lo Lo | Kanabineid;
Konopny olej Kanubm’mdy. Kanabm’mdy. Kanabinoidy Kanabinoidy | Konopny olej (THC, CBDy,'
Y Konopny olej Konopny olej (CBD, CBDA) Konopmy olei CBN)
Konopny olej Polyfenoly |
Eterické oleje Flavonoidy

Obrazek 3 Metody extrakce latek z Cannabis sativa L.: DM: dynamickd macerace, PLE:
extrakce kapalinou pod tlakem, SFE: superkriticka fluidni extrakce, UAE: ultrazvukova
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extrakce, MAE: mikrovinna extrakce, THC: tetrahydrokanabinol, CBN: kanabinol, CBD:
kanabidiol (Fathordoobady et al. 2019)

EXTRAKCE ROZPOUSTEDLEM

Vyuziva se Soxhletv extraktor, destilaéni metoda, nebo metoda dynamické macerace.
Dynamickéd macerace zahrnuje jednoduché rozpousténi slozek v organickych rozpoustédlech.
Nejcastéji pouzivanymi pro extrakci kanabinoidii jsou: methanol, ethanol, butan, chloroform.
Kromé rozpoustédla se zohlediuje i velikost ¢asti, teplota a rychlost extrakce (Atabani et al.
2013). Nejcastéji preferované jsou ethanolové extrakty.

ULTRAZVUKOVA EXTRAKCE

Jedna se o metodu vyuzivajici ultrazvukovych vin k urychleni extrakce tim, ze se rozbiji
bunééné stény, zvysi prenos rozpoustédla, ¢imz dojde ke zvyseni vytéznosti a rychlosti extrakce
(Fathordoobady et al. 2019).

MIKROVLNNA EXTRAKCE

Dalsi moznou vyuzitelnou metodou extrakce biologicky aktivnich latek z C. sativa je
metoda mikrovinné extrakce. Tato metoda je povazovana za ekologickou z toho divodu,
Ze snizuje pouzivani organickych rozpoustédel. Dalsi jeji velka vyhoda je vysoka vytéznost,
ve srovnani s referencnimi extrakénimi metodami poskytuje tato metoda s nejmensim
mnozstvim rozpousStédla a v nejkratSim mozném casu nejvyS$i mnozstvi celkovych
kanabinoida ziskanych ze vzorku (Brighentia et al. 2017).

EXTRAKCE POD TLAKEM

Tato metoda extrakce pod tlakem je diky snadné aplikaci a ucinnosti hodnocena
pozitivné. Navic vysledky ukazuji, ze G€innost této extrakce je az 99,3 %, coz je zjiSténo diky
dosazeni vytazku extrakce 19,8 mg kanabidiolu na 1 gram suchého konopi. Tato metoda
se provadi za nizkého tlaku, teploty 100 °C a béhem 60 minut (Serna-Loaiza et al. 2020).

SUPERKRITICKA FLUIDN{ EXTRAKCE

Superkriticka fluidni extrakce je spolu s technologii mikrovinné extrakce fazena mezi
nejekologi¢téjsi s ohledem na pouzita rozpoustédla. Tato technologie se pouziva pro extrakci
esencialnich oleji a biologicky aktivnich latek. Hlavnim pouzitym rozpoustédlem je v tomto
ptipadé¢ oxid uhlidity, levné a bezpecné rozpoustédlo (Kargil1 & Aytac 2021).

3.6.3 Cannabis sativa L. ve vyZivé ¢lovéka

V poslednich letech vzriista zajem o semeno rostliny konopi i z nutri¢niho hlediska. Dfive
byla semena povazovana spiSe za odpadni produkt, vyuzitelny zejména jako krmivo pro zvitata.
S ohledem na rostouci uznani jeho zdravotnich piinost, se produkce semen zvysila a ma na trhu
velky potencidl. Technicky se jedna spiSe o plod, nazku, stejné jako u obilnin (Naraine et al.
2020).
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Ve vyzivé se pouziva konopi technické (primyslové). Primarni rozdil mezi konopim
léCebnym a technickym je v hodnoté obsazeného THC. Rozdil v mnoZstvi vytvotfené
psychotropni latky ovliviiuje jak genetika, tak 1 vliv prostifedi. V 1ékaiském konopi je THC
zastoupeno z vice nez 10 %, zatimco vzorky technického konopi obsahuji maximalné 0,3 %
této latky (Russo 2007). V Ceské republice je konopi regulovano zdkonem o navykovych
latkach (167/1998 Sb.) a vyhlaskou o stanoveni podminek pro pfedepisovani, piipravu,
distribuci, vydej a pouZivani individualné ptipravovanych lécivych ptipravki s obsahem konopi
pro 1écebné pouziti (236/2015 Sb.). Dle tohoto zidkona se mize obsah ucinnych latek
v 1é&ebném konopi pohybovat od 0,3 % do 21 % u THC a od 0,1 % do 19 % u CBD (SUKL).

Nyni je seminko technického konopi prohlasovano za jeden z nutri¢né nejuplnéjSich
potravinovych zdroji. MuzZe byt konzumovano piimo (semena cela, loupana) nebo jako
zpracovany produkt, kdy se jedna naptiklad o oleje, mouky ¢i proteinové piipravky. Nutricni
slozeni konopnych semen je zna¢né variabilni v zavislosti na genotypu rostliny a vnéjSich
podminkach péstovani. Da se vsSak fici, ze typicky obsahuje 25-35 % lipida s dokonale
vyvazenym sloZzenim mastnych kyselin, 20-25 9% bilkovin bohatych na esencialni
aminokyseliny, 20-30 % sacharidu, tvofenych pfedev§im nerozpustnou vlakninou a dale pak
vitaminy a mineralni latky (Farinon et al. 2020). Semeno je také bohaté na piirodni antioxidanty
a dalsi biologicky aktivni latky.

Konopi patii do skupiny olejnin, je tedy zfejmé, Ze semena obsahuji velké mnozstvi oleje.
Lisovanim je mozné ze semen ziskat 23-28 % oleje, extrakci poté 30-32 %. Konopny olej se
vyznacuje vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), které se dé€li na n-
3 a n-6 mastné kyseliny (MK), a nizkym mnozstvim nasycenych mastnych kyselin (SFA). Mezi
esencialni MK jsou fazeny kyseliny nalezici do skupin n-3 (kyselina eikosapentaenova,
kyselina dokosahexaenova, kyselina a-linolenovd), a n-6 (kyselina linolova, kyselina
arachidonova), tedy kyseliny s dvojnou vazbou na pozici 3 a 6 (tzv. n-3 a n-6 PUFA)
(Cholewski et al. 2018).

Linolenovou (n-3) a linolovou (n-6) kyselinu neumi lidské télo syntetizovat, proto jsou
povazovany za esencialni MK. Je nutné je tedy ziskavat z potravin. Optimalni pfijem n-6 a n-3
MK vhodny pro lidské zdravi se bézn¢ pohybuje v poméru mezi 2:1 a 3:1. Z tohoto hlediska
je vlastn¢é konopny olej idealni ve svém slozeni PUFA pro lidskou stravu (Callaway 2004).
Konopny olej obsahuje okolo 55 % hm. kyseliny linolové a cca. 20 % hm. Kkyseliny a-
linolenové.

A-linolenovd kyselina je znama pro své prospé$né ucinky na lidské zdravi.
cholesterolu v krvi (Erasmus 1999). N-3 a n-6 MK jsou nezbytné pro mnoho fyziologickych
procest zahrnujicich udrzovani struktury membran a syntézu prostaglandina (Crescente et al.
2018). Klinické studie také ukazuji, Zze PUFA a esencialni MK maji schopnost hojit rany a také
zvySovat imunitu (Harbige et al. 2000).
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Zjisténé slozeni konopnych bilkovin ukazuje, ze v semenu jsou obsaZeny vSechny
esencialni aminokyseliny, které clovék potifebuje. Nejhojnéji je zastoupena glutamova kyselina,
nasledovana argininem. Obsah esencialnich bilkovin obsazenych v semenu rostliny C. sativa
zobrazuje

Tabulka 1 (Oseyko et al. 2019).

Tabulka 1 Obsah esencidlnich aminokyselin obsazenych v semenu rostliny C. sativa
(Oseyko et al. 2019)

Valin Leucin | Izoleucin | Fenylalanin | Tryptofan | Lyzin Methionin | Threonin
0,68 1,53 0,62 1,02 0,2 1,28 0,50 0,85

Dietni vldknina je definovédna jako ¢ast rostlinného materialu ve stravé, ktera je odolna
vici enzymatickému $tépeni béhem traveni. Zahrnuje celulozu a necelulézové polysacharidy
jako je pektin, gumy, sliz, dale pak nesacharidovou slozku lignin (Dhingra et al. 2011). Jak jiz
bylo feceno vyse, obsah sacharidi v konopném seminku se pohybuje v rozmezi 20-30 %.
Mattila a kolektiv (2018) zjistili, Ze vlaknina konopné¢ho semene ¢inila 33,8 + 1,9 g/100 g
semen, coz pifedstavuje 98 % celkovych sacharidi. To znamend, Ze vétSina sacharid
obsazenych v konopném semeni obsahuje vldkninu, zbyly podil tvoii Skrob, jedna se tedy
0 velmi dobry zdroj potravinaiské vlakniny.

Kromeé jiz zminénych latek konopny olej obsahuje také tokoferoly, které mohou snizovat
riziko kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a vékem podminéné molekularni degenerace
(Leger 2000). Konkrétné se jedna o a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol a 6-tokoferol. Tyto
analogy vitaminu E, ktery je znamy jako lipofilni vitamin (rozpustny v tucich) a také jako
pfirodni antioxidant, se schopnosti chranit buniky pfed oxidacnim stresem a ucinky volnych
radikali, a tak zpomalovat starnuti bunék (Kriese et al. 2004). V nejvétSim mnoZstvi je
pfitomny y-tokoferol, v primérné koncentraci 28,23 mg/100 g konopného oleje (Chen et al.
2010). y-tokoferol vykazuje oproti a-tokoferolu biologickou aktivitu, ktera je potencialné
schopnd chranit organismus pfed chronickymi onemocnénimi, napiiklad pted zanéty (Saldeen
& Saldeen 2005).

Konopna seminka mimo nutriéné vyznamné latky, obsahuji také latky antinutri¢ni. Jedna
se 0 biologické slouceniny, které snizuji biologickou dostupnost zivin. Obecné se do této
skupiny tadi naptiklad saponiny, fytova kyselina a alkaloidy. Mezi antinutricnimi latkami
Vv semenech jsou nejvyznamnéji zastoupeny inhibitory trypsinu ovliviiujicich vyuziti bilkovin
a fytova kyselina, ktera negativné ovliviiuje dostupnost mineralnich latek (Farinon et al. 2020).
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4 Material a metody

4.1 Teoreticka Cast

Teoreticka cast této prace je zpracovana jako systematicky piehled literatury, ktery
zahrnuje zékladni informace o mikrobioté lidské kiaze, informace o bakteriich rodu
Staphylococcus, vcetné zakladnich infekci, které tento rod zpusobuje. Prace také pojednava
0 bakteridlni rezistenci k antibiotickym pfipravkim, shrnuje zakladni informace o rostling
C. sativa L. a jejich biologicky aktivnich latkach. Vyhledavani relevantnich zdroji probihalo
primarn¢ v databazich Google Scholar, Web of Science, SCOPUS, Springer Link apod.
K vyhled4vani zdrojt byla pfedevsim vyuzivana tato klicova slova: konopi, inhibice, bakterie,
infekce (v anglickém jazyce: cannabis, inhibition, bacteria, infection).

4.2 Prakticka cast
4.2.1 Material pouZity v praktické ¢asti diplomové prace
4.2.1.1 Bakterialni kmeny a kultiva¢ni média

Ke stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace byly v experimentu pouZzivany extrakty
C.sativa L. v rizné fazi zralosti. Testovany byly dva standardni kmeny bakterie S. aureus,
konkrétné ATCC 29213 — meticilin-senzitivni kmen a ATCC 43300 — meticilin-rezistentni
kmen nakoupen od firmy ATCC (American Type Culture Collection).

Ke kultivaci testovanych kmenti bylo pouzito tekuté médium Mueller Hinton Broth
(MHB) od firmy Oxoid (Velka Britanie), jehoz sloZeni uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2 Slozeni média Mueller Hinton Broth (Oxoid, Velka Britanie)

SloZeni g/l
Dehydrovany nélev z hovéziho masa 300,0
Kaseinovy hydrolyzat 17,5
Skrob 15

4.2.1.2 Konopné extrakty

Pro testovani antibakterialni aktivity byly pouzity extrakty z rostliny konopi setého
(C. sativa L.) odrady ,,McLove* klasifikovaného jako chemotyp 1, v riizné fazi zralosti, a tedy
S riznym pomérem a obsahem biologicky aktivnich latek. Toto konopi bylo vypéstovano
a vyextrahovano na Katedfe agroenviromentalni chemie a vyzivy rostlin (KAVR) CZU.
Pé&stovani konopi probihalo pomoci tzv. recirkula¢niho cyklu, coZ znamena, Ze Cerstvy Zivny
roztok byl davan kazdy tyden a po tuto dobu také recirkulovan bez ptidani dalSich zivin. Denné
probihala pouze tiprava pH na hodnotu 5.,9.
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4.2.2 Metody pouZiti v praktické ¢asti diplomové prace

4.2.2.1 Extrakce biologicky aktivnich latek z Cannabis sativa L.

Biologicky aktivni latky z rostliny C. sativa L. bylo nutné extrahovat. Dodavatelem
téchto extraktl byla, jak jiz bylo zminéno vyse, KAVR CZU, kde bylo konopi vypéstovano
a byla zde provedena i1 nasledné extrakce. UsuSeny rostlinny material (pfedev§im kvéty, do 4.
tydne spolu s listy) byl rozdrcen a vyluhovéan v alkoholu, konkrétné 96% etanolu. Macerace
probihala za pokojové teploty a stalého michani pti 300 ot./min. po dobu 1 hodiny. Smés byla
ptefiltrovana ve vakuu a rostlinny material byl opét smichan s dal§im rozpoustédlem. Tento
krok byl 2x opakovan a nasledné byly filtraty smichany dohromady. Poté byl vzorek jesté
jednou zfiltrovan ptes nylonové injekéni filtry (0,22 um) do lahvicek. Konecny roztok byl
do doby testovani uskladnén pfi teploté —80 °C.

4.2.2.2 Biologicky aktivni latky v pouZitych extraktech

Obsahy a koncentrace biologicky aktivnich latek, v tomto pfipad¢ kanabinoidd, byly
analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole
(HPLC-DAD). Kalibrace piistroje byla provedena externé¢ pouzitim standarda Kkyseliny
tetrahydrokanabinolové (THCA) 0,3-100 mg/l a ostatni kanabionoidy 0,3—-10 mg/l (Sigma-
Aldrich, Ceska republika). Analyza dat prob&hla pomoci OpenLAB CDS, ChemStation
Edition, Rev. C.01.5.

Na zakladé¢ vysledki téchto analyz byly zjistény biologicky aktivni latky, které
v konopnych extraktech byly nejvice dominantni. Konkrétné se jedna o CBD, CBDA, CBC,
A9-THC, A8-THC, CBGA, CBG, THCA, kyselinu kanabidivarinovou (CBDVA), kyselinu
tetrahydrokanabivarinovou (THCVA), kyselinu kanabinolovou (CBNA) a kyselinu
kanabichromenovou (CBCA).

4.2.2.3 Testovani antibakterialnich u¢inka konopnych extrakti

Urceni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) konopnych extrakti in vitro bylo
provedeno pomoci mikrodiluéni metody Szivnym médiem v 96-jamkové mikrotitraéni
desticce. V této destiCce byla vytvorena sestupna fedici fada zasobniho roztoku extraktti konopi
s po&ate¢ni koncentraci 512 pug/ml. Redéni zobrazuje Obrazek 4.

Inokulum bakterie S. aureus se standardizovalo na koncentraci 1 x 10° KTJ/ml méfenim
vV nefelometru na zakladé¢ McFarlandovy zdkalové stupnice a naockovano do vSech Zluté
oznacenych jamek v mikrotitracni desti¢ce (viz Obrazek 4). Tyto desti¢ky byly dale inkubovany
po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C.
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 (ug/ml) Staphylococcus aureus ATCC 43300 (ug/ml)

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

PK 512 | 512 | 512 512 | NK PK | 512 | 512 512 | 512 NK

PK 256 | 256 | 256 | 256 | NK  PK | 256 | 256 256 | 256 NK
C PK 128 | 128 | 128 128 NK  PK | 128 | 128 128 | 128  NK
D PK 64 64 64 64 NK  PK 64 64 64 64 NK
E PK 32 32 32 32 NK  PK 32 32 32 32 NK
F PK 16 16 16 16 NK  PK 16 16 16 16 NK
G PK 8 8 8 8 NK  PK 8 8 8 8 NK
H PK 4 4 4 4 NK  PK 4 4 4 4 NK

Obrazek 4 Design mikrotitracni desticky

PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola

4.2.2.4 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Vyhodnoceni nariistu testovanych bakterii S. aureus, se provadélo méfenim zakalu
V jednotlivych jamkadm mikrotitra¢nich desti¢ek prostiednictvim pftistroje Infinite® 200 PRO
Microplate Reader (Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 405 nm. Hodnoceni MIC jednotlivych
extraktl bylo brano jako nejnizs§i koncentrace omezujici rast testovanych druhii bakterii
Vv jamkach desticek, které zpiisobily o >80 % ubytek riistu téchto bakterii oproti pozitivni
kontrole. VSechna méfeni se provadéla ve tfech experimentech na sob& zcela nezavislych,
tzv. triplikatech. Vyslednou MIC byl modus ziskanych hodnot danych extrakti.
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5 Vysledky

Provedenim vySe popsaného experimentu mikrodilu¢ni metody v tekutém médiu byly
ziskany udaje o MIC konopnych extraktti vii¢i dvéma standardnim kmentim bakterie S. aureus
(ATCC 29213, ATCC 43300).

5.1 Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie s diodovym polem

Slozeni extrakt bylo identifikovano porovnanim reten¢nich cast analyzovanych
kanabinoid se standardy.

Nejvyssi koncentrace z obsazenych kanabinoidi dosahoval THCA, u kterého
se koncentrace pomalu navysSovala az do 4. tydne. Od 5. tydne zacala koncentrace nartstat
rychleji, jelikoZ se do analyzy zaCaly zahrnovat 1 kvéty rostliny, ve kterych je tento kanabinoid
hojné zastoupen. Nejvyssi koncentrace THCA bylo dosazeno v 8. tydnu — 15,724 %. Naopak
u CBLA, CBL a THCV byly v kazdém tydnu naméfeny nulové hodnoty. Nejvyssich hodnot
zastoupeni v souctu v§ech kanabinoida bylo dosazeno 8. tyden, nejvyssi zaznamenany skokovy
narast probéhl mezi 4. a 5. tydnem. Zastoupeni kanabinoidli v rizném tydnu experimentu
zobrazuje Tabulka 3. Grafy obsahu jednotlivych kanabinoidt ve vzorcich konopnych extraktd
v priibéhu 1-13. tydne zobrazuje Piiloha I. Obsah vSech kanabinoidl ve vzorcich viz Ptiloha
Il.
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Tabulka 3 Zastoupeni kanabinoidii v riizném tydnu experimentu

CBDVA | CBDV |CBDA | CBGA|CBG | CBD | THCV | THCVA |CBNA | CBN TI9-|_C TEI:C THCA| CBL |[CBCA | CBC |CBLA kansz:)l:lifleotidﬁ
Al | 0,003 | 0,000 | 0,016 | 0,054 |0,043|0,000 0,000 | 0,013 | 0,002 |0,000|0,077|0,035| 2,858 |0,000| 0,744 |0,002| 0,000 3,847
A2 | 0,002 | 0,000 | 0,012 | 0,084 |0,025|0,000 0,000 | 0,013 | 0,002 |0,0000,075|0,000| 2,262 |0,000| 0,448 |0,005| 0,000 2,928
A3 | 0,005 | 0,000 | 0,014 | 0,087 |0,065|0,000| 0,000 | 0,012 | 0,007 |0,000|0,0990,010| 2,316 |0,000| 0,443 |0,008 | 0,000 3,066
A4 | 0,005 | 0,000 | 0,014 | 0,212 |0,036|0,007| 0,000 | 0,012 | 0,006 |0,000|0,177|0,011| 2,317 |0,000| 0,622 |0,022| 0,000 3,341
A5 | 0,008 | 0,000 | 0,036 | 0,591 |0,208|0,000 0,000 | 0,044 | 0,014 |0,0000,158|0,000| 7,933 {0,000 0,889 0,000 0,023 9,904
A6 | 0,023 | 0,000 | 0,069 | 0,396 |0,529|0,081| 0,000 | 0,042 | 0,018 |0,000|0,0590,000| 9,412 |0,000| 0,368 |0,000| 0,000 10,997
A7 | 0,008 | 0,073 | 0,086 | 0,505 |0,247|0,008| 0,000 | 0,053 | 0,026 |0,000|0,0780,072|12,369|0,000| 0,317 |0,000| 0,000 13,842
A8 | 0,008 | 0,098 | 0,138 | 0,474 |0,272|0,036| 0,000 | 0,055 | 0,033 |0,000|0,1210,099 | 14,002 |0,000| 0,301 |0,000 | 0,054 15,691
A9 | 0,022 | 0,000 | 0,135 | 0,334 |0,408|0,000| 0,000 | 0,054 | 0,043 |0,0000,109|0,084 | 14,021 {0,000 0,253 0,000 0,034 15,497
Al0| 0,046 | 0,084 | 0,177 | 0,283 |0,810|0,041| 0,000 | 0,060 | 0,063 |0,002|0,169 0,194 | 15,704 |0,000| 0,239 |0,000| 0,067 17,939
All| 0,012 | 0,000 | 0,052 | 0,418 |0,0000,000| 0,000 | 0,066 | 0,051 |0,000|0,382|0,039| 18,163 |0,000| 0,332 |0,000| 0,000 19,515
Al2| 0,008 | 0,000 | 0,196 | 0,342 |0,201(0,027| 0,000 | 0,058 | 0,054 |0,0060,309|0,112| 16,045 |0,000| 0,317 |0,000| 0,071 17,746
Al3| 0,015 | 0,000 | 0,134 | 0,353 |0,207|0,012| 0,000 | 0,056 | 0,050 |0,002|0,211 0,089 15,403 |0,000| 0,289 |0,000| 0,000 16,821

Al-A13: tydny sklizné
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5.2 Minimalni inhibi¢ni koncentrace konopnych extrakti

Z hodnot zakalu naméfenych v jednotlivych jamkach mikrotitra¢nich desti¢ek byly,
po inkubaci pii 37 °C a 24 hodinach, vzaty hodnoty modus MIC pouzitych konopnych extrakti
vici S. aureus ATCC 29213 a ATCC 43400. Priklad toho, jak vypadaji vystupova data pfistroje
Tecan zobrazuje Obrazek 5.

Obrazek 5 Priklad vystupu dat z pristroje Tecan

MIC provedeného experimentu pro oba pouzité kmeny S.
do dvou souhrnnych tabulek (Tabulka 4 a Tabulka 5).

Staphylococcus aurens ATCC 29213 (pg/ml) Staphylococcus aureus ATCC 43300 (ug/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0,191 | 0,264 | 0,271 | 0,268 | 0,269 | 0,178 | 0,186 | 0,267 | 0,264 | 0,271 | 0,268 | 0,176
B | 0,186 | 0,211 | 0,213 | 0,212 0,220 | 0,166 | 0,179 | 0,211 | 0,213 | 0,213 | 0,208 | 0,163
C 0,186 | 0,200 | 0,200 | 0,200 | 0,206 | 0,184 | 0,189 | 0,199 | 0,199 | 0,198 | 0,200 | 0,175
D | 0,184 | 0,187 | 0,189 | 0,193 | 0,193 | 0,190 | 0,196 | 0,190 | 0,189 | 0,193 | 0,190 | 0,174
E | 0,184 | 0,188 | 0,194 | 0,188 | 0,190 | 0,172 | 0,182 | 0,189 | 0,191 | 0,186 | 0,189 | 0,169
F | 0,189 | 0,192 | 0,193 0,189 | 0,190 | 0,175 | 0,189 | 0,186 | 0,189 | 0,189 | 0,190 | 0,176
G | 0,185 0,189 | 0,191 | 0,189 0,187 | 0,177 | 0,188 | 0,193 | 0,186 | 0,189 | 0,187 | 0,189
H | 0,184 | 0,188 | 0,188 | 0,190 | 0,187 | 0,173 | 0,190 | 0,192 | 0,191 | 0,187 | 0,201 | 0,183
PK NK PK NK

aureus byly zpracovany

Inhibi¢ni koncentrace konopnych extrakti se u vzorkd pohybovala od 256 pg/ml

do 16 pg/ml. Nejnizsi naméfenad inhibi¢ni koncentrace konopnych extraktt, 16 pg/ml, byla
shodné u obou testovanych kmentt ATCC 29213, ATCC 43300. Doslo k ni u extraktu ziskaného
7. tyden. Obecné se da fici, ze béhem prvnich 4 tydnt byla MIC vyssi, béhem 5. tydne doslo
K narustu antimikrobialni aktivity konopnych extrakti, ktera se projevila snizenim MIC. Mezi
5. az 13. tydnem se stiidaly hodnoty MIC 64 pg/ml a 32 ug/ml.
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Tabulka 4 MIC Staphylococcus aureus ATCC 29213

Staphylococcus aureus ATCC 29213

desticka/MIC Al A2 | A3 | A4 |A5| A6 |A7|A8|A9| A10 | All | A12 | Al13
1 256 128|512 256643216 (32 |32| 32 | 32 | 64 | 32

2 256 128|256 256 |64 (32|16 |64(32| 32 | 64 | 64 | 32

3 128 128|256 (256 |64 |32 |16 |32 |64 | 64 | 64 | 32 | 64

4 256 128|256 25664 |64 |16 |64 32| 32 | 32 | 64 | 32

5 256 | 128|256 256 |64 |64 16|64 |32 | 32 | 64 | 64 | 64

6 256 | 128|256 256 |64 |64 1632|332 | 32 | 32 | 64 | 32

7 128 | 128|256 |256 |64 |64 |16 (32|32 | 32 | 64 | 64 | 32

8 128 256 (256|256 |64 |64 |16 32|32 | 32 | 64 | 64 | 32

9 128 256 (256|256 |64 |64 |16 32|32 | 32 | 64 | 32 | 32
MODUS 256 (12825625664 |64|16(32|32| 32 | 64 | 64 | 32

Al-A13: tydny sklizné

Graf 4 MIC Staphylococcus aureus ATCC 29213 v zavislosti na pouzitém extraktu
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Tabulka 5 MIC Staphylococcus aureus ATCC 43300

Staphylococcus aureus ATCC 43300

desticka/MIC Al | A2 | A3 | A4 | A5 |A6|A7|A8|A9| Al0 | All | Al2|Al13
1 128 |128|512|128| 64 |32 |16 |32|32| 32 | 32 | 32 | 32

2 256 |128|256|128| 64 [32|16|32|32| 32 | 32 | 32 | 32

3 256 |128|256|128| 64 [32|16|32|32| 32 | 32 | 32 | 32

4 256 128128128 | 64 |64 |16 32|32 | 32 | 32 | 32 | 32

5 128 128|128 (128|128 |64 |16 |32 (32| 32 | 32 | 64 | 32

6 256 |128|128|128|128|64|16|32|32| 32 | 32 | 64 | 32

7 256 128128128 | 64 |64 |16 32|32 | 32 | 64 | 32 | 32

8 256 128128128 | 64 |64 16|32 (32| 32 | 64 | 32 | 32

9 256 |256(128|128| 64 |64 |16 |32|32| 32 | 64 | 32 | 32
MODUS 256 [128(128(128(| 64 [6416|32(32| 32 | 32 | 32 | 32

Al-A13: tydny sklizné

Graf 5 MIC Staphylococcus aureus ATCC 43300 v zavislosti na pouzitém extraktu
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6 Diskuze

Vefejné obavy z rezistence bakterii vici antibiotikiim stale rostou, dle WHO (2016)
se jedna o jednu z nejvétsich hrozeb pro lidskou populaci. S. aureus spolu s dal$imi bakteriemi
(E. coli, Klebsiella pneumoniae a dalsi) disponuje mimofadnou schopnosti vyvinout
si rezistenci vuci jakémukoli antibiotiku, kterému byl vystaven. Tento fakt je zpusoben
predevsim schopnosti horizontalniho genového pienosu rezistence tohoto patogenu, napiiklad
z organismil v pud¢ (Nesme & Simonet 2015). Proto vznika stale vétSi potifeba nachéazet
alternativni zdroje latek s antimikrobialnimi ucinky, a to pfedevsim z rostlin. Kromé napftiklad
mastnych kyselin s antimikrobidlni aktivitou anebo také propolisu, mohou byt jednou
z moznosti nabizejicich se alternativ praveé extrakty z rostliny C. sativa vyznacujici se vysokym
obsahem kanabinoidt a terpenti s antimikrobialni aktivitou. Mimo tyto biologicky aktivni latky
obsahuje konopi také zastupce monoterpend, seskviterpent a flavonoidd, které jsou znamé pro
své antimikrobialni a imunosupresivni u¢inky (Flores-Sanchez 2008). Soucasna antibioticka
1é¢ba ma jiz z divodu naduzivani a evolu¢niho ptizptisobeni bakterii omezenou u€innost proti
bakteriim s rezistenci a jeji dlouhodobé uzivani miize vést spiSe k toxickému tuc¢inku na
organismus. Proto vyzkum a rozsifené vyuziti antimikrobidlni terapie rostlinného piivodu miize
byt velkym pokrokem v lécbé bakteridlnich onemocnéni (Naveed et al. 2014). V ptipadé
experimentu, ktery je obsahem této diplomové prace jsou vyuzivany ethanolové extrakty
Z konopi, obsahujici kanabinoidy rizného zastoupeni v zavislosti na fazich zralosti rostliny, ve
kterych byly extrakty ziskavany.

V databézich a odborné literatufe existuje celd fada studii tykajicich se antimikrobialni
aktivity jednotlivych kanabinoidi vuc¢i bakteriim, at' jiz rezistentnich ¢i senzitivnich
na antibiotickou lécbu. V odborné literatufe se nachazi velké mnoZstvi studii zabyvajicich
se antimikrobidlni aktivitou jednotlivych kanabinoidii (ptedevsim THC, CBD a CBG),
¢i antimikrobidlni aktivitou konopnych esencidlnich oleji. Ve své studii Novak a kolektiv
(2001) testovali antimikrobialni aktivitu péti riznych kultivard C. sativa (Felina, Fedrina,
SwissMix, Kompolti a Secuemi), které obsahovaly jako hlavni slou¢eniny a-pinen, myrcen,
trans-p-ocimen, o-terpinolen, trans-karyofylen a a-humulen. Testovani probihalo na Petriho
miskach, principem metody byla kultivace bakterii na miskach a néslednd aplikace 15 pl
testovaného oleje S méfenim inhibiéni zo6ny. Vysledky tohoto testovani prokéazaly
antimikrobialni aktivitu u bakterii Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas hydrophila, E. coli
a S. aureus.

V soucasné dobé vSak prozatim neexistuji zaddné studie, které by se zabyvaly
antimikrobidlni aktivitou konopnych extrakti v rizné fazi zralosti rostliny, jako je tomu
v pfipadé tohoto experimentu. Proto jsou tyto vysledky t€zko srovnatelné
s odbornou literaturou.

Existuje tada studii zabyvajicich se antimikrobialni aktivitou silic pochdzejicich
zruznych odrid C. sativa. Krom¢ kanabinoidl, obsahuji extrakty také monoterpeny,
seskviterpeny a dal§i latky podobné terpenoidim s antimikrobidlni aktivitou séitajici
se s aktivitou kanabinoidt. Studie Nisen a kolektiv (2010) se zamé&iuje na Cerstvé extrahované
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silice ze tfi odrid konopi (Carmagnola, Finanova a Futura) a jejich inhibi¢ni aktivitu
na mikrobidlni rist, kterd vykazuje slibné vysledky proti gram-pozitivnim mikroorganismiim,
jako je naptiklad i S. aureus. Studie Pellegriny a kolektiv (2020) na antioxidaéni
a antimikrobialni aktivitu esencidlnich oleji C. sativa odridy Futura 75 prokazala
antimikrobidlni aktivitu proti patogennim bakteriim, které jsou gram-pozitivni jako je naptiklad
S. aureus Vv hodnotach MIC 1,25-5 pg/ml, coz je mnohem niz§i nez v pfipad¢ tohoto
experimentu, kdy byly hodnoty MIC v rozmezi 16-256 pg/ml. Dalsi studie provedena v roce
2013 (Russo & Reggiani) dospéla k zavéru, ze biologicky aktivni latky obsazené v konopi jsou
ovlivnény odridou, podminkami ristu a také obdobim sklizné. Coz se projevuje
| v experimentu této prace.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace pouzZitych extrakti konopi se pohybuje v rozmezi
0d 256 pg/ml po 16 pg/ml. Nejvyssi hodnota 256 pg/ml je naméfena v prvnim tydnu, coz je
pravdépodobné dano nedostatenym vzriistem rostliny (bézné jsou pro vyrobu extrakt
Z konopi preferovany dospélé samici rostliny, protoze je u nich nejvyssi produkce kanabinoidi
(Thomas & Elsohly 2016)). Poté postupné az do 7. tydne koncentrace klesala s nejvétsim
skokem v rozmezi 4. a 5. tydne, kdy se zaCaly do extrakce zahrnovat 1 kvéty rostlin, které
obsahuji zldznaté trichomy, ve kterych jsou kanabinoidy obsazeny v nejvét§im mnozstvi
(Turner et al. 1981). Dle studie Yang a kolektiv (2020) se ukazuje, Ze celkové mnozstvi
kanabinoidt, pfedevsim THC, CBD a CBG vyznamné vzrusta, kdyz nastava dozravani kvétu,
pric¢emz nejvyssi koncentrace je dosazeno béhem 6-7. tydne, coz odpovida analyze konopnych
extraktll v tomto experimentu.

Piedpokladem je, ze vzorky s nejvy$§im obsahem kanabinoidli a tim padem i latek
s prokdzanou antimikrobialni aktivitou, budou dosahovat nizsich hodnot MIC. Toto se vSak
nepotvrdilo, jelikoz nejvyssiho obsahu souétu vSech kanabinoidd bylo dosazeno v extraktech
odebranych v 8. tydnu, avSak nejnizsi inhibi¢ni koncentrace dosahovaly vzorky z konopi
odebrané v 7. tydnu, kdy se jednalo o hodnotu 16 pg/ml. Ziejmé tedy nezavisi na kanabinoidech
jako takovych, ale jednotlivé kanabinoidy vykazuji rozdilny inhibi¢ni efekt a zalezi tedy na
jejich poméru v daném extraktu a v daném tydnu sklizn€. Nejvétsi rozdil mezi 7. a 8. tydnem
je tvoteny predevsim v obsahu THC a CBD. Studie van Klingerena a kolektiv (1976) zjistila,
ze THC a CBD maji inhibi¢ni aktivitu proti gram-pozitivnimu S. aureus, a to v fadu MIC 1-5

R4

gram-negativni bakterie odolné.

Ve studii (Apendino et al. 2008) je zkoumano 5 nejcastéji se vyskytujicich kanabinoidi
a to THC, CBD, CBG, CBC a CBN. Vsechny tyto slouceniny vykazuji silnou antibakterialni
aktivitu s hodnotami MIC 0,5-2 pg/ml proti kmeniim S. aureus. Tyto aktivity jsou velmi
piiznivé ve srovnani se standardné vyuzivanymi antibiotiky. Studie z roku 2023 od Luz-Veiga
a kolektiv ukazuje, ze CBG ma na rozdil od CBC silnéjsi antimikrobialni ucinek, coz je
pravdépodobné vysvétlitelné tim, ze struktura CBG a CBD je mirn€ odlisna. Konkrétné
predevsim alicyklicky kruh v CBD, ktery ale v CBG tvofi alkylovy fetézec (viz Obrazek 2).
Tento strukturalni rozdil mize vysvétlovat odliSnou interakci s bakterialnimi membranovymi
receptory.
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Vysledky experimentu nevykazuji zddné vyrazné rozdily v citlivosti na antibakterialni
latky pfirodniho pivodu mezi zastupci MRSA a MSSA béhem 1. tydne. Poté dochazi u MRSA
pozadovanou koncentraci extraktd k inhibici patogenu. Tato hodnota je 16 pg/ml pro oba
zastupce. Coz by mohlo byt zpiisobeno moznou zménou v genotypu, diky které byla vyvolana
rezistence.

Zakladem nyng¢jsi 1é¢by meticilin-rezistentniho S. aureus jsou glykopeptidy, vankomycin
a teikoplanin. Rezistence na meticilin se v ramci svéta lisi, naptiklad ve Velké Britanii si MRSA
zachovava citlivost na gentamycin ¢i tetracykliny, zatimco kmeny MRSA v kontinentalni
Evropé tuto citlivost jiz nemaji (Livermore 2000). Vankomycin, glykopeptidové antibiotikum,
inhibujici biosyntézu bunécné stény je antibiotikem vyuzivanym pro 1é¢bu infekci zptisobenych
MRSA. Kmeny S. aureus, které¢ vykazuji zvysenou rezistenci proti vankomycinu byly objeveny
v 90. letech 20. stoleti (MIC 4-8 pg/ml), vroce 2002 byly v USA hlaseny vankomycin
rezistentni kmeny (MIC > 16 pg/ml) (McGuinness et al. 2017). Tento ptiklad jasné ukazuje, ze
antibiotickd rezistence se vyviji velmi rychle, moznost alternativnich feSeni, je tedy velmi
dilezita.

Vysledky tohoto experimentu ukazuji, Zze antimikrobidlni aktivita extrakti muze byt
vyuzivana jako 1é¢ba rezistentnich patogend napiiklad S. aureus, jako tomu bylo v tomto
pripadé. MIC konopnych extrakti je ale stdle pomérn¢ vysoka, proto by bylo vhodné vést
vyzkumy na moznosti synergické podpory tohoto prosttedku. Jiz nyni se zkouma synergicky
ucinek rostlinnych extrakti a antibiotik na zvySeni u€innosti 1écby a napiiklad studie
Nascimento a kolektiv (2000) prokazala toto synergické spojeni. Pokud by se konopné extrakty
kombinovaly s dalSimi pfirodnimi latkami s antimikrobiadlni aktivitou, je pravdépodobné,
ze by doslo se snizeni MIC a zaroven zvySeni G¢innosti 1é¢by.

Dle vysledki zatim provedenych studii existuji opravnéné ditvody pro podporu
potencidlniho vyuzivani 1é€ebného konopi, pro jeho Siroké moznosti vyuziti a Sirokou Skalu
zdravi prospesnych ucinkt. Ve studiich hodnoticich bakterii S. aureus dochazi k pozitivnimu
jevu inhibice patogenu, coz je slibné z pohledu moznosti 1é€by pomoci prirodnich preparatt,
at’ jiz pouze pomoci kanabinoidi, ¢i extraktti s dal$imi ucinnymi latkami. Je ale zapotiebi
dalSiho vyzkumu a také dalsi apravy legislativnich zakoni jednotlivych zemi.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit literarni reSersi na téma Antibakteridlni aktivita
konopnych extraktd v rizném stadiu zralosti konkrétné¢ vici dvéma standardnim kmenliim
bakterie S. aureus (meticilin-senzitivni ATCC 29213 a meticilin-rezistentni ATCC 43300).

Dale pak stanovit MIC téchto extrakti pomoci mikrodilu¢ni metody. Cil této diplomové prace
byl splnén.

Teoreticky tivod do problematiky byl poskytnut v prvni ¢asti této prace v podobé
shromdzdéni plnohodnotnych ¢lankt, ze kterych byl vytvotren systematicky piehled literatury.
Dale se prace zaobirala problematikou bakterii rodu Staphylococcus, konkrétné pak bakteriemi
S. aureus. Také obsahovala shrnuti poznatkd o rostliné C. sativa L. a biologicky aktivnich
slouceninach, které lze v této rostliné nalézt. Tyto slouceniny maji vlastnosti, které lze
povazovat za velmi ptiznivé pro lidské zdravi. At uz se jednd o UCinky antimikrobidlni,
imunosupresivni, ¢i nutricni hodnoty samotnych konopnych semen, které jsou bohaté
na vlakninu, esencidlni mastné kyseliny a aminokyseliny. Z hlediska své vSestranné
vyuzitelnosti, at’ jiz v podobé vytazkli zrostlin urCenych pro zlepSeni zdravi nebo také
vyuzitelnosti pfimo jako potravina, ma konopi velky potencial.

Prakticka ¢ast prace zamétena na stanoveni MIC 13 konopnych extrakti proti kmeniim
S. aureus ATCC 29213 a ATCC 43300 potvrzuje, ze konopné extrakty vykazuji inhibic¢ni
ucinky proti zastupcim téchto patogentl, a to v zavislosti na stadiu zralosti rostliny. MIC se
pohybovala v hodnotach od 16 pg/ml do 256 pg/ml v zavislosti na fazi zralosti rostliny, ze které
byl ziskdn pouzity extrakt. Vysledky byly ziskdny pomoci standardizované mikrodilu¢ni
metody v 96-jamkové mikrotitra¢ni desticce.

Hypotézu, kterd znéla takto: ,,Konopné extrakty vykazuji antibakterialni G€inky, zavislé

na druhu a kmenu bakterie, pfipadn¢ na stadiu zralosti rostliny*, lze vzhledem K vysledktim
tohoto experimentu potvrdit v oblasti stadia zralosti rostliny.
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha I — Grafy obsahu jednotlivych kanabinoidi ve vzorcich konopnych extraktii v pribéhu
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Ptiloha II- Graf obsahu vSech kanabinoidli ve vzorcich konopnych extrakt v prubéhu 1-13
tydne
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