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Antimikrobialni aktivita extraktii konopi a chmele proti
vybranym plisnim a bakteriim zptuisobujicim onemocnéni
kiize

Souhrn

Kozni infekce zplsobené bakteriemi a dermatofyty jsou v populaci nejrozsifenéjsi.
Problémem vsak nejsou pouze kozni onemocnéni jako takova, ale i jejich 1écba, ktera velmi
Casto vyzaduje pouziti antibiotik. Antibiotika byvaji mnohdy nevhodné zvolena, naduzivana
nebo podavana nevhodnou formou. V dasledku toho se mezi ptivodci téchto nemoci casto
rozviji antimikrobialni rezistence k jednomu nebo i vice druhiim antibiotik, ktera vede
Kk neti¢innosti 1écby. Prilis ¢asté ¢i dlouhodobé uzivani antibiotik mize mit negativni dopad
i na lidsky organismus. Proto je potieba zkoumat dals$i moznosti 1é¢by a dat prostor u¢innym
latkdm obsazenym naptiklad v rostlindch.

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit antimikrobidlni aktivitu konopnych
a chmelovych extrakt pfipravenych riznymi metodami proti vybranym plisnim a bakteriim
zpusobujicim onemocnéni kiize.

Celkem bylo ziskdno sedm extraktii (tfi konopné a ctyii chmelové) ve tfech rliznych
rozpoustédlech — voda, ethanol, dimethylether (DME). Antimikrobidlni aktivita extrakt byla
testovana in-vitro pomoci mikrodilu¢ni metody na vybranych mikroorganismech zptsobujicich
onemocnéni ktize (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Trichophyton interdigitale, Epidermophyton flocossum, Microsporum
canis).

Vysledky experimentu potvrdily, ze chmelové akonopné extrakty vykazuji
antimikrobidlni aktivitu vii¢i mikroorganismiim zpisobujicim onemocnéni kiize a Ze zplsob
extrakce a pouzité rozpoustédlo maji vliv na vyslednou antimikrobidlni aktivitu extraktd.
Extrakty ptisobily spise antibakterialné nez antifungalné. Nejvyssi antimikrobialni aktivita byla
zjisténa u DME extraktd (konopny dosahl u S. pyogenes minimalni inhibi¢ni koncentrace
2 pg/ml), naopak nejnizsi aktivitu vykazovaly vodné extrakty obou rostlin (konopny extrakt
ve sledovanych koncentracich ptsobil jako neG¢inny u vsech patogent — MIC >512/>1024).
Nejvice rezistentnimi mikroorganismy vuci vSem testovanym extraktim byly C. albicans

a P. aeruginosa — ta reagovala pouze na antibiotikum tetracyklin.

Kli¢ova slova: chmel, konopi, antimikrobidlni aktivita, protiplisiiova aktivita, extrakéni ¢inidla



Antimicrobial activity of cannabis and hop extracts
against selected bacteria and fungi causing skin diseases

Summary

Skin infections caused by bacteria and dermatophytes are the most common in population.
The problem is not only skin diseases but also their treatment which often requires the use
of antibiotics. The antibiotics are frequently prescribed incorrectly, overused or applied
in an inappropriate dosage form. That is the reason why the antimicrobial resistance has been
developing among the skin disease agents to one or more antibiotics which has led
to an inefficient treatment. If the antibiotics are used too often or long term, all of this has
a negative impact on a human organism. Therefore, it is necessary to investigate other
possibilities of treatments and give an opportunity to active substances which are contained
in some plants for example.

The aim of this diploma thesis has been to evaluate the antimicrobial activity of cannabis
and hop extracts prepared by various methods against selected moulds and bacteria causing skin
diseases.

Seven extracts were obtained (three from cannabis and four from hop) from three different
solvents — water, ethanol, dimethylether (DME). The antimicrobial activity of extracts was
tested in-vitro through microdilution method on selected microorganisms causing skin diseases
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Trichophyton interdigitale, Epidermophyton flocossum, Microsporum canis).

The results of the experiment have confirmed that hop and cannabis extracts have
antimicrobial activity towards the microorganisms causing skin diseases. The way of the
extraction and the used solvent have the influence on the final antimicrobial activity of the
extracts. The extracts have had greater effect on bacteria than moulds. The highest recorded
antimicrobial activity has been found out at the DME extracts (the cannabis extract achieved
minimal inhibitory concentration of 2 ug/ml in S. pyogenes), on the other hand the lowest
activity has been proved at water extracts of both plants (the cannabis extract in tested levels
of the concentration was inactive at all of the pathogens — MIC >512/>1024). The most resistant
microorganisms against all the tested extracts were C. albicans and P. aeruginosa.

P. aeruginosa reacted only to tetracycline antibiotic.

Keywords: hop, cannabis, antimicrobial activity, antifungal activity, extraction reagents
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1 Uvod

Onemocnéni kize je v celosvétovém méfitku velmi castym problémem. Lidé se
a dermatofyty jsou v populaci pravé témi nejrozsifenéj$imi. Jelikoz vycet patogent a jimi
zpusobena onemocnéni v této praci nezahrnuje zdvazné stavy podléhajici povinné hlasenym
infekénim nemocem, nelze uvést konkrétni statistiky vyskytu t€chto onemocnéni. Problémem
vSak nejsou pouze kozni onemocnéni jako takova, ale i jejich 1écba. Bakteridlni infekce kiize
Casto vyzaduji kromée lokélni aplikace riznych 1écivych masti, krému a past také celkovou 1écbu
pomoci antibiotik, které jsou mnohdy nevhodné zvoleny, uzivany v nadmérné nebo naopak
nedostate¢né mifre, nebo aplikovany nevhodnou formou. V disledku toho se mezi ptvodci
téchto nemoci ¢asto rozviji antimikrobialni rezistence k jednomu nebo i vice druhiim antibiotik,
ktera vede k neti¢innosti 1écby. Ptili§ casté ¢i dlouhodobé uzivani antibiotik mize mit negativni
dopad na lidsky organismus, kdy muze dochéazet napiiklad k porucham krvetvorby nebo
naruseni stfevni mikroflory, coz mize vést k naruseni imunitniho systému. PoSkozena mohou
byt také jatra aledviny, vyjimkou nejsou ani vzniklé alergie na antibiotické preparaty
(naptiklad penicilin). U dermatofytd jiz také byla zpozorovana rezistence k antimykotickym
preparatim, které nebyly pouzivany dle dodaného navodu, byly nevhodné skladovény ci
pouzivany po dob& expirace. Pii opakované 1écbé jiz tyto preparaty nebyly ucinné. Také
kvasinky rodu Candida vykazuji jistou rezistenci pii 1é¢bé jimi zpisobenych onemocnéni.
Proto je potfeba zkoumat dal$i moZnosti 1é€by, pokusit se vyhnout béZné pouZzivanym lé¢ivim
a dat prostor u¢innym latkadm obsaZenym naptiklad v rostlinach. Konopi je zkouméno pro své
Siroké spektrum pozitivnich G¢inkll jiz pomérné dlouhou dobu. Chmel, ktery je konopi
piibuzny, byva Casto piehliZen i pfesto, Ze vykazuje antimikrobidlni aktivitu. Ta byla dosud
vyuzivana pfedevSim v pivovarnickém primyslu. V 1é€bé koznich onemocnéni zatim chmelu

nebyl prikladan vétsi vyznam.



2 Védecké hypotézy a cil prace

Chmelové a konopné extrakty vykazuji antimikrobidlni aktivitu vi¢i mikroorganismim
zpuisobujicim onemocnéni klize. Zpisob extrakce a pouzité rozpoustédlo maji vliv
na vyslednou antimikrobidlni aktivitu chmelovych a konopnych extraktt.

Cilem prace bude vyhodnotit antimikrobialni aktivitu konopnych a chmelovych extrakt
pfipravenych riznymi metodami proti vybranym plisnim a bakteriim zplsobujicim

onemocnéni kuze.



3 Literarni reSerse
3.1 Vyznamné mikroorganismy zpiisobujici koZni onemocnéni

3.1.1 Bakterie

3.1.1.1 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus v soucasné dobé zahrnuje asi 40 druht a poddruhti. Pro ¢lovéka mayji
z hlediska patogenity nejvétsi vyznam koagulaza-negativni druhy S. epidermidis
a S. saprophyticus a koagulaza-pozitivni druh S. aureus. Jedna se o fakultativné anaerobni,
sférické, gram-pozitivni, nepohyblivé a nesporulujici koky, které jsou ve vétSin€ piipadi
neopouzdiené. Jejich pramér se pohybuje okolo 1 pm (Bednéf et al. 1996).

Stafylokoky vykazuji zna¢nou odolnost vii¢i vlivim zevniho prosttedi. ObzvIast
za pritomnosti bilkovin mohou odolat vysychéani az po dobu nékolika tydnli — napt. v zaschlém
hnisu (Bednar et al. 1996). Rostou pfi teplotdch v rozmezi 18 az 40 °C. Jsou rezistentni také
k vys§im koncentracim soli — napiiklad 10% NaCl (Murray et al. 2013). Diky témto vlastnostem
je nékterym druhiim umoznéno prechodné ¢i rezidentni osidleni urcitych koznich oblasti
(Bednar et al. 1996).

U stafylokokovych infekci je celkem b&zna recidiva, vyjimkou neni ani chronicky pribéh
onemocnéni. Zdrojem infekce je téméf vzdy Cloveék, budto jako zdravy prenase¢, nebo
nemocny s otevienou zanétlivou ranou. Ptfenos probihd nepifimo, pfimym stykem nebo
vzdusnou cestou. Vyjimkou neni ani endogenni infekce vlastnim kmenem. Nejcastéji se
vyskytujicimi stafylokokovymi infekcemi jsou pyodermie (hnisava onemocnéni kiize) (Bednar

et al. 1996).

Staphylococcus aureus

Jako jeden z biochemicky nejaktivnéjSich bakterialnich druhi, je dobfe adaptovany
na kolonizaci ktize a sliznic. Mnohé z jeho produktl, jako jsou toxiny, exoenzymy ¢i fada
komplexnich latek bunécné stény, se uplatituji jako faktory virulence (vlastnost vyjadiujici
uroven patogenity). Spolu se streptokoky se fadi mezi nejcastéj$i ptivodce pyogennich
(hnisavych) infekci. Nazev tohoto druhu je odvozen od zluté ¢i zlatavé barvy kolonii, kterd je
déna vznikem karotenoidnich barviv béhem jejich ristu (Murray et al. 2013).

S. aureus (viz Obrazek 1) je patogenni pro prakticky celé spektrum teplokrevnych

zivocichii vCetné Clovéka. Pokud nedojde k oslabeni organismu nebo vystaveni velké davce
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virulentniho kmene, je lidsky organismus vuci stafylokokové infekci znaéné odolny (Bednaf et
al. 1996). K rozvoji abscesu v rané bézné staci inokulace sto zarodky této bakterie. Pokud se
Vv rané nachazi i né¢jaké cizi t€leso (napf. tiiska, katetr, spojka, proteticka chlopen nebo kloub),
pro vznik nemoci staci podstatné mensi mnozstvi stafylokokti (Murray et al. 2013). Chirurgické
zakroky, diabetes, Urazy, maligni onemocnéni ¢i snizend imunita mohou byt vyznamnymi
predisponujicimi faktory zpusobujici stafylokokové infekce. VEtSi nachylnost k napadeni
stafylokokem vykazuji nedonoseni novorozenci, kojenci a seniofi (Bednar et al. 1996).

Infekce vyvolané timto patogenem jsou zpiisobeny produkci toxinii nebo pfimou invazi
a zni¢enim tkané€ kdy dojde k prekonani prirozené bariéry hostitele, coz umoziuje snazsi prinik
patogenu hloub¢ji do okolnich tkani, kde se miize pomnozit. (Murray et al. 2013). Ve vétSing
pfipadd se invazivni onemocnéni projevuji abscesovymi lozisky, nebo se mohou Sifit jako
flegmondzni zanét — tedy bez ohrani¢eni (Honeyman et al. 2011).

S. aureus je pivodcem téchto koznich onemocnéni: syndromu opafené kuze (détské
onemocnéni klze vizualné podobné opafeni 2. stupné€), impetiga (povrchova pyodermie
projevujici se puchyikovitou vyrdzkou), folikulitidy (zanétu vlasovych vacki), furunklu
(zanétlivé lozisko vlasovych folikull) a karbunklu (hnisavé lozisko vzniklé splynutim nékolika

blizkych furunkl) (Honeyman et al. 2011).

Obrazek 1 Staphylococcus aureus

Zdroj: https://cit.vfu.cz/alimentarni-onemocneni/xsa/xsa01.html

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Methicilin-rezistentni S. aureus je znamy pifedev§im jako plvodce zavaznych
nozokomialnich ndkaz, tedy infekci souvisejicich s hospitalizaci pacientli v nemocni¢nim

prostiedi, coz miize mit za néasledek abscesy a furunkuldzu, stejné tak jako jiné infekce.
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Znepokojivy je také jeho zvySeny vyskyt v komunitach, kde jsou lidé v blizkém kontaktu
(Skolky, skoly, véznice, vojenské jednotky, ale i kontaktni sporty), jelikoz pfenos na druhé
probiha pifimym kontaktem, aerosolem i kontaminovanymi pfedméty. Lidé mohou byt bud’to
zdravymi hostiteli MRSA, nebo u nich infekce probihd, aniz by splnovali typické rizikové
faktory. Pravé odtud mohou byt MRSA kmeny zavleCeny do nemocni¢nich zafizeni, kde
zpusobuji zavaznéjsi infekce (Weller et al. 2015). Nemocni¢ni kmeny MRSA jsou prokazatelné
rezistentnéjsi k vétSimu mnozstvi antimikrobidlnich ptipravki nez kmeny komunitni, u kterych
je zatim zachovana vyssi mira citlivosti (Loveckova 2013). Prevence vznikajicich rezistentnich
kment je spojena s dikladnou hygienou, izolaci pacienttl, antiseptickymi latkami a omezenim
antibiotik (Weller et al. 2015).

Nejen, Ze infekce zpisobené MRSA maji delsi priibéh a vedou k vy$S§im nékladiim na 1é€bu
mortalitu. Nakladnost 1écby je dana nutnosti najit vhodné antibiotikum podle kultivace
a prubéznou kontrolou citlivosti rezistentnich kment, jelikoz miize vzniknout odolnost
I k dal$im b&zné€ pouzivanym antibiotickym preparatim. MRSA infekce jako nozokomialni
nakazy komplikujici jind zdvazna onemocnéni mohou kviili vysoké mife rezistence kment viici

Mrve

rozhodujici pro zajisténi okamzitého zahajeni vhodné antibiotické 1€cby (Baddour 2010).

3.1.1.2 Rod Streptococcus

Rod Streptococcus je riznorodou sbirkou gram-pozitivnich, kataldza-negativnich koku
uskupenych typicky v parech ¢i fetizcich (Melter & Malmgren 2014; Murray et al. 2013).
Vétsina je fakultativné anaerobni, nékteré druhy rostou pouze v atmosfére obohacené oxidem
uhlicitym (tzv. kapnofilni rast) (Murray et al. 2013).

Klasifikace jednotlivych druhii tohoto rodu je komplikovana, jelikoZ se pouzivaji tfi riizna
vzajemné se prolinajici schémata, a to déleni dle sérologickych vlastnosti, dle hemolytického
vzorce a dle biochemickych (fyziologickych) vlastnosti. ZjednoduSen¢ Ize streptokoky rozdélit
do dvou skupin: 1) B-hemolytické (klasifikovani podle Lancefieldové) a 2) a-hemolytické a y-
hemolytické (ur€ovani biochemickym testovanim). Druhou skupinu lze souhrnné oznacit jako
viridans streptococci, kdy nazev je odvozen od latinského ,,viridis“ (zelend), odkazujici
na zeleny pigment vznikajici ¢astecnou hemolyzou krevniho agaru. Nékteré druhy zatazené

do této skupiny mohou byt B-hemolytické stejn¢ tak jako a-hemolytické a nehemolytické, coz
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vede ke klasifikaci téchto bakterii obéma zplusoby — dle Lancefieldové i jako viridans
streptococci (Murray et al. 2013).
Nejcastéjsim typem streptokokovych infekei jsou infekce pyogenické (hnisavé) (Melter

& Malmgren 2014).

Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes (viz Obrazek 2) patii do skupiny B-hemolytickych kokt. Je
patogenni predevSim pro Clovéka, Clovek je také jediny ptirozeny zdroj infekce. Zplisobuje
faryngitidu (zanét nosohltanu), spalu, infekce ktize a podkozi (napf. erysipel — akutni infekcni
onemocnéni kiize a podkozi; celulitida — obdoba erysipelu postihujici hlubsi kozni vrstvy),
systémové infekce, streptokokovy toxicky Sokovy syndrom a postreptokokové nasledky
(Bednar et al. 1996; Melter & Malmgren 2014).

Velmi casto se objevuje bezptiznakové nosicstvi, zejména u déti a mladych dospélych,
které je vSak zpravidla pfechodné. Onemocnéni vznika pouze za predpokladu, Ze hostitel nema
protilatky proti danému infek¢nimu kmenu. Ke hnisavym formdm streptokokovych nakaz se
fadi impetigo, erysipel a rizné formy pyodermii (Bednaf et al. 1996).

V pric¢inné souvislosti s infekci S. pyogenes vznikaji onemocnéni nazyvana jako sterilni
nasledky, které se objevuji jiz v nepfitomnosti S. pyogenes — revmatickd horecka,
postreptokokova glomerulonefritida (zanétlivé poskozeni glomerulti — zakladnich filtra¢nich
jednotek ledvin) a chorea minor (také Tanec svatého Vita ¢i Sydenhamilv syndrom —
neurologickd porucha vyznacujici se bezdéénymi nekontrolovatelnymi zaSkuby nebo
kroutivymi pohyby). Zejména u nelécenych infekci jsou postreptokokové nasledky spojeny
S pretrvavajici pritomnosti streptokokovych antigenti (Bednat et al. 1996). Postreptokokové
nasledky jsou v podstaté imunopatologickou zanétlivou reakci, jez vznikd v dasledku
molekulové mimikry mezi epitopy (antigenni determinanty — konkrétni oblasti antigend,
na které se vazou protilatky) M-proteinu S. pyogenes a antigeny (latky schopné vyvolat
imunitni odpovéd’) bazalni membrany glomeruli ¢i struktur myokardu. M-protein je hlavnim
faktorem virulence, protilatky proti nému zkiizené reaguji s vlastnimi antigeny a jako
autoprotilatky zpiisobuji sterilni zanét v postizené tkani (Dallos et al. 2011). Pfed rozvojem

sterilnich nasledkii po akutni fazi infekce probiha faze latence (Bednaf et al. 1996).

12



Obrazek 2 Streptococcus pyogenes

Zdroj: https://www.infectiousdiseaseadvisor.com/home/decision-support-in-

medicine/infectious-diseases/streptocococcus-pyogenes/

3.1.1.3 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas zahrnuje gram-negativni striktné aerobni tycky, které se pohybuji
pomoci polarnich bicikii umisténych na jednom nebo obou koncich. Snadno se mnozi ve volné
pfirodé¢ — napf. v odpadnich vodach, kde se béZné vyskytuji. Dale se s nimi mizeme setkat
ve stfevnim traktu zvifat i lidi. Rostou v rozmezi teplot od 4 do 42 °C, vyhovuje jim vlhké
prostiedi. N&které druhy jsou specifické tvorbou pigmentu. Vyznacuji se schopnosti rychle
ziskat rezistenci vuci antibiotikim. Nejvyznamnéj$im druhem je Pseudomonas aeruginosa
(Cornelis 2008).

Pseudomonas aeruginosa

Jednd se o homogenni druh sjasnou morfologii, biochemickou a antigenni
charakteristikou. U hostitelt se snizenou imunitou kolonizuje hlavné sliznice moc¢ovych cest
arespira¢niho traktu. Mize se vyskytovat také v nemocni¢nim prostfedi, a to v hojném
mnozstvi. Obzvlast na resuscitacnich oddélenich, jednotkdch intenzivni péce
a na novorozeneckych oddélenich kontaminuje katetry, dychaci piistroje atp. Je tedy astym
pivodcem nosokomialnich nakaz. Pseudomonas aeruginosa (viz Obrazek 3) tvoti modrozeleny
pigment pyocyanin (metylhydrofenazin), rozpustny v chloroformu a ve vodé (Rehm 2008).

Infekce vyvolané bakterii Pseudomonas aeruginosa mohou napadnout jakoukoliv tkan ¢i
organ. Je patogenem chronickych infekci u pacientl s cystickou fibrézou, mlze pacienta

napadnout sam nebo spolecné s bakterii komplexu Burkholderia cepacia u pacienta
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s chronickou plicni chorobou (Melter & Malmgren 2014). Z povrchové kolonizace mohou
velmi snadno vzniknout systémova onemocnéni (Bednaf et al. 1996).
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Obrdzek 3 Pseudomonas aeruginosa

Zdroj: https://www.news-medical.net/whitepaper/20150526/Type-1V-pili-influence-

swarming-of-Pseudomonas-aeruginosa-an-overview.aspx

3.1.2 Kvasinky

3.1.2.1 Rod Candida

Rod Candida je od posledni ctvrtiny 20. stoleti nejbéznéjSim lidskym houbovym
patogenem a tuto pozici si drziive 21. stoleti. Sdruzuje pfiblizné 150 heterogennich pfibuznych
rodl, které rostou vétSinou v podobé jednobunéénych kvasinek. Nékteré druhy mohou rust
I v jinych formach jako pseudohyfy nebo hyfy (napt. Candida albicans). Jednotlivé poddruhy
tohoto rodu mizeme najit v Sirokém spektru specifickych prostredi s relativné malym poctem
druhii ¢aste¢né spojovanym s kolonizaci a onemocnénim u lidi. Infekce zptisobené timto rodem
jsou nazyvany kandidézy. Mohou napadnout kizi, sliznice nebo celé organy, avSak pouze po
mimoiadném piemnozeni — V téle se totiz bézné vyskytuji (C. albicans) — z diivodu slabé
imunity, pfi uzivani hormonalni antikoncepce ¢i antibiotik (Calderone & Clancy 2012). KozZni
infekce zplisobené timto rodem vznikaji na oblastech pokozky, které jsou navlhceny okluzi
(forma aplikace masti na kiizi, kdy je nanesena pod plastovou folii — nepropousti vodu, kuze je

zvlhéena a mize se zapafit) nebo maceraci (Heitman et al. 2006).

Candida albicans

Candida albicans (viz Obrazek 4) je puvodcem vétSiny kvasinkovych onemocnéni. Bézné

se vyskytuje v ustni duting, travicim ustroji ¢i pohlavnich organech. Je schopna zpisobit

14



onemocnéni v podob& povrchovych infekei sliznic az po systémové, zivot ohrozujici
onemocnéni u neutropenickych hostitelt, tedy jedincti snizkou hodnotou neutrofild
(nejCastejsim typem bilych krvinek). Nedostatek bilych krvinek zpiisobuje snizeni imunity
atim dava prostor pro snazsi propuknuti onemocnéni (Heitman et al. 2006). Kandidozy
na povrchu ktize I1ze 1é€it relativné snadno oproti vzacnéjsimu celkovému napadeni organismu,

které mtize byt az smrtelné (Calderone & Clancy 2012).
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Obrazek 4 Candida albicans

Zdroj: https://www.lifepersona.com/candida-albicans-benefits-diseases-and-their-symptoms-

treatments

3.1.3 Plisné (dermatofyty)

Dermatofyty jsou specializovani parazité keratinu, ke kterym néleZi anamorfni rody
Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum. Jedna se o skupinu hub, které zpusobuji
infekce kiiZe, nehtil a vlasti (Campbell et al. 2013).

3.1.3.1 Rod Trichophyton

Rod Trichophyton V soucasné dobé zahrnuje 16 druhti s téméf dvéma sty poddruhy. Radi

ey e

pokozky hlavy. Vytvareji hladkosténnd mikrokonidia a makrokonidia. Zastupci rodu
Trichophyton jsou ptvodci infekci nazyvanych tinea, které se pojmenovavaji podle oblasti,

kterou napadaji (napt. tinea pedis — infekce nohou) (Sciortino 2017).

Trichophyton interdigitale

Trichophyton interdigitale (viz Obrazek 5) je pomalu rostoucim (7-12 dni) pivodcem

antropofilnich a zoofilnich infekci. Mikrokonidie mivaji kapkovity tvar na rozdil
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od makrokonidii, které vétSinou chybi. Vytvaii bilé kolonie se zlutym okrajem a oranzovym
reverzem. Zpuasobuje napiiklad tinea pedis (atleticka noha), tinea unguium neboli
onychomykozu (mykdza nehtové ploténky nohou i rukou) a tinea corporis (mykoéza postihujici

oblicej, trup, horni a dolni koncetiny) (Hubka et al. 2014).

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/

3.1.3.2 Rod Epidermophyton

Infekce zpusobené timto rodem napadaji pouze kuzi a nehty. Od roda Trichophyton

a Microsporum se lisi absenci mikrokonidii (Sciortino 2017).

Epidermophyton floccosum

Epidermophyton floccosum (viz Obrazek 6) je antropofilnim druhem, ktery mize zapficinit
malé epidemie v uzavienych kolektivech pouZivajicich spolecné hygienické zatizeni. Pomalu
rostouci Zlutohnédé kolonie se paprscité rozbihaji a mohou mit nazelenaly podton. Reverz je
zlutozeleny az hnédooranzovy. Zpisobuje tinea cruris (mykoéza ttisel, zevnich pohlavnich

organt a hyzdi), tinea pedis, tinea corporis a onychomykozu (de Hoog et al. 2001).
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Obrdazek 6 Epidermophyton floccosum

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/epidermophyton/

3.1.3.3 Rod Microsporum

Rod Microsporum je v souc¢asné dobé omezen pouze na tfi druhy, a to M. audouinii,
M. canis a M. ferrugineum. Ostatni geofilni a zoofilni druhy, diive zafazované k rodu
Microsporum, byly piesunuty do rodi Lophophyton, Nannizzia a Paraphyton (de Hoog et al.
2016).

Microsporum canis

Microsporum canis (viz Obrazek 7) je zoofilni dermatofyt rozsifeny po celém svété. Je
Castym puvodcem dermatofytdzy tinea corporis u lidi, zejména u déti. Napada vlasy, kizi
a vyjimec¢né nehty. Hlavnim zdrojem nakazy jsou psi a kocky. Ploché kolonie bilé az krémové
barvy s hustym vlaknitym povrchem se paprskovité rozsifuji. Reverz je jasné zlatozluty az
hnédozluty, nicméné se mohou objevit i jako bezpigmentové kmeny. Je nejcastéjsim pivodcem

tinea capitis (de Hoog et al. 2001).

Obrazek 7 Microsporum canis

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/microsporum/
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3.2 Lécba bakterialnich a plisnovych onemocnéni kiize

Terapie koznich onemocnénich zptisobenych bakteriemi a plisnémi probiha nékolika
zpusoby podle typu infekce (Cornbleet 2016).

Méné zavaznd bakteridlni onemocnéni kize lze wvyléCit hygienickym opatienim
a predepsanim riiznych antimikrobialnich hojivych masti (napf. s obsahem kyseliny salicylové
infekeci jiz prichéazi na fadu celkova terapie pomoci antibiotik, ktera Ize aplikovat injek¢éné nebo
ve formé tablet. Mnohdy je zapottebi i chirurgicky zakrok, zejména vytvori-li se na kiizi vétsi
abscesy (furunkl), které je nutné zbavit hnisu prostfednictvim chirurgického roziiznuti.
Po zakrocich tohoto typu neni vyjimkou lokalni aplikace antibiotik jako doplnéni celkové
antibiotické 1é¢by. U vaznych ptipadi n¢kdy byva nezbytna i amputace postizené ¢asti, coz je
typické napt. pro celulitidu (flegménu). Z farmak se pii 1é€beé koznich pyodermii mohou
uplatnit také antihistaminika, ktera zmirfiuji zanét a ulevuji od svédéni (Guay 2003).

Antimikrobidlni pfipravky jsou vyznamnou soucasti 1é¢by koznich onemocnéni. Diky
diagndze a vysledkim mikrobiologickych vysetfeni umoziuji kauzalni 1é¢ebny zasah, ktery ma
ve ve&tsin¢ piipadli vyznamny klinicky efekt, pokud jsou dodrzeny vSechna potiebna
bezpecnostni opatieni. RozliSujeme antibiotika s cidnim nebo statickym t¢inkem. Baktericidni
preparaty ucinkuji rychleji (zpravidla do 48 hodin), bakteriostatické maji nastup u¢inku obvykle
béhem 3-4 dnl. Pfi snizené obranyschopnosti pacienta a u zavaznych klinickych stavii jsou
upiednostiiovany bakteriocidni latky, mezi které patii hlavné betalaktamy (monobaktamy,
peniciliny, karbapenemy a cefalosporiny), cyklické lipopeptidy (daptomycin), aminoglykosidy
(netilmicin, amikacin, gentamicin) nebo glykopeptidy (teikoplanin, vankomycin). Cidni u¢inky
vykazuji 1 €asto uzivané chinolony ¢i co-trimoxazol. Tetracykliny a makrolidy jsou zastupci
bakteriostatickych 1é¢iv, po jejichz G€inku se imunitni systém musi vypofadat s potlac¢enymi
mikroby. Pro zajisténi optimalniho lécebného efektu je v n€kterych piipadech nezbytna
kombinace antimikrobidlnich pfipravki, aby doslo napft. k rozsifeni antibakterialniho spektra,
oddaleni vzniku rezistence nebo bylo dosazeno synergického ucinku (Loveckova 2012).

Pti antibiotické 1écbé je stale vétSim problémem antimikrobidlni rezistence patogend. Ta
je vice rozebrana v podkapitole 3.2.1. Stafylokoky maji pozoruhodnou schopnost vyvinout si
odolnost proti vét$ing antibiotik. Jsou rezistentni napf. k antibiotiku penicilin. Kvili problémim
s penicilin-rezistentnimi stafylokoky byly vyvinuty polosyntetické peniciliny (methicilin,
nafcilin, oxacilin, dicloxacilin), vic¢i kterym se vSak stafylokoky také staly odolnymi. Az

donedavna byl vankomycin jediné antibiotikum, které ziistalo plosné€ i¢inné proti stafylokoktim
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rezistentnim vici methicilinu. Objevily se vSak dalsi kmeny S. aureus rezistentni i vaci
vankomycinu (Murray et al. 2013). Pfi MRSA ndkazach se voli preparaty jako clindamycin
nebo doxycyklin. U zavaznych stavi zptusobenych bakterialnimi exoprodukty (stafylokokovy
a streptokokovy syndrom toxického Soku, stafylokokovy syndrom opatené kiize) je vyzadovana
razantni aplikace antistafylokokovych ¢i betalaktamovych antibiotik, a to ve vysokych davkach
(Loveckova 2012). Oralni lécba stafylokokovych infekci milize zahrnovat trimethoprim-
sulfamethoxazol ¢i dlouho puasobici tetracykliny, jako jsou doxycyklin, minocyklin,
clindamycin nebo linezolid. N¢kdy se vSak objevuje rezistence i na clindamycin. Pouziti
linezolidu je zase limitovano jeho cenou a toxicitou. Pro intravendzni terapii se voli
vancomycin, jehoz akceptovatelné alternativy jsou daptomycin, tigecyklin nebo linezolid
(Murray et al. 2013).

Terapie plisnovych koznich infekci (dermatomykoz, dermatofytoz) trva pomérné dlouhou
dobu, velmi Casto se objevuje i recidiva (Cornbleet 2016). Nejcastéji je na postizenou kizi
podavat 1éky ve form¢ tablet. Antimykotika se bézné pouzivaji po dobu 2-3 tydnl u koznich
onemocnéni a az 5 mésicl uonemocnéni nehtl (Eldridge et al. 2014). Celkova lécba
antimykotiky u kandidéz se tidi lokalizaci, rozsahem 1 celkovym stavem pacienta (Loveckova
2012). Béhem 1écby je samoziejmosti dodrZzovani hygienickych zasad, omezeni kontaktu
s dal§imi lidmi, aby nedochazelo k dal§im pfenosim, a noSeni prodySného odévu ¢i obuvi
(Eldridge et al. 2014).

3.2.1 Problematika antimikrobialni rezistence

Jednim z vyznamnych medicinskych probléml je v soucasnosti narlstajici rezistence
mikrobl k antimikrobidlnim latkdm, a to zejména ve zdravotnickych zatfizenich (Loveckova
2012). Jedna se o ptirozeny proces, ktery podporuje fakt, ze napt. bakterie se velice snadno
pfizplisobuji neptfiznivému prostiedi, coZ je dano jejich rychlou genetickou variabilitou
(Mandell et al. 2015). V soucasné dobé lze najit i takové bakterialni druhy, které jsou
tzv. panrezistentni — tedy odolné vii¢i vS§em zndmym antibiotikim. Jednim z nejbéznéjsich
rezistentnich kmenti je Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), ktery byl
izolovan jiz v roce 1961 (Lowy 2003). U dermatofytt jiz také byla zpozorovana rezistence
k antimykotickym preparatim, které nebyly pouzivany dle dodaného navodu, byly nevhodné

skladovény ¢i pouzivany po dob¢ expirace. Pti opakované 1é¢bé jiz tyto preparaty nebyly t¢inné
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(Mandell et al. 2015). Také kvasinky rodu Candida vykazuji jistou rezistenci pti 1é¢b¢ jimi
zpusobenych onemocnéni. Vyssi pocet rezistentnich druhl (zejména C. glabrata), coz je
spojovano nejcastéji s podavanim raznych azolt (napi. flukonazol) v profylaxi, byl
zaznamenan hlavné v hematoonkologickych a transplanta¢nich centrech (Mallatova et al.
2011).

je pripisovan mutaci, pfeneseni genu pro rezistenci nebo genu, ktery koéduje produkci
betalaktamazy. Pienos probihd pomoci plazmidu (mald kruhovitd molekula DNA) nebo
transpozonu (segment DNA schopny zménit lokalizaci v genomu — ,pohyblivy gen®)
(Loveckova 2012).

Na rezistenci ma do jisté miry vliv pfedepisovani nevhodnych typt antibiotik, nevhodna
aplika¢ni forma a také jejich aplikace v nadmérné nebo naopak nedostatecné mife na zaklade
zazitych davkovacich schémat, ktera nereflektuji napi. pacientovu télesnou hmotnost ani
minimalni inhibi¢ni koncentrace patogenti (Skold 2011). Nejcastéji se chybuje podanim
antibiotika v pfipadech neinfekénich ¢i virovych onemocnéni. Nespravné je také nasazeni
antibiotik pfed odbérem biologického materidlu (napf. stér z rany), jelikoz pak neni mozné
prokézat etiologické agens. DalSim chybnym krokem muze byt pfed¢asna zména preparatu,
ktery jesté nezacal u€inkovat, vyména za medikament spadajici do stejné skupiny, pouZiti
Sirokospektrého antibiotika u onemocnéni s uz§im spektrem nebo nezohlednéni zdravotniho
stavu pacienta (snizena funkénost jater, ledvin atp.) (Lovedkova 2012). Spatné podavana
antibiotika mohou zpisobit potize i samotnému pacientovi, zejména co se tyce naruSeni
pfirozené sttevni mikroflory nebo poruch krvetvorby, coZ miiZze vést k naruSeni imunitniho
systému. PoSkozena mohou byt také jatra a ledviny, vyjimkou nejsou ani vzniklé alergie
na antibiotické preparaty (napf. penicilin) (Skold 2011).

Predpokladem Uspé$né 1écby je spravna klinickd diagndza, znalost piivodu konkrétniho
onemocnéni a vhodné zvolend antibiotika (Mandell et al. 2015). K zah4jeni antimikrobialni
1é€by by mélo dojit pouze za piedpokladu, ze se jedna o infek¢ni stav, ktery byl vyvolan

mikroby, které 1ze danym lécivem skute¢né postihnout (Loveckova 2012).

3.2.2  Alternativni moZnosti 1é¢by bakterialnich a plisiiovych koZnich infekci

Pfirodni bylinné léky z rostlin pro 1écbu koznich nemoci se stavaji ¢im dal vice

populdrnimi, a to hned kvili né€kolika vyhodam, jako jsou méné Casto se vyskytujici vedlejsi
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ucinky nebo lepsi snasenlivost pacienty. Byliny jsou bohatym zdrojem aktivnich latek a mohou
ktze. Diky dlouhé¢ historii pouzivani se staly pfijatelnymi. Mimoto, bylinné 1éky poskytu;ji
racionalni zptisob 1é€by mnoha onemocnéni, ktera jsou odolna nebo nelécitelna konvencénim
zpusobem. V letech 1995-2012 probihalo nékolik vyzkumnych praci, ptfi kterych bylo
identifikovano 31 rostlin, které maji pozitivni u€inky pfi 1écbé riiznych koznich onemocnéni
(Tabassum & Hamdani 2014). NiZe jsou vypsané ty nejzajimavéjsi z nich.

Byla zkoumana napiiklad antifungalni aktivita vodnych extraktt cibule (Allium cepa)
a ¢esneku (Allium sativum). Studie in vitro ukazala, Ze G¢inky téchto dvou rostlin mohou byt
slibné pti 1écbé chorob zplsobenych patogennimi mikroorganismy rodt Candida, Malassezia
a dermatofyty (Tabassum & Hamdani 2014).

Také aloe vera, ktera je Casto uzivana ve form¢ napoje, vykazovala velmi dobré vysledky
u koznich onemocnéni. Je G¢inna i pti 1€cbé vrasek, strii nebo pigmentaci. Zda se, Ze je schopna
urychlovat hojeni ran zlep$enim krevniho obéhu v daném misté a piedchazi odumirani bun¢k
Vv okoli rany. Gel z aloe vera ma vlastnosti, které jsou Skodlivé pro urcité typy bakterii a hub.

Mésicek Iékaisky (Calendula officinalis) je jiz dlouho pouzivan v lidové 1é€bé a vice nez
35 vlastnosti je piipisovano odvartim a tinkturam z jeho kvétt. Pouziti je vhodné na popaleniny
(v€etn¢ spaleni od slunce), modfiny nebo kozni a vnitini zanétlivd onemocnéni rizného
ptvodu. Extrakty mé&si¢ku lékatrského urychluji hojeni Zilnich viedl dolnich koncetin a zlepSuji
syntézu kolagenu v subepidermalni pojivové tkani (Tabassum & Hamdani 2014).

Echinacea (Echinacea angustifolia, Echinacea purpurea) muze byt aplikovana ve formé
tablet, Stavy ¢i ¢aje pro lécbu riznych koznich onemocnéni, napf. viedd, ran, popalenin
a dalsich (Tabassum & Hamdani 2014).

Rostlinné extrakty z prySce (Euphorbia walachii, Euphorbia hirta, Euphorbia tirucalli)
vykazovaly vétsi aktivitu proti grampozitivnim bakteriim a plisnim. Nejlepsi antimikrobialni
aktivita byla prokazana u E. tirucalli. Studie podpotila lidové pouziti E. hirta a E. tirucalli proti
nékterym koZnim onemocnénim zpisobenym oxidacnim stresem nebo mikroorganismy
(Tabassum & Hamdani 2014).

Srucha zelna (Portulaca oleraceae) je bylina s ptirozenymi chladivymi vlastnostmi, které
zklidiuji pokozku, ulevuji od koznich zanéti a vyrazek pii popaleninach. Lokalni aplikace
vodného extraktu na pokozku mé antibakterialni a protiplisiiové uc¢inky. Obklad z Cerstvé
byliny nebo extrahovana §t'ava se pouzivaji k 1é€b€ popalenin, bolesti v uchu, zanétl, koznich

viedul, svédivé kuze, ekzému ¢i abscesu (Tabassum & Hamdani 2014).
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Tymian obecny (Thymus vulgaris), znamy také jako matetidouska, miize zmirnit ptiznaky
celulitidy a infekei kize zptisobenych bakteriemi, které mohou vést k bolesti, citlivosti, otoku,
horeCce, zimnici a zarudnuti kiize. Muze také nabidnout antifungalni a antibakteridlni ucinky.
Nicméné, University of Maryland Medical Center varuje, ze u tymianu nebyl prokéazéan
specificky pfinos proti celulitidé, navic tato rostlina mize zvysit riziko krvaceni (Tabassum
& Hamdani 2014).

Ttezalka teCkovana (Hypericum perforatum) je dalsi 1é¢ivou rostlinou, ktera se da zevné
pouzit k 1écbé koznich problémi. Zejména trezalkovy olej lze vyuzit pfi popaleninach,

zanétlivych onemocnénich kize a dalsich koznich poranénich (Martin & Martinova 2014).
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3.3 Vyuziti konopi a chmelu jako ATB agens

3.3.1 Konopi seté

Konopi seté (Cannabis sativa) (viz Obrazek 8) je jednoleta dvoudoma kvetouci semenna
bylina fadici se do celedi konopovitych (Cannabaceae), jejiz pivod saha do stfedni
severovychodni Asie. Vzhled této rostliny je ovlivnén podminkami prostiedi. Charakterizuje ji
dlouhy stihly stonek, jehoz kofenovy systém zasahuje do hloubky az 40 cm. Slozeni listii se
béhem dozravani méni, u plné vzrostlych rostlin je obvyklych 9 az 11 listli (Tandon & Mathur

2017).

Obrdzek 8 Cannabis sativa

Zdroj: http://lwww.pharmapoint.cz/herbar/konopi-neni-jen-droga/

3.3.1.1 Biologicky aktivni latky konopi

Do roku 2014 bylo v konopi identifikovano 545 riznych latek. Vice nez 150 z nich tvofi
hlavni biologicky aktivni sekundarni metabolity — kanabinoidy, asi 140 terpenoidy a zbytek
doplituji aminokyseliny, proteiny, flavonoidy, alkoholy, mastné¢ kyseliny, cukry,
hydrogenuhli¢itany, aldehydy, ketony, glykosidy, pigmenty a dals$i (Giese et al. 2015).
Koncentrace aktivnich latek zavisi na mnoha faktorech, jako jsou odriida, stafi rostliny, typ
rostlinného pletiva, podminky rustu, doba sklizné a stejn¢ tak i podminky skladovani (Ali et al.

2012).
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Kanabinoidy jsou Vv rostlin¢ konopi produkovany systémem zlaz v podobé tekuté olejovité
pryskyfice, nékdy téz nazyvané jako zivice. Podle chemické struktury je muizeme zaradit
do deseti zakladnich typu, a to: kanabigerol (CBG), kanabichromen (CBC), kanabidiol (CBD),
delta-9-tetrahydrokanabinol (delta-9-THC), kanabinol (CBN), delta-8-tetrahydrokanabinol
(delta-8-THC), kanabicyclol (CBL), kanabielsoin (CBE), kanabinodiol (CBND) a kanabitriol
(CBTL). Existuji vsak i smiSené formy. Ke kazdému typu lze pfifadit nékolik kanabinoidi,
které jsou odlisné napt. délkou postranniho fetézce. V jedné konopné rostlin€ 1ze obvykle nalézt
pouze tfi az Etyfi kanabinoidy ve vyznamném mnozstvi (napt. CBC kolem 20 %, CBD az 95 %
z celkového mnozstvi kanabinoidil), ostatni jsou obsazeny pouze ve stopovém mnozstvi, nebo
se V rostlin€ nevyskytuji vilbec (Appendino et al. 2008).

Konopi seté obsahuje esencidlni olej (silici), ktery je svym sloZzenim ptibuzny silici chmelu
ota¢ivého (Humulus lupulus). Jeho slozeni jiz bylo pfedmétem mnoha vyzkumu, kdy bylo
zjisténo, ze vykazuje bakteriostatické u€inky. Hlavnimi slou¢eninami konopné silice jsou o-
pinen, myrcen, trans-pB-ocimen, a-terpinolen, trans-caryophyllen a a.-humulen, jejichz mnozstvi
zavisi na kultivaru, coz také ovliviiuje antimikrobidlni aktivitu (Novak et al. 2001). Také
terpeny jsou nezbytnou soucasti konopné rostliny vytvaiejici charakteristickou viini a podileji
se i na chuti a barvé. Jedna se o silné aromatické t€kavé nenasycené uhlovodiky, které jsou
soucasti silic. V rostlinach vznikaji pro ochranu pted plisnémi, bakteriemi a hmyzem. Pokud
jsou terpeny denaturovany oxidaci, vznikaji terpenoidy, které oproti terpenim maji navic
funkéni skupinu (alkoholovou, karboxylovou, aldehydickou ¢i ketonickou). U nékterych
terpenid byly téz prokdzany 1écivé Ucinky. NejCasteji se vyskytujicimi terpeny v konopnych
rostlinach jsou pinen, myrcen, limonen, humulen, linalool, karyofylen a terpinolen (Ibrahim
et al. 2019).

Ali et al. (2012) uvadi, ze kanabidiol byl shleddn jako sloZka konopného oleje ti¢inna proti
gram-pozitivnim bakteriim a kvasinkam. Dale také uvadi, ze chemotypy C. sativa vypéstované
Vv severnich zemeépisnych Sitkach maji vy$si pomér kanabidiolu k tetrahydrokanabinolu, coz ma
za nasledek siln€j$i antimikrobialni aktivitu. Olej z konopnych semen je vhodny pro 1é¢bu
mnoha koznich onemocnéni, jeho pouzitim se kiize zesiluje a 1épe pak odolava bakterialnim,
plistovym 1 virovym infekcim. Prasek z listi konopi setého se aplikuje pifi obvazovani ran
a viedu. Zevni aplikace se uplatiiuje pro zmirnéni bolesti pii svédivych koznich onemocnénich.

Kanabinoidy, flavonoidy a terpeny ptisobi ve vzajemné synergii (Tabassum & Hamdani 2014).

24



3.3.2 Chmel otacivy

Chmel otacivy (Humulus lupulus) (viz Obrazek 9) je dvoudoma vytrvala lianovita rostlina
fadici se stejné jako konopi seté do ¢eledi konopovitych (Cannabaceae). Pravotoc¢iva lodyha
byva 6-9 metrii vysokd a ma bohaty kofenovy systém, kdy hlavni kiilové kofeny sahaji
do hloubky dvou az Sesti metrd. Z lodyhy v oblasti kolének vyrustaji tfilalocné az pétilalocné
trapikaté listy (Zanoli & Zavatti 2008).

Obrazek 9 Humulus lupulus

Zdroj: https://laidbackgardener.blog/tag/humulus-lupulus-aureus/

3.3.2.1 Biologicky aktivni latky chmelu

V chmelovych S§isticich (samici oplodi) byly identifikovany hlavni chemické slouceniny
zahrnujici terpeny, hotké kyseliny a chalkony. Chmel je téz bohaty na flavonolové glykosidy
(flavonoly), jako napf. kempferol, kvercetin, kvercitrin a rutin, a na katechiny katechingalat
a epikatechingalat. V esencidlnim chmelovém oleji byly rozpoznany stovky terpenoidi,
primarné seskviterpeny B-karyofylen, farnesen a humulen, a monoterpen myrcen. Hoiké
kyseliny (derivaty floroglucinolu), obvykle délené na alfa a beta kyseliny, jsou v chmelu
pfitomné jako komplexni smés v rizném slozeni a koncentraci. Alfa kyseliny jsou
rozhodujicimi slouc¢eninami v pivovarnickém primyslu dodavajici pivu typickou hotkou chut,
piispivajici ke stabilité pivni pény a stejné tak vyvijejici antibakterialni aktivitu. Pfi vysokém
pH a vysoké teploté alfa kyseliny izomeruji na odpovidajici iso-alfa-kyseliny, které jsou
rozpustnéjsi a hot¢ejsi. Krome esencialniho oleje a hotkych kyselin bylo v chmelovych Sisticich

vvvvvv

(XH), ktery mize byt pfeménén v dusledku tepelného zpracovani a zvysSeni hodnoty pH
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na prenylflavanon isoxantohumol (IX). I dal$i chalkony vyskytujici se v 10-100krat nizsi
koncentraci nez XH isomeruji na odpovidajici flavanony. Sloufenina zndma jako
desmetylxantohumol (DMX) je povazovana za piedchiidce vétSiny flavonoidl piitomnych
Vv chmelu. B€hem vyvoje od kvétenstvi po zralé Sistice dochazi k postupnému zvysovani hladin
alfa a beta hotkych kyselin, DMX a XH. Rychlost akumulace zavisi na odridé¢ chmelu
a klimatickych podminkach (Zanoli & Zavatti 2008).

U chmelu otacivého byly prokézany antibakteridlni i antifungélni u¢inky. Nejvétsi ucinnost
byla pozorovana u gram-pozitivnich bakterii, zejména pak u rodd Staphylococcus,
Mycobacterium, Micrococcus a Streptomycetes (Martin & Martinova 2014). Antibakterialni
aktivita je pfipisovana zejména humulonu a lupulonu — hot¢indm obsazenym v Sisticich. Horké
kyseliny naopak vykazuji antifungalni aktivitu vuéi kvasince Candida albicans a rodim
Trichophyton, Fusarium a Mucor. Vybrané humulony o minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC)
100 pg/ml byly aktivnéjsi nez lupulony s MIC vyssi nez 200 pg/ml vaéi rodam Trichophyton
a Mucor (MIC 3,13 pg/ml), ale mén¢ G¢inné proti rodu Staphylococcus (MIC 6,25 pg/ml). Také
prenylchalkony byly studovany z hlediska antifungalni aktivity, kdy nejacinng&j§imi €inidly
byly stanoveny 6-prenylnaringenin (6-PN) a XH vu¢i rodu Trichophyton (MIC = 3,13 pg/ml)
a bakterii Staphylococcus aureus (MIC = 6,25 ug/ml), které vSak byly prakticky neaktivni viéi
jinym lidskym patogennim houbam (napt. C. albicans nebo rod Fusarium). Esencidlni oleje
ziskané hydrodestilaci a chloroformové extrakty riznych odrdd chmelu vykazuji
antimikrobidlni aktivitu vic¢i gram-pozitivnim bakteriim (napf. S. aureus), ale nemaji zadny
vliv na gram-negativni bakterie (napf. E. coli) a kvasinku C. albicans. Xantohumol, jako slozka
chmelu s antiinfek¢énimi vlastnostmi, je popisovan jako antiinfekéni agens u¢inné proti gram-
pozitivnim bakteriim (S. aureus, Str. mutans), virim (cytomegalovirus, herpes simplex virus
typ 1 a 2, HIV 1), houbam (Trichophyton spp.) a malarialnim prvokim (Plasmodium
falciparum) (Zanoli & Zavatti 2008).
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4 Material a metody

Pomoci modifikované mikrodiluéni metody byla vrdmeci experimentu testovana
antimikrobidlni a antifungalni aktivita tfi extraktG konopi a Ctyf extraktd chmelu proti

vybranym mikroorganismtiim zptisobujicim onemocnéni klize.
4.1 Rostlinny material

Konopi bylo vypéstovano na katedre rostlinné vyroby Fakulty agrobiologie, potravinovych
a ptirodnich zdroji Ceské zemé&d&lské univerzity v Praze v roce 2017. Chmelové extrakty,
pouzité k testovani antimikrobialni a antifungdlni aktivity, byly ziskany z odridy Zatecky
polorany cCervenak. Konopné extrakty byly ziskany z medicinalni odrady Meclov,

charakteristické vysokym obsahem THC.
4.2 Priprava extrakta

Pted samotnou extrakci byl rostlinny materidl homogenizovan pomoci elektrického
mlynku (A1l basic, IKA, SRN). Pro nd$ experiment bylo z plodenstvi chmele a ze samiciho

kvétenstvi konopi pfipraveno celkem sedm extraktt, a to ve 3 riznych rozpoustédlech.
4.2.1 Ethanolové, vodné a dimethyletherové extrakty

Homogenizovany chmel a konopi byly smichany s 80% ethanolem v poméru 1:10,
s destilovanou vodou v poméru 1:15 a byly tfepany na ttepacce (Heidolph, SRN) po dobu
24 hodin. Ethanolové extrakty byly nasledné odpateny pomoci rotaéni vakuové odparky (typ:
Hei-VAP Advantage, Heidolph, SRN) (viz Obrazek 10), teplota vodni lazné byla 40 °C. Vodné
extrakty byly nasledné lyofilizovany. Vodny extrakt chmelu byl pfipraven ve dvojim provedeni

— filtrovany a nefiltrovany.
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Obrazek 10 Odparovani extraktu na vakuové rotacni
odparce

Zdroj: vlastni

Nehomogenizovany chmel o navazce 32,3 g a konopi o navéazce 47 g byly pfevedeny do
extraktoru (Essential Oils Extractor — E.O.E.) (viz Obrazek 11) (Dexso Professional, Dexso,
CH) a pomoci dimethyletheru (DME) ve formé hnaciho plynu ve spreji (viz Obrazek 12)
extrahovany na teflonovou podlozku (viz Obrazek 13 a 14). Pro kazdy extrakt byly pouzity dva
kusy DME spreje (1 I).

Obrazek 11 Extraktor oleje

Zdroj: vlastni
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Jimezhy: Etner

Near zero impuritivs” |

Obrazek 14 Dimethylether ve spreji

Zdroj: vlastni

Obrazek 13 Zleva chmelovy a konopny DME extrakt

Zdroj: vlastni

Obrazek 12 Detail chmelového (vlevo) a konopného DME extraktu

Zdroj: vlastni
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Prevedenim extrakti do dimethylsulfoxidu (DMSO) (Penta, CZ) byly pfipraveny zasobni
roztoky o koncentraci 51,2 mg/ml, které byly skladovany v mrazaku pii -20 °C k dalSimu

pouziti. Rozpusténi extraktli probihalo pomoci ultrazvukové lazn¢ (Bandelin, CZ).

4.3 Testovani antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni a antifungélni UCinky extraktl byly sledovany u tfi typa plisni, jedné
kvasinky a deviti bakterii zptisobujici kozni onemocnéni. Testovani vSech extrakti prob&hlo

ve tfech nezavislych opakovéanich.
4.3.1 Testované mikroorganismy

Antifungélni Gc¢inek extraktl byl sledovan celkem proti tfem kmenlim dermatofytnich
plisni, a to Trichophyton interdigitale CCM 8377, Microsporum canis CCM 8353
a Epidermophyton floccosum CCM 8339. Kmeny byly zakoupeny z Ceské sbirky
mikroorganisml (CCM).

Antimikrobidlni ucinek extraktii byl sledovan proti kvasince Candida albicans CCM
90028, sedmi kmentim bakterii rodu Staphylococcus aureus: SA 3953, SA 4300, SA 33592,
SA 29213, MRSA 2 (methicilin-rezistentni S. aureus), TRSA 2 (tetracyklin-rezistentni
S.aureus), EMRSA 15 (epidemicky, methicilin-rezistentni S. aureus), Pseudomonas
aeruginosa 27853 a Streptococcus pyogenes 4425.

Testované kmeny SA, EMRSA a PA byly zakoupeny od firmy Oxoid (Basingstoke, UK),
kmen SP a dermatofytni plisné byly zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM),
klinické izolaty TRSA a MRSA byly ziskany z nemocnice Motol (Praha, CZ).

4.3.2 Priprava kultiva¢nich médii a agaru

Pro testovani naristu bakterii byl pouzit kultiva¢ni bujon Mueller-Hinton Broth (MHB)
(Oxoid, CZ). MHB bujon byl pfipraven rozmichanim v destilované vodé dle navodu uvedeném
na obalu a nasledné¢ sterilizovan v autoklavu.

Pro testovani narGstu kvasinky a plisni bylo pouzito tekuté médium RPMI. Médium bylo
ptipraveno smichanim RPMI-1640 média (Sigma-Aldrich, CZ) aMOPS (3-(N-
morfolino)propansulfonova kyselina) (VWR, CZ) v destilované vodé dle ndvodu a nasledné
bylo upraveno pH roztoku pomoci 1M NaOH na hodnotu 7. Hotové médium bylo sterilizovano

pomoci membranové filtrace (0,2 um).
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Pro kultivaci plisni byly pouzity dva rizné agary, Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
a Potato Dextrose Agar (PDA) (Oxoid, CZ). Agary byly pfipraveny smichanim s destilovanou

vodou dle navodu na obalu, sterilizovany v autoklavu a rozlity do Petriho misek.
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4.4 Testovani antimikrobialni a antifungalni aktivity mikrodilué¢ni metodou

Testovani bylo provadéno ve sterilnim prostiedi, které zajistil lamindrni kabinet (typ:

Biostar, Telstar, E). Sterilni byly téz vSechny pouZzité nastroje a média.
441 Priprava inokula

Bakterialni inokulum o0 koncentraci 0,5 McFarlanda bylo piipraveno pomoci densitometru
(typ: DEN-1B, Biosan, LV) nafedénim den staré bakterialni suspenze kultivované pii 37 °C
do MHB bujonu. Hotova inokula byla pouzita pro kultivaci v mikrotitraénich destickach.
Inokulum kvasinky bylo pfipraveno stejnym zptisobem, avsak do RPMI média.

Fungélni inokulum je pon¢kud problematické vzhledem k riizné velikosti hyf. Reédlna
koncentrace KTJ (kolonie tvoticich jednotek) dermatofytd byla zjistovana vysevem na agarové
plotny pomoci Spiral Plateru (easySpiral Pro, Interscience, F). Inokula vSech dermatofyta byla
ziskana seSkrabanim mycelia z tyden starych kultur a jeho rozpusténim ve znamém mnozstvi
fyziologického roztoku (slozeni na 1 I: destilovana voda, 8,5 g NaCl (Dorapis, CZ), Tween 1 g
(Carl Roth, SRN)). Ziskana suspenze byla nafedéna ve fyziologickém roztoku pomoci
densitometru na hodnotu 0,5 McFarlanda, coz pro Trichophyton interdigitale pfedstavuje 4-6
log KTJ/ml, pro Epidermophyton floccosum 5-6 log KTJ/ml a pro Microsporum canis 1-3 log
KTJ/ml.

4.4.2 Mikrodiluéni metoda

Jednid se o standardni kvantitativni metodu, jejimz cilem bylo stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) jednotlivych extraktii dle CLSI (Clinical and Laboratory Standard
Institute) (CLSI 2009).

Pti testovani dermatofytnich plisni byly extrakty konopi a chmelu rozfedény ze zasobni
koncentrace 51,2 mg/ml na pocateéni koncentraci 1024 pg/ml, kterd byla pomoci
multikanalové pipety dvojkové roziedéna az do koncentrace 2 pg/ml. Ristovym médiem bylo
RPMI médium. Do kazdé jamky bylo pomoci multikandlové pipety aplikovano 50 pl
pfipraveného inokula dermatofyti.

Pti testovani kvasinky byla poc¢ate¢ni koncentrace extraktl 1024 ng/ml dvojkoveé roziedéna
az po koncentraci 8 pg/ml. Riistovym médiem bylo RPMI médium. U bakteridlnich kment byla

vychozi koncentrace extraktli 512 pg/ml (kromé SA 29213, u které byla pocatecni koncentrace
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1024 pg/ml) dvojkove roziedéna az po koncentraci 4 pg/ml (iu SA 29213). Ristovym médiem
byl MHB bujon. Inokulum kvasinky i bakteridlni inokula byly ptelity do Petriho misek
a pomoci inokula¢niho jezka aplikovany do mikrotitracnich desticek.

Jako pozitivni kontrola bylo u bakterii pouzito antibiotikum tetracyklin (Sigma-Aldrich,
CZ) aukvasinky antimykotikum tiokonazol (Sigma-Aldrich, CZ). Zasobni roztoky
0 koncentraci 32 pg/ml byly pfipraveny pomoci 70% ethanolu. Koncentrace pro testovani
kvasinky a SA 29213 zacinala na 512 pg/ml a byla dvojkové roziedéna az na koncentraci
2 ng/ml. U ostatnich kmenti bakterii byla pocate¢ni koncentrace 32 pg/ml dvojkove roziedéna
po koncentraci 0,125 pg/ml.

V mikrotitraénich destickdch byla zahrnuta také kontrola Cistoty (pouze Cisté rustoveé
médium) a kontrola nartstu (inokulované rastové médium bez extrakti).

Desti¢ky naockované bakteriemi a kvasinkou byly dany do termostatu, kde se inkubovaly
po dobu cca 24 hodin pfi teploté 37 °C. Desticky s inokuly dermatofyti se inkubovaly po dobu
5-6 dnl. Pfi nejasném nardstu byly konkrétni koncentrace jednotlivych extraktli vysety

na Petriho misky s PDA ¢i SDA agarem a po nékolika dnech byly sledovany vysledky nartstu.
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5 Vysledky

Vysledné hodnoty byly vyhodnoceny ze tii nezavislych opakovani, které¢ byly provedeny

mikrodilu¢ni metodou.

Tabulka 1 Antibakterialni aktivita extraktii proti vybranym bakteriim

c
pd LL =z ~
Bakterie é’ (;ﬂ Li) LED é é é é‘ E
> > E ~
SA 33592 64 128 >512 >512 8 64 >512 >32
SA 3953 16 64 256 128 8 64 >512 0,25
SA 43300 128 128 >512 >512 8 128 >512 >32
SA 29213 32 512 >1024 | >1024 4 128 >1024 4
TRSA 2 32 128 >512 >512 8 64 >512 0,5
MRSA 2 64 256 >512 >512 8 128 >512 0,25
EMRSA 15 64 128 >512 >512 8 64 >512 0,5
SP 4425 4 32 128 >512 2 16 >512 0,25
PA 27853 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 32

Pozn.: Uvedené hodnoty (minimaln{ inhibié¢ni koncentrace — MIC) jsou Vv jednotkach [pg/ml].

SA — Staphylococcus aureus, TRSA — tetracyklin-rezistentni S. aureus, MRSA — methicilin-rezistentni S. aureus,
EMRSA — epidemicky, methicilin-rezistentni S. aureus, SP — Streptococcus pyogenes, PA — Pseudomonas
aeruginosa

DECH - dimethyletherovy (DME) extrakt chmelu, EECH — ethanolovy extrakt chmelu, VECHN — vodny extrakt
chmelu nefiltrovany, VECHF — vodny extrakt chmelu filtrovany, DEK — DME extrakt konopi, EEK — ethanolovy
extrakt konopi, VEK — vodny extrakt konopi

Z vysledktl v Tabulce 1 vyplyva, ze nejvice rezistentni bakterii vici vSem testovanym
extraktlim byla PA 27853. Proti této bakterii bylo G€inné pouze antibiotikum tetracyklin (déle
jen ATC) v koncentraci 32 pg/ml. Naopak nejvétsi antimikrobialni G¢innost extrakti byla
zaznamenana u bakterii SA 3953 a SP 4425, na které pozitivné plsobily vSechny extrakty
I antibiotika s vyjimkou VEK au SP 4425 také VECHF.

Je patrné, Ze nejvysSi antibakteridlni aktivitu vykazoval DEK. Minimdlni inhibi¢ni

v

a to 2 ug/ml, byla zaznamenana u bakterie SP 4425, naopak v nami testovanych koncentracich
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nebyl tento extrakt vibec ucinny pro PA 27853 a u VEK nebyla zpozorovana zadna
antimikrobidlni aktivita.

ATC bylo uc¢inné proti vSem bakteriim vyjma SA 33592 a SA 43300. Nejnizsi MIC
0,25 pg/ml vysla hned u tii bakterii, a to SA 3953, MRSA 2 a SP 4425.

Zajimavé je také srovnani stejnych rozpoustédel u obou zkoumanych rostlin. Z vysledk
vyplyva, ze jednotliva rozpoustédla uvoliuji z konopi i chmelu pomérové stejné mnozstvi
ucinnych latek, napf. ethanolové extrakty obou rostlin vykazovaly podobné nebo dokonce
stejné antimikrobialni U¢inky u jednotlivych patogenti. Nejvyssi antimikrobidlni aktivita byla
zjisténa u DME extraktt, oproti tomu vodné extrakty, at’ uz filtrované ¢i nefiltrované,
pozorovany pouze u SA 3953, kdy byly MIC VECHN 256 pg/ml a VECHF 128 ng/ml, a dale
také u a SP 4425, kdy MIC VECHN byla 128 pg/ml.

Jak mizeme v Tabulce 1 vidét u VECH, ziejmé i samotnd filtrace mize snizit obsah
ucinnych latek v extraktu. VECHN vykazoval antimikrobialni aktivitu jen u dvou bakterii,
nicméné tentyz extrakt po filtraci (VECHF) ptsobil antimikrobidlnim uc¢inkem pouze

na jedinou bakterii z naseho vybéru.

Tabulka 2 Antifungdlni aktivita extraktii proti vybranym dermatofytiim

_E

e x

z T £ s v \ N4 5

Dermatofyty I Q O Q o L 9 23

a L g W &) L > S E

"8

Trichophyton | 515 | 1004 | >1024 | >1024 | 64 | 1024 | >1024 | -
interdigitale

Epidermophyton | 1454 | 51094 | >1024 | >1024 | 1024 | >1024 | >1024 -
floccosum

Microsporum
canis
Candida
albicans

512 >1024 | >1024 | >1024 | 512 1024 | >1024 -

>1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >512

Pozn.: Uvedené hodnoty (minimalni inhibi¢ni koncentrace — MIC) jsou v jednotkach [pg/ml].

DECH - dimethyletherovy (DME) extrakt chmelu, EECH — ethanolovy extrakt chmelu, VECHN — vodny extrakt
chmelu nefiltrovany, VECHF — vodny extrakt chmelu filtrovany, DEK — DME extrakt konopi, EEK — ethanolovy
extrakt konopi, VEK — vodny extrakt konopi
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Z vysledki v Tabulce 2 je patrné, ze nejrezistentnéj$im mikroorganismem je kvasinka
C. albicans, ktera nereagovala na zadny ztestovanych extraktli, ani na antimykotikum
tiokonazol. Vysledky u plisni jsou vcelku srovnatelné, dermatofyty mély pozitivni odezvu
na DECH i DEK a také u dvou ze tii piipadii na EEK. Nejvyssi antifungalni aktivita byla
U ostatnich vysledkt se hodnoty koncentraci nedostaly pod hranici 512 pg/ml.

Z vysledki muzeme konstatovat, Ze extrakty zkonopi a chmelu plsobily spise

cvwr

antimikrobidlni aktivitu vykazovaly vodné extrakty obou rostlin.
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6 Diskuze

Lécba koznich onemocnéni zplsobenych bakteriemi a dermatofyty je v soucasné dobé
1éCiva, zejména antibiotika. Jak uvadi Skold (2011), na rezistenci ma do jisté miry vliv
predepisovani nevhodnych typt antibiotik, nevhodna aplika¢ni forma a také jejich aplikace
Vv nadmérné nebo naopak nedostate¢né mire na zéklad¢é zazitych davkovacich schémat, ktera
nereflektuji napf. pacientovu télesnou hmotnost ani minimalni inhibi¢ni koncentrace patogeni.
Podle Loveckové (2012) se nejcastéji chybuje podanim antibiotika v pfipadech neinfek¢nich ¢i
virovych onemocnéni, ¢imz se 1é¢ba stava neti¢innou. I z diivodu mozného negativniho dopadu
antibiotik na lidsky organismus je tendence tyto nahrazovat jinymi druhy 1éCiv a 1écebnych
preparatti, naptiklad vyuzit potencialu uc¢innych latek z rostlin. Napiiklad esencialni oleje jsou
nejoblibengjsi volbou pro 1é¢bu plisiiovych koznich infekei.

Cilem této prace bylo zjistit, zda konopné a chmelové extrakty ziskané riznymi metodami
vykazuji antimikrobidlni aktivitu vi¢i vybranym mikroorganismiim zptsobujicim onemocnéni
kaze. Existuje cela fada studii zkoumajicich $iroké spektrum G¢inkt konopi (Cannabis sativa),
chmelu (Humulus lupulus) vsak z hlediska antimikrobialni aktivity zatim nebyla vénovana vétsi
pozornost (vyjma pivovarnického primyslu).

Nami uskutecnény experiment provedeny pomoci mikrodilu¢ni metody poukdzal na to, Ze
jednotliva rozpoustédla uvoliuji z konopi 1 chmelu pomérové stejné mnozstvi u€innych latek,
napf. ethanolové extrakty obou rostlin vykazovaly podobné nebo dokonce stejné
antimikrobialni G¢inky u jednotlivych patogenti. Nejvyssi antimikrobidlni aktivita byla zjiSténa
u dimethyletherovych (DME) extrakt, oproti tomu vodné extrakty, at uz filtrované ci
nefiltrované, vykazovaly nejniz§i antimikrobialni aktivitu. Jak uvadi vyrobce DME aerosolu
Dexso (2014), pouzitim tohoto produktu lze ziskat Cistsi extrakty nez extrakci v ethanolu, pii
a extrakce je rychlejsi a levngjsi nez pfi pouziti CO2. Dalsi vyhodou je moznost provadéni
extrakce pifi nizkém tlaku a nizkych teplotach, disledkem cehoZ jsou extrakty vice kvalitni.
Extrakéni kapacita je diky bipolarit¢ DME siln€j$i nez u jinych rozpoustédel, coz umoznuje
sirokospektralni extrakci v jednom kroku (Dexso 2014). V nasem experimentu tedy mohlo byt
pomoci DME extrahovano napf. $ir$i spektrum lipofilnich sloucenin, které jsou obsaZeny
Vv obou zkoumanych rostlindch (napf. kanabinoidy v konopi) a vykazuji antimikrobialni

aktivitu, nez pomoci vody ¢i ethanolu. Proto byly DME extrakty neju¢innéjsi. U vodnych
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extraktti mohla byt pfi¢inou nizké antimikrobidlni G¢innosti uplna nerozpustnost ¢i velmi nizka
rozpustnost slozek esencidlnich oleju testovanych rostlin ve vode¢.

Staphylococcus aureus, jako patogen s nejvétsim poétem poddruhti v nami testovaném
vybéru, byl nejvice citlivy na DME konopny extrakt, kdy MIC u vSech zéastupcti nepiesahla
8 ng/ml, u SA 29213 dokonce 4 pg/ml. Taktéz DME chmelovy extrakt vykazoval vyssi
antimikrobidlni ¢innost nez ethanolové a vodné extrakty obou rostlin. MIC v tomto piipadé
byla 16 ug/ml u SA 3953, 32 ug/ml u SA 29213 a TRSA 2, 64 ug/ml u SA 33592, MRSA 2
a EMRSA 15. Nejhorsi reaktivita byla zaznamenana u SA 43300 s MIC 128 pg/ml. Konopné
ethanolové extrakty dosahly u téchto bakterii MIC v rozmezi 64-128 pg/ml, SirSi rozsah MIC
byl sledovan u ethanolového extraktu chmelu (64-512 pg/ml). Vodné extrakty byly o poznani
méné ucinné nebo nevykazovaly Zadnou antimikrobialni aktivitu v nami testovanych
koncentracich. Jako jediny zastupce S. aureus na né reagoval SA 3953 ve filtrované
I nefiltrované apravé s tim, ze senzitivnéj$i byl na filtrovany extrakt (MIC 128 pg/ml oproti
256 pg/ml).

Streptococcus pyogenes projevil nejvyssi citlivost ze vSech sledovanych patogentll. Opét
jsme sledovali nejvyssi aktivitu vii¢éi DME extraktiim jak u konopi, tak u chmelu (MIC 2 pg/ml
a 4 ng/ml). Ethanolové extrakty obou rostlin vykéazaly nizsi i¢innost oproti DME extraktiim
s tim, Ze reakce byla opét silnéjsi u konopi nez u chmelu (MIC 16 vs. 32 ug/ml). Jako jeden
ze dvou testovanych bakterii (spole¢né s SA 3953) interagoval svodnym chmelovym
extraktem, ale narozdil od SA 3953 pouze s nefiltrovanym (MIC 128 pg/ml).

Pseudomonas aeruginosa byla rezistentni ke v§em rostlinnym extraktiim ve zkoumanych
koncentracich.

Témert u vSech testovanych bakterii bylo uc¢inné antibiotikum tetracyklin, a to v pomérné
nizkych koncentracich (nej€astéji 0,25 az 0,5 pg/ml), u SA 29213 bychom se témto hodnotam
pravdépodobné také mohli pfiblizit, ale jelikoZ vychozi koncentrace byla vys$si nez u ostatnich
bakterii z divodu pozd¢jsiho testovani, v mikrotitrani desticce nebyl dostatek mista na dalsi
jsme zaznamenali u PA 27853, v tomto piipad¢ vsak bylo antibiotikum to jediné, co na tuto
bakterii uc¢inkovalo. U SA 33592 a SA 43300 nebyla reakce na antibiotikum v testovanych
koncentracich pozorovana.

Trichophyton interdigitale reagoval ze vSech dermatofytti nejlépe. Nejvyssi aktivitu jsme
op¢t pozorovali u DME extrakti (MIC konopi 64 pg/ml, chmel 512 pg/ml). Ze zbylych extrakti
byl G¢inny uz pouze ethanolovy konopny extrakt (MIC 1024 ng/ml), ostatni ve sledovanych

koncentracich nereagovaly.
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Epidermophyton floccosum byl citlivy pouze k DME extraktim obou rostlin, a to v MIC
1024 pg/ml.

Microsporum canis stejné jako E. floccosum reagoval pouze na DME extrakty, a to v MIC
512 pg/ml u konopi i chmelu.

U dermatofytli byla nejrezistentnéj$im patogenem kvasinka Candida albicans, ktera
neinteragovala s zadnym z testovanych extrakt, stejné jako s antimykotikem tiokonazol. Podle
Orchard & van Vuuren (2017) je C. albicans vysoce rezistentnim patogenem, avSak nékteré
esencialni oleje proti ni vykazovaly pozoruhodnou ucinnost (ta je Vv ¢lanku definovéana
hodnotou 2,00 mg/ml a méné), napi. z pomerancovniku ¢inského (Citrus sinensis), ktery byl
extrahovan v 0,1% ethanolu a vykazal hodnotu 3,75 pg/ml.

Konopi mé vSeobecné vyssi antimikrobidlni u€innost, nez chmel, avSak oproti chmelu je
konopi mnohem hiife dostupné. Kvili zdkonu o omamnych a psychotropnich latkach
€. 167/1998 Sb. je prace s extraktem z konopi bez odpovidajicich povoleni zna¢né omezena.
Slozky vykazujici antimikrobidlni aktivitu stejn€ tak mohou spadat do kategorie zakazanych
latek a je proto velmi slozité s nimi naklddat v naSich podminkach. Spousta studii kvili
limitovanému obsahu THC (0,3 %) pracuje pouze s odridami technického konopi, proto jejich
vysledky mnohdy nemohou byt plosné aplikovatelné. Jedingm dostupnym kultivarem
s vysokym obsahem THC byl pro nasi studii Meclov, ktery vznikl ve spolupraci Meclovskeé
zemédélské a.s. a Fakulty agrobiologie potravinovych a piirodnich zdrojii CZU. Nami ziskané
hodnoty MIC potvrdily velky potencial této odridy pro vyuziti jako ATB agens.

Flavonoidy obsazené v chmelu prokazaly vysokou antimikrobialni aktivitu proti Sirokému
spektru mikroorganismui (napi. S. aureus, Str. mutans, nékolik zastupci Trichophyton spp.).
Tyto vlastnosti jsou pfipisovany hlavné xantohumolu, ktery se vyskytuje téméf vyhradné
V lupulinovych Zlazach chmelovych $istic (Gerhduser 2005). Presto vSak nami testovana odrida
Zatecky polorany ¢erveiiak neprojevila vyrazngjsi uginky nez konopi.

Utinky rostlinnych silic mohou byt ovlivnény mimo jiné materidlem pouzitého
laboratorniho nadobi. Hammer et al. (2013) prokézal, Ze hodnoty MIC mohou byt ovlivnény
interakci ur€itych latek s nékterymi druhy plasti. Naptiklad u ¢ajovnikovych silic pozoroval
vyrazn¢ vyssi MIC pii pouziti plastovych kultivaénich misek nez pii pouziti sklenénych.
V naSem experimentu bylo pouzito plastové laboratorni nadobi, a tak je mozné, ze pii
opakovani vyzkumu s pouzitim laboratorniho skla by mohlo byt dosazeno jest¢ lepSich
vysledkd.

Jak zminili Orchard & van Vuuren (2017), antimikrobidlni aktivita maze byt ovlivnéna

i velikosti inokula. V mnoha ruznych srovnavanych ¢lancich se velikost bakterialniho inokula
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pohybovala v rozmezi 5 x 10? az 5 x 108 KTJ/ml. Pokud je koncentrace pfili§ nizka, t¢inek silic
se zesiluje, to vSak nereflektuje jejich skutecny ucinek. Pokud je inokulum pfili$ husté, ucinky
silic jsou slabsi a inokulum se stava nachylnéj$im ke kiizové kontaminaci. Cilem budoucich
studii by mélo byt udrzeni velikosti inokula na doporuc¢enych 5 x 106 KTJ/ml. Nase bakterialni
inokula méla pted aplikaci inokulaénim jezkem do mikrotitra¢nich desti¢ek velikost 1,5 x 108
KTJ/ml, po zaotkovani byla vysledna velikost 1,5 x 10° KTJ/ml, coz jsou standardni
koncentrace, které jsou bézn¢ testovany. Ziskané hodnoty MIC extraktli vici testovanym

bakteriim jsou tedy smérodatné.
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[ Zavér

Cilem této prace bylo vyhodnotit antimikrobidlni aktivitu konopnych a chmelovych
extraktli pfipravenych riznymi metodami proti vybranym plisnim a bakteriim zptsobujicim
onemocnéni kiize.

Na zéklad¢ vyzkumu bylo prokdzano, ze extrakty konopi a chmelu skute¢né vykazuji
antimikrobidlni aktivitu vic¢i patogentim zplsobujicim onemocnéni kiize. Byly pozorovany
vyznamné rozdily v Gi¢innosti mezi konopnymi a chmelovymi extrakty, kdy konopné extrakty
(vyjma vodného) dosahovaly niz§ich hodnot minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
u sledovanych mikroorganismil. Na zakladé téchto skutecnosti byly pfijaty védecké hypotézy.

Muzeme konstatovat, ze extrakty plsobily spiSe antibakterialné nez antifungalné. Také
pouzita rozpoustédla vyrazné ovlivnila antimikrobialni aktivitu jednotlivych extraktt. Je patrné,
ze jednotliva rozpoustédla uvoliiuji z konopi 1 chmelu pomérové stejné mnozstvi ucinnych
latek, napt. ethanolové extrakty obou rostlin vykazovaly podobné nebo dokonce stejné
antimikrobialni G¢inky u jednotlivych patogenti. Nejvyssi antimikrobidlni aktivita byla zjiSténa
u dimethyletherovych (DME) extrakt, oproti tomu vodné extrakty, at’ uz filtrované ¢i
nefiltrované, vykazovaly nejniz$i antimikrobialni aktivitu. Nejvyssi antibakterialni aktivitu
vykazoval DME konopny extrakt. MIC tohoto extraktu se pohybovala nej¢astéji na hodnoté
8 ug/ml, nejnizsi MIC, a to 2 pg/ml, byla zaznamenana u bakterie SP 4425, naopak v nami
testovanych koncentracich nebyl tento extrakt vibec ucinny pro PA 27853. Nejvyssi
antifungalni aktivita byla prokazatelné¢ u DME konopného extraktu u plisné T. interdigitale,
kde se MIC dostala na nejniz8i hodnotu 64 pg/ml. U ostatnich vysledkli dermatofyti se hodnoty
koncentraci nedostaly pod hranici 512 pg/ml.

Z vysledkt vyplyva, ze konopi i chmel maji velky potencial stat se novodobymi antibiotiky

pro 1é¢bu koznich onemocnéni.
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