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ANOTACE

Diplomova prace je vénovana studiu antimikrobidlni aktivity sedmnécti vybranych
komplexi piechodnych kovu. Testovani byly podrobeny grampozitivni i gramnegativni
bakterie. Teoreticka ¢ast se zabyva moznymi variantami testovani antimikrobialni aktivity
adale je zaméfena na potencialni vyuziti danych komplexti ptfechodnych kovi
v medicing. Praktickd ¢ast je zaméfena na studium U€inkd komplexti pfechodnych kovii

na vybrané bakterialni kmeny prostfednictvim mikrodilu¢ni agarové metody.

KLIiCOVA SLOVA

antimikrobialni G¢inky, minimalni inhibi¢ni koncentrace, komplexy pfechodnych kovi,

mikrodiluéni agarova metoda

TITLE

Determination of antimicrobial activity of selected transition metal complexes

ANOTATION

The thesis deals with the study of antimicrobial activity of seventeen selected transition
metal complexes. Grampositive and gramnegative bacteria were subjected to the testing.
The theoretical part deals with possible variants of testing of antimicrobial activity and it
is also focused on the potential use of given transition metal complexes in medicine. The
practical part is aimed at studying the effects of transition metal complexes on selected

bacterial strains through microdilution agar method.

KEY WORDS

antimicrobial effects, minimal inhibiting concentration, transition metal complexes,

microdilution agar method
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UvVOD

Antimikrobidlni rezistence je v soucasnosti ¢asto diskutovanym tématem, nebot’
neustale dochazi k jejimu nartistu. Mezi hlavni divody vyskytu rezistence lze zatadit
nadmérné uzivani antibiotik a jejich zneuzivani v humanni 1 veterinarni medicing. Za
velmi nebezpeéné je také povazovana aplikace antibiotik ve velkochovech jako prevence
pted vznikem infekce nebo se v n€kterych piipadech pfidavaji do zvitecich krmiv. Timto
zpusobem se dostavaji antimikrobidlni latky do pfirody, kde se mohou poprvé setkat
s danymi mikroorganismy. Mikroorganismy si tak postupné riznymi mechanismy buduji
urcity stupen rezistence.

U mikroorganismi se objevuji riizné mechanismy, kterymi se snazi snizit u¢inek
antimikrobidlnich latek, ¢imZ se z nich stava jedna z nejvaznéjsich globalnich hrozeb pro
lidské zdravi. Proto je kladen velky diraz na vyvoj novych antimikrobialnich latek, které
by se staly u¢innymi i proti rezistentnim mikroorganismiim. V poslednich letech se
v ramci vyzkumu dostavaji do popiedi slouc¢eniny kovi vzhledem K jejich unikatnim
chemickym a farmakologickym vlastnostem. Komplexy kovii za¢inaji nahrazovat urcité
organické slouceniny v oblasti terapie riznych infekei iu diagnostickych metod.
Slou¢eniny kovl jsou proto podrobovany neustilym vyzkumem vzhledem k jejich
riznym mechanismiim plsobeni a také proto, ze jejich uCinky nejsou prozatim piilis
detailné popsany.

Diplomova prace je zaméfena na studium antimikrobidlni aktivity vybranych
komplexi prechodnych kovi. Byly zvoleny slou¢eniny ptfechodnych kovii — vanadu,
molybdenu, médi, zinku, kobaltu a manganu. V ramci testovani antimikrobidlni aktivity
byly mikrodilu¢ni agarovou metodou stanoveny hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
danych latek. Ziskané hodnoty byly vzapéti porovnavany shodnotami minimalni

inhibi¢ni koncentrace bézné pouzivanych antibiotik.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Antimikrobialni citlivost

Testovani antimikrobidlni citlivosti u vyznamnych bakteridlnich izolati ma
v souCasné dobé v klinické mikrobiologické laboratoii velmi dilezitou roli. Cilem
takového testovani je potvrzeni citlivosti u vybranych empirickych antimikrobidlnich
latek nebo detekce mozné rezistence vaci urcitym 1éktim, resp. latkdm u béznych
patogent. Testy antimikrobidlni citlivosti jednotlivych izolati jsou obzvlast dilezité
U druhti, u kterych se mohou objevit ziskané mechanismy rezistence. (Jorgensen, Ferraro,
2009) Testovani citlivosti je indikovano u jakéhokoliv mikroorganismu, ktery se podili
na vzniku infek¢niho procesu a je proto nutno k 1é¢bé zahajeni antimikrobialni terapie.
Testy citlivosti jsou dulezité v oblasti epidemiologie z duvodu rezistence a také maji velky
vyznam ve vyzkumu novych antimikrobidlnich latek. (CLSI, 2012)

Vyvoj a zdokonalovani presnych a efektivnich metod pro testovani
antimikrobidlni citlivosti jsou podstatné pro lidské zdravi. Informace o antimikrobialni
citlivosti u danych patogent mohou vyrazné snizit morbiditu a mortalitu, ndklady na 1écbu
a dobu hospitalizace pacienttl. (Ataee et al., 2012) Aby mohly byt antimikrobialni latky
pouzity jako 1éCiva, musi zabijet nebo alespori inhibovat mikroorganismy v davkach,
které jesté neposkozuji makroorganismus. Antimikrobidlni 1éCiva musi byt selektivné

toxicka pro mikroorganismy. (Votava, 2005)

1.2 Uéinek antimikrobialnich latek

Pojmem antimikrobialni latky jsou oznaCovana léciva vyuzivana k profylaxi
a k terapii infek¢énich onemocnéni. V praxi se rozliSuji latky s u¢inkem mikrobicidnim
a mikrobistatickym. Rozdil mezi latkami s témito ucinky zavisi na druhu latky a jeji
koncentraci a na druhu mikroorganismu. O G¢innosti antimikrobialnich latek podavaji
informaci dvé laboratorni hodnoty — minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC). (Votava, 2005)
zabrafiuje rastu piislusného mikroorganismu. V pfipadé minimalni baktericidni
koncentrace se jednd o nejniz8i koncentraci antimikrobidlni latky, ktera v pritbéhu
24 hodin usmrti 99,9 % plvodni populace bakterii. Pro baktericidni latky je typicke, Ze
hodnoty MBC jsou nékolikrat vyssi nez hodnoty MIC. Ovsem nékteré bakteriostatické
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latky mohou mikroorganismy zabijet aZ v koncentracich mnohondsobné vysSich nez
MIC. (Votava, 2005)

Baktericidni latky usmrcuji mikrobidlni buniku, plsobi ireverzibiln€é a rychleji.
Jejich klinicky uc¢inek se dostavuje do 48 hodin. Pouzivaji se pii 1€¢bé zavaznych
klinickych stavli a pii snizené obranyschopnosti nemocného. Bakteriostatické latky pouze
reverzibilné zastavuji riist a mnozeni mikroorganismu. Klinicky efekt je mozné pozorovat
do 3—4 dni. Po jejich vysazeni se mikroorganismy mohou opét zacit mnozit, nebot’ jejich

likvidace je zavisla na nastrojich odolnosti hostitele. (\Votava, 2005)

1.2.1 Mechanismus uéinku antimikrobialnich latek

Antimikrobidlni latky jsou bézné pouzivany pii 1écbé bakterialnich, kvasinkovych
a parazitarnich infekci. VéEétsinu takovych latek je mozné rozdélit do nékolika skupin na
zaklade¢ jejich mechanismu ptsobeni. Hlavnimi cili antibakteridlniho uc¢inku jsou: syntéza
bunécné stény a syntéza proteinli a nukleovych kyselin, funkce bunééné membrany
a antimetabolity puisobici na zaklad¢ kompetitivni inhibice. (Ali et al., 2018)

Omezeny pocet zasahovych mist je pfi¢inou snadného vzniku rezistence
u ptivodné ptirozené citlivych bunék. Nasledkem jsou omezené moznosti vyvoje novych

antibiotik. (Bednaf et al., 1996)

1.3 Antimikrobialni rezistence

Béhem celé historie dochazi k neustdlému stietu mezi lidmi a mikroorganismy
vyvolavajici rizné infekce. Nejvyznamnéjsi pokroky ve vyvoji antibakterialnich latek
byly u¢inény v pribéhu 20. stoleti. V ptipad¢ bakterialnich infekci byl zaznamenan
uspéch na pocatku ¢tyficatych let 20. stoleti, kdy se objevil penicilin. (Tenover, 2006)
Penicilin byl objeven vzhledem ke svym ucinkiim na Staphylococcus aureus. Ovsem jiz
kratce po jeho objeveni se zaCaly vyskytovat kmeny rezistentni k penicilinu, které ziskaly
rezistenci pfenosem plasmida se schopnosti tvorby penicilinasy. V soucasné dobé¢ jiz na
vice nez 90 % kmentl tohoto druhu penicilin netucinkuje. (Juldk, 2006)

Nicméné, se vzrlstajicim vyvojem antibakteridlnich latek jsou u bakterii
zaznamenavany ruzné formy rezistence vici danym latkam. Se zvySujicim se pouzivanim
antimikrobidlnich latek se rovnéz zvySuje Uroven a komplexita mechanismu rezistence
bakterialnich patogent. (Tenover, 2006) Rezistence vi¢i antimikrobialnim latkam je

Casto povazovana za vlastnost ziskanou citlivymi mikroorganismy, jejiz podstatou je
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horizontalni pfenos novych genli nebo vyskyt spontdnnich mutaci genli uvnitf
chromozomti. (Cox, Wright, 2013)

Rezistence je spojovana s vysokou pravdépodobnosti netuspéchu provedené
terapie, zatimco citlivost je spojena S vét§i pravdépodobnosti terapeutického uspéchu.
U izolatu se stfedni citlivosti je terapeuticky uc¢inek nejisty. (Wiegand, Hilpert, Hancock,
2008) Zneuzivani antibiotik ptispiva k nardstu vyskytu rezistentnich genotypt. (Jeukens
et al., 2019) Rezistence vici antimikrobialnim latkam zptisobuje na celém svéte kazdy
rok umrti ptiblizn¢ 70 000 lidi. Experti ptedpokladaji, ze se toto ¢islo bude i béhem
nasledujicich let neustale zvySovat, dokud nedojde k objevu tc¢inngjsich latek a nasledné
i ke sniZeni dané rezistence. (Sobotta et al., 2018)

U nékterych bakterii se lze setkat s vrozenou rezistenci vici ur€itym
antimikrobidlnim latkam. (Tenover, 2006) Jedna se o znak vyskytujici se v ramci genomu
bakterialniho druhu. Je nezavisly vici antibiotickému selekénimu tlaku a horizontalnimu
pfenosu gent. Typickym piikladem vrozené rezistence je multirezistentni genotyp
gramnegativnich bakterii, které nejsou citlivé viici mnoha klinicky €¢innym antibiotikim
uzivanym proti grampozitivnim bakteriim. Molekularni podstata této rezistence spociva
V pritomnosti gramnegativni vn¢j$i membrany, ktera je pro mnoho molekul nepropustna.
(Cow, Wright, 2013)

Podstatnéjsi je ovSem studium rezistence ziskané. V takovych piipadech se
puvodné vnimavé populace bakterii stdvaji odolnymi na dané latky a pod vlivem takového
¢inidla dochéazi k jejich rozmnoZeni. Pokud jsou pacientim poddvany dlouhodobé
antibiotika, jako jsou vankomycin nebo linezolid, mtze to vést k rozvoji nizkého stupné
rezistence mikroorganismi k danym latkam. Jelikoz jsou hodnoty stupné rezistence tak
nizké, nemusi byt vzdy detekovatelné rutinnimi citlivostnimi metodami testovani
dostupnymi v nemocnic¢nich laboratotich. (Tenover, 2006)

K rezistenci bakterii pfispivaji zmény Zivotniho prostiedi, jako je zafeni nebo
zmény pH. Je ovSem dutlezité zohlednit vnitini rezistenci, kterd se u bakterii mutze
pfirozené vyskytnout. Vnitini rezistence vyuzivd enzymul likvidujici 1éCiva nebo
zabranujici intracelularni vazbé latky v cilovém organismu. (Ali et al., 2018)

Ziskani rezistence a urcitych vlastnosti virulence mize poskytnout jisty piinos
Kk pieziti mikroorganismi. Tato situace miuze vést k ekologickym zménam, a predev§$im

k dominanci virulentnich rezistentnich bakterii. (Derakhshan et al., 2018)
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Vzniklé rezistentni kmeny jsou schopny piezivat v pfitomnosti antimikrobialni
latky a vlivem selek¢niho tlaku dané latky brzy pfertistaji vnimavou populaci. V prostiedi

nemocnice se rezistentni kmeny roz$ifuji 1 mezi ostatni pacienty. (Votava, 2005)

1.3.1 Geneticka podstata vzniku rezistence

U bézné citlivych populaci bakterii dochazi k rezistenci viici antimikrobidlnim
latkam skrze mutaci a selekci, nebo genetickou informaci kédujici rezistenci prenosem
Z jiné bakterie. Posledni zmifiovana situace nastava prostfednictvim jednoho z nékolika
genetickych mechanismt, zahrnujici transformaci, konjugaci nebo transdukci. Vlivem
téchto genetickych mechanismi se bakterie stavaji rezistentni viici nékolika tfidam
antimikrobidlnich latek. Takové ptipady bakterii s mnohocetnou rezistenci piedstavuji
zavazny problém v nemocnicich a ostatnich zdravotnickych zafizenich, kde se Ize s jejich
vyskytem nejcastéji setkat. (Tenover, 2006)

Genetickym podkladem vzniku rezistence je mutace nebo pienos genu pro
rezistenci prostfednictvim plasmidu nebo transpozonu. Rezistenci mize bakterialni kmen
ziskat i pfenosem pomoci plasmidu, obsahujiciho gen kodujici napft. beta-laktamasu. Lze
se setkat i S tzv. promiskuitnimi plasmidy schopnymi piekonavat mezidruhovou bariéru
a prenaset rezistenci naptiklad z E. coli na ostatni enterokoky, gonokoky nebo hemofily.
(Votava, 2005)

Spontanni mutace mohou vznikat nékolika zptsoby. Jednd se o zménu cilového
proteinu, ke kterému se modifikaci nebo eliminaci vazebného mista vaze antimikrobialni
¢inidlo (napf. zména proteinu vazajici penicilin u pneumokokt vede K rezistenci na
penicilin). Dal§im zplisobem je zvySeni produkce enzymi inaktivujici danou latku (napft.
ribozomalni methylaza u stafylokokll). K dal$im moznostem vzniku mutace patii zména
vnéjSiho membranového proteinového kanalu, u kterého je vyzadovan vstup ucinné latky
do bunky (napi. OmpF u E. coli) a pumpy ovliviwyjici vylucovani latky z bunky (napf.
vylucovani fluorochinolonti u Staphylococcus aureus). (Tenover, 2006)

Ziskana rezistence, kterd se vyvine na zékladé¢ chromozomalni mutace nebo
selekce, byva oznacovana terminem vertikdlni evoluce. Termin horizontalni evoluce je
pouzivan pii prenosu genetického materidlu z jiného rezistentniho mikroorganismu.
(Tenover, 2006) Jsou popisovany tfi typy horizontalniho genového pienosu: gen kodujici
rezistenci byva asociovan s mobilnimi genetickymi elementy (mobilni introny), ztrata
syntézy mista inzerce u hostitele a ziskani genu kodujici rezistenci prostfednictvim

genetického pienosu. (Ali et al., 2018)
15



V rdmci mechanismi vymény genetického materidlu usnadiiuji transpozony
pfenos a inkorporaci ziskanych gent kodujici rezistenci do genomu nebo plasmidu
hostitele. (Tenover, 2006) Transpozony jsou schopné se integrovat do chromozomu
i plasmida. (Votava, 2005) Integrony, typ transpozonu, mohou byt pfeneseny na jiné
bakterie, coz umoznuje vyvoj bakterii v disledku ziskani novych gend. (Ali et al., 2018)

Mutace spole¢né s mechanismy pifenosu genetické informace umoziuji mnoha
bakteridlnim druhtim se rychle adaptovat na zavedeni antimikrobidlni latky do jejich
prostfedi. I jedind mutace v klicovém bakteridlnim genu mlze mirné sniZit citlivost
hostitelské bakterie k dané latce. Tato zména nezplsobi vétsi problémy pro pieziti
organismu, dokud nevznikne dal§i mutace vedouci k Uplné rezistenci viici
antimikrobialnim latkdm. (Tenover, 2006) V piipadé rezistence na streptomycin je
dostacujici pouze jedind zména ribosomalniho proteinu, zatimco ke zméné tzv.
penicilinvazajicich proteinli u pneumokokt rezistentnich na penicilin je nutné nékolik

mutaci. (Votava, 2005)

1.3.2 Mechanismy rezistence

Bakterie mohou projevovat rezistenci prostiednictvim mnoha mechanismd.
Nékolik mechanismil antimikrobiélni rezistence je rozptyleno mezi riznymi bakteridlnimi
druhy. Jeden z mechanismii spo¢iva v tom, Zze organismus muze ziskat geny, jako jsou
B-laktamazy, které zni¢i antimikrobialni latku diive, neZ za¢ne vykazovat jisty Gcinek.
Dale mohou mit bakterie efluxni pumpy, které vytlacuji antimikrobidlni ¢inidlo z bunky,
aniZ by dosahlo svého cile a mohlo tak Gc¢inkovat. U bakterii se také mohou vyskytovat
geny ovliviiyjici metabolické drahy, jenz néasledn¢ produkuji pozménéné bakteridlni
bunécné stény bez vazebného mista pro danou antimikrobidlni latku. V nékterych
pfipadech se objevuji 1 mutace, které omezuji pfistup antimikrobidlnich latek
K intracelularnimu cilovému mistu prostiednictvim ,,downregulace* porinovych gent.
(Tenover, 2006)

U vétsiny grampozitivnich bakterii 1ze najit protein divIVA, ktery se podili na
bunééném déleni, biosyntéze peptidoglykanu a sporulaci. V souvislosti s proteinem
divIVA byla objevena urcita funkce i v ptipad¢ patobiologie, virulence, rezistence vuci
antibiotikiim. Mohl by také tvofit potencialni cil proti rezistentnim kmentim Enterococcus

faecalis a Listeria monocytogenes. (Sharma, Khan, 2018)
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V nékterych ptipadech se lze setkat stzv. perzistenci, kterd se vyskytuje
u bakterialni populace (klasicky < 1 %) prezivajici davku antibiotik. (obrazek 1)
Heterogenni reakce se opakuje pii vystaveni vlivu stejného antibiotika. (Lewis, 2007)
Perzistence predstavuje stav, kdy se uvnitt bakterialni populace vystépi n€kolik bunck,
které snizi metabolickou aktivitu a pfechazi do dormantniho stavu. (Li et al., 2017)
Kvantifikace perzistence neni jednoducha, nebot” se tyka pouze né¢kolika bunék. Vyskyt
perzistorl se zjistuje pomoci rastovych kiivek bakterialni populace. Je nutné stanovit

hodnotu MDKag 99, ktera odpovida ¢asu potiebnému k usmrceni 99,99 % bakterii. (Benes,
2018)
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Obrdzek 1 Casové kifivka citlivosti, tolerance a perzistence.
MDKgg-minimalni doba pro usmrceni 99 % bakterialnich bunék.
MDKaog,99 — minimalni doba pro usmrceni 99,99 % bakterialnich bunék.

Odolnost bakterii vii¢i hostitelskému imunitnimu systému a vii¢i antibiotikiim se
rapidné zvysuje v ptipadé vzniku biofilmu, ¢imz jsou schopny odolévat béZznym davkam
antibiotik. (Croes et al., 2018) Jednim zdtvodd je, ze vysSi koncentrace bunék
v perifernich ¢astech biofilmu zpusobi inaktivaci antimikrobidlnich latek. K inaktivaci
dochazi vlivem nedostatecné difuze nekterych antimikrobidlnich latek do biofilmu. Dalsi
pfi¢inou je obsah heterogenni bunééné populace v biofilmu. Tato heterogenita zahrnuje
perzistory. Jedna se o frakci bun€k, kterd je rezistentni vici vysokym koncentracim
antimikrobidlnich latek. (Lewis et al., 2002)

Tvorba biofilmu je v Zivotnim cyklu mikroorganismu velmi dilezitym prvkem.
Biofilm chrani bakterie pfed plisobenim rtznych podnétd — fluktuace pH, vysuseni,

fyzicky stres a pravé plisobeni antibiotik. Nicmeéné, v klinické praxi se vyskyt biofilmu
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stivd hlavnim problémem pifi aplikaci antibiotik. Vlivem takového obranného
mechanismu jsou bakterie multirezistentni a stavaji se z nich nasledné extrémné¢ odolné

kmeny. (Sharma, Khan, 2018)

1.3.2.1 Propustnost vné€jSi membrany

Cytoplazmatickd membrana predstavuje u bakterii rozhrani mezi vnéj$im
prostfedim a vnitinim prosttedim bunky. Snizenim permeability membrany se také snizi
fluidita, coz ma za nasledek Skodlivé U€inky na strukturu a aktivitu mnoha proteinli
pritomnych v lipidové dvojvrstvé membrany. Nekteré bakterie si ovSem vytvari dalsi
vnéjsi struktury, které slouzi jako bariéra propustnosti, jenz zpomaluje potencidlné
toxické latky. Peptidoglykan grampozitivnich bakterii ma velkou prahovou permeabilitu,
je propustnd pro molekuly 30-57 kDa. Malé¢ molekuly mohou snadno pronikat, coz je
podstata  vnitini citlivosti  grampozitivnich ~ bakterii k riznym  antibiotikiim.
Gramnegativni bakterie nejsou kK mnoha antibiotiktim citlivé vlivem pfitomnosti mnohem
jemnéjSiho molekularniho sita, které obklopuje relativné tenka vrstva peptidoglykanu.
(Cox, Wright, 2013)

K dalsim mechanismim umoznujicim vychytdvani dualezitych zivin se ftadi
proteiny patfici do tfidy porind. Poriny patii k proteiniim, které vytvareji nespecifické
difuzni kanaly. Pfitomnost téchto kanalii omezuje piisun antibiotik a pfispivd u mnoha
organismi ke vzniku vnitini antimikrobidlni rezistence. Poriny zpomaluji ptiliv 1éka
vlivem riznych mechanismi, zahrnujicich napf. velikostni limitaci a hydrofobicitu. (Cox,
Wright, 2013)

1.3.2.2 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy jsou velmi rozSifené a vyskytuji se Vchromozomu vsSech
organismu. Jsou pfitomné 1 u organisml neprodukujici antibiotika, coZ naznacuje, Ze se
vyvinuly pro jiné Ucely nez vyvarovat se antibiotikim. Prvni pfipad antibiotické
rezistence zprostiedkované efluxni pumpou bylo zaznamenano vroce 1970
u tetracyklinu. (Cox, Wright, 2013)

Efluxni pumpy mohou byt bud’ substratové specificka a exportovat pouze jedinou
molekulu, nebo mohou byt Sirokospektra a exportovat strukturalné odlisné tfidy molekul.
Obvykle efluxni pumpy transportuji vice nez jednu molekulu a Casto také exportuji

toxické molekuly vyprodukované hostitelem. (Cox, Wright, 2013)
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1.4 Metody testovani

Mikrobiologické laboratofe maji v pfipadé testovani citlivosti bakterii na urcité
antimikrobidlni latky moZnost si vybrat mezi metodami provadénymi instrumentalné
nebo manualné. (Ataee et al., 2012)

U izolovanych kolonii, které by mohly vykazovat urcitou patogenitu, by mély byt
provedeny testy citlivosti. Takové kolonie by mély byt ziskdny z primarniho agaru.
Postupy identifikace jsou vétSinou provadény ve stejny C€as. Smési riznych
mikroorganismit by nemély byt testovany na stejné desticce pro dany citlivostni test.
Pokud neni zcela jasna pficina infekce nebo se v klinickém vzorku nachéazi normalni flora
nebo smés mikroorganismi, testovani citlivosti je vétSinou zbytecné, nebot vysledky
mohou byt poté zavadéjici. (CLSI, 2012)

Nejcastéji pouzivané metody ke zjisténi minimdalni inhibi¢ni koncentrace
antimikrobialnich latek (MIC), bakteriostatické a baktericidni aktivity jsou agarova
a bujonova diluéni metoda. Diluéni metody jsou povazovany za referencni metody pfi
testovani citlivosti in vitro a rovnéz jsou pouzivany pii hodnoceni jinych provadénych
metod testovani. (Wiegand, Hilpert, Hancock, 2008) Soucasné testy citlivosti
antimikrobialnich latek poskytuji dulezité informace 0 koncentraci a typu antibiotika,
které mtze byt pouzito pro dany bakterialni kmen. Jistou nevyhodou je dlouha inkubac¢ni
doba a nizké hodnoty ptesnosti mezi jednotlivymi typy testd. (Heller, Spence, 2019)

V piipad¢ agarové diluéni metody jsou roztoky s definovanym mnozZstvim
bakteridlnich bun€k umistény piimo na zivné médium, které jiz obsahuje rtzné
koncentrace antibiotik. Po inkubaci je pfitomnost bakterii indikovana narGstem
jednotlivych kolonii. Bujénova dilu¢ni metoda vyuziva tekuté riistové médium obsahujici
geometricky rostouci koncentrace antimikrobidlniho cinidla, které je inokulovano
s danym poctem bakterialnich bunék. Po inkubaci je narust bakterii signalizovan zakalem
nebo sedimentem. U obou metod je MIC definovana jako nejnizs$i mozna koncentrace
antimikrobidlni latky (v mg/l), ktera zabranuje viditelnému riistu mikroorganismil za
definovanych podminek. Pravé MIC lze u dilucnich metod povazovat za kvantitativni
parametr pii stanoveni antimikrobialni citlivosti. (Wiegand, Hilpert, Hancock, 2008)
Nicméné, MIC nepiedstavuje absolutni hodnotu. (CLSI, 2012)

V klinické praxi se tento in vitro parametr pouziva ke klasifikaci testovaného
mikroorganismu jako klinicky citlivého, sttedné citlivého anebo rezistentniho vzhledem

k testované latce. Break-pointy (hrani¢ni hodnoty MIC) jsou odvozeny z mikrobiologické
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a klinické praxe a mohou se liSit vzhledem ke konkrétnimu zkoumanému druhu nebo ke
konkrétni zkoumané antimikrobialni latce. Prvky, které tyto break-pointy definuji, jsou
MIC distribuce pfislusnych druht, farmakodynamika a farmakokinetika urcitych

antimikrobialnich latek a vysledna klinicka data. (Wiegand, Hilpert, Hancock, 2008)

1.4.1 Bujonové diluc¢ni testy

Jedna z nejcastéji pouzivanych metod na testovani antimikrobialni citlivosti byla
zkumavkova diluéni metoda. Tato metoda zahrnuje pfipravu antimikrobidlnich latek
dvojkovym fedénim v tekutém rastovém médiu. Néasledné dochazi k inokulaci bakterialni
suspenze a inkubaci. Po inkubaci je hodnocen rast bakterii na zaklad¢ vzniku zakalu.
(Jorgensen, Ferraro, 2009) Rist bakterii se ode€ita proti kontrole. MIC je v prvni
nezakalené jamce, tj. v jamce bez viditelného ristu. (Bednat et al., 1996)

Vyhodou této techniky byla generace kvantitativniho vysledku v podobé MIC.
Mezi zna¢né nevyhody makrodilu¢ni metody se fadi velké mnozstvi ¢inidel, manuélni
ukoly piipravy roztokl pro kazdy test a riziko moZnosti vzniku chyb pfi piipravé roztoki
antimikrobialnich latek. (Jorgensen, Ferraro, 2009)

Pro jedno antibiotikum se pouziva osm koncentraci dosazenych dvojnasobnym
fedénim zakladniho roztoku antibiotika. Koncentrace antibiotik se vybiraji tak, aby kolem

¢tvrté jamky byla hrani¢ni koncentrace pro citlivost. (Jorgensen, Ferraro, 2009)

1.4.2 Gradientova difuzni metoda

Pro ur€eni antimikrobidlni citlivosti gradientovou difizni metodou je pouzivan
princip stanoveni antimikrobidlniho koncentra¢niho gradientu v agarovém médiu.

(obrazek 2) (Jorgensen, Ferraro, 2009)
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Obrazek 2 E-test, gradientova difiizni metoda

Komeréné dostupnd verze testu je tzv. E-test. Test je provadén na tenkych
plastovych stripech, které jsou napustény rostoucimi koncentracemi antimikrobidlnich
latek a na povrchu jsou oznaceny stupnici pro odecet koncentrace. Na agarovou plotnu
lze umistit radidlné¢ 5—6 prouzki. Po inkubaci je MIC odecitana jako prisecik oblasti
inhibice dané latky ve tvaru elipsy s testovacim prouzkem v misté udavajicim hodnotu
MIC. (obrazek 3) Vyuziti této metody je vyhodné v ptipadé, kdy je bud’ tfeba stanoveni
MIC pouze jedné nebo dvou latek, nebo kdyz je testovan mikroorganismus pozadujici
obohacené zivné médium nebo specifické inkuba¢ni podminky. (Jorgensen, Ferraro,
2009)
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Obrazek 3 Schematické zobrazeni inhibicni zény E-testu
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E-test m& ve srovnani s diskovou difuzni metodou nékolik vyhod. Vytvoreny
gradient je stabilni po dobu 20 hodin, coz je ptiznivé pro velké mnozstvi patogent — od
rychle rostoucich aerobnich bakterii az po pomalu rostouci anaerobni bakterie. E-test
muze byt pouzit k nalezeni heterogenni rezistence nebo bakteridlnich kment, které
vytvari jak citlivé, tak i rezistentni kolonie. (Schumacher et al., 2018) E-test podava
v porovnani s diskovou difizni metodou vice kvantitativni vysledky a poskytuje

kvalitnéj$i mezilaboratorni pfesnost. (Heller, Spence, 2019)

1.4.3 Diskova difuzni metoda

Diskova difizni metoda vyuziva difuze antibiotika napfi¢ agarem za ucelem
vytvofeni gradientu sniZujici se koncentrace antibiotika, pfiCemz vzdalenost od zdroje
pusobeni antibiotika se zvySuje. (obrazek 4) Vzdalenost rustu bakterie od zdroje

antibiotika urcuje citlivost bakterie k danému antibiotiku. (Heller, Spence, 2019)

Obrazek 4 Diskovd difiizni metoda

Testovani citlivosti diskovou difizni metodou je metoda jednoducha, prakticka
a dobfe standardizovana. Provadi se aplikaci inokula (o hustoté 1-2x10® CFU/ml) na
plotnu s Mueller Hinton agarem. Na povrch agaru s inokulem se umisti az 12 komeréné
ptipravenych diskd, které jsou impregnované urcitou koncentraci antimikrobialni latky.
Dale probiha 1624 hodinova inkubace pii 35 °C. Po inkubaci se hodnoti velikost zony
inhibice ristu bakterii kolem kazdého disku. Primér inhibi¢ni zony souvisi s citlivosti

izolatu a rychlosti difize dané latky agarovym médiem. (Jorgensen, Ferraro, 2009) Dale
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je primér inhibicni zoény zavisly na mnoZstvi antimikrobidlni latky. Proto je nutné
ucinnost diski pritbézné kontrolovat. (Votava, 2001)

Vysledky diskové difuzni metody jsou pievazné kvalitativni (zdali je testovany
mikroorganismus k dané latce citlivy nebo rezistentni). OvSem existuji nékteré systémy
¢teni zon, které vypocitaji a urc¢i hodnotu MIC néjakych bakterii nebo 1é€iv porovnanim
velikosti zon se standardnimi kiivkami daného druhu a 1éku, které jsou ulozené
v algoritmu. (Jorgensen, Ferraro, 2009) Piistroj Bacmed firmy Aspiag slouzi praveé
k automatickému ode¢itani inhibi¢nich zén a hodnoceni break-pointi pro diskovou
diftzni metodu. Systém umoziuje definici vice sad break-pointl s pfifazenim priority.
Nasledna interpretace je zalozena na standardech EUCAST, CLSI a na uzivatelsky
definovanych sadach breakpointu. (http://www.aspiag.cz/BacmedAST.htm) Tento test je
také zavisly na vhodné difuzi. Rozhodujicim faktorem pro pouziti této metody je
molekulova hmotnost dané antimikrobialni latky. Nespravné vysledky mohou zptisobovat
nedokonalosti a nerovnosti agarovych ploten, coz nasledné ovliviiuje difazi. (Schumacher
etal., 2018)

Hlavni vyhodou diskové difiizni metody je jednoduchost v provedeni testu, nebot’
nevyzaduje zadné specialni vybaveni, a flexibilita pti vyberu diskl pro testovani. Mezi
dalsi vyhodu Ize tadit i to, ze poskytnuté vysledky jsou snadno interpretované vSemi
1ékafi. Nevyhodou této metody je nedostatek mechanizace a automatizace testu.
(Jorgensen, Ferraro, 2009)

Diskovou difuzni metodou nemohou byt testovany vSechny pomalu rostouci
bakterie nebo bakterie naro¢né na kultivaci. Test byl standardizovan pro testovani
streptokokti, Haemophilus influenzae a Neisseria meningitidis pomoci specializovanych
médii, inkubac¢nich podminek a specifickych kritérii na interpretaci velikosti zony.

(Jorgensen, Ferraro, 2009)

1.4.4 Mikrodiluéni metoda

Mikrodilu¢ni metoda se vyuziva ve vétsiné piipadi ke stanoveni MIC. Jedna se
0 nejbéznéj$i metodu, kterd zahrnuje fedéni antibiotik v rlstovém médiu za ucelem
vytvofeni série roztokl antibiotik, které maji klesajici tendenci koncentrace. Pro dany
bakterialni kmen mohou byt timto testem stanoveny typy a koncentrace antibiotik.
Bakterie jsou inokulovany v roztoku zivného média s antibiotikem a nechavaji se

inkubovat do nasledujiciho dne. (Heller, Spence, 2019)
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Mikrodilu¢ni metody bylo dosazeno miniaturizaci a mechanizaci testu pouzitim malych
jednorazovych plastovych mikrotitra¢nich desticek. Za vyhody této metody lze povazovat
ziskani hodnot MIC, reprodukovatelnost a tsporu €inidel a prostoru, k cemuz dochazi
vlivem miniaturizace testu. Mikrodiluéni metoda byva pfizpusobena k testovani velkého
poctu vzorkii nebo ke kolorimetrickym odectim. Nicméné musi byt vzdy dodrZena
inkubacni doba potiebna k naristu mikroorganismu trvajici 24—48 hodin. (Heller, Spence,
2019)

Hlavni nevyhodou testu je nemoznost zmény vybéru danych latek, nebot’ tyto
latky jsou dostupné ve standardnich komer¢nich setech. (obrazek 5) (Jorgensen, Ferraro,
2009) Finalni objem testu definuje, zda se jednd o metodu makrodilucni nebo
mikrodiluéni. V pfipadé makrodiluéni metody je pouzit celkovy objem 2 ml,
U mikrodiluéni metody provadéné v mikrotitraéni desticce je hodnota objemu nizsi nez

500 pl. (Wiegand, Hilpert, Hancock, 2008)

Obrazek 5 Mikrodilucni agarova metoda

Primérni vyhodou této metody je moZnost ziskani kvantitativnich hodnot MIC, ale
také hodnoty minimalni baktericidni koncentrace. Tato metoda je standardizovana CLSI
pro aerobni druhy mikroorganismti. Mikrodilu¢ni bujénovd metoda patii vzhledem
k diagnostickym uceltiim mezi spolehlivé a standardizované metody. Jedna se ale o Casoveé

wevr

antibiotika musi byt pfipravovan ru¢n¢. (Schumacher et al., 2018)
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V piipad¢ agarové mikrodiluéni metody byl zaznamenan pokrok tim, Ze bylo
pouzito chromogenni agarové médium, které umoziuje ¢asnéjsi detekci mikroorganismd.
Divodem je brzka viditelna barevna reakce béhem 18-24 hodin v ptipadé citlivych
kmend. Dale je tato metoda vyuzivana u kultur obsahujicich vice druhd bakterii,

u rezistentnich bakterii a pfi rozliSeni do kmenu a druhu. (Schumacher et al., 2018)

1.5 Laboratorni interpretace vysledku vySetieni citlivosti

Za predpokladu ziskani kvalitativnich vysledkl je vysledek vyjadfovan tfemi
zpusoby, muze byt oznacen jako: ,citlivy®, ,stfedné citlivy“ nebo ,,rezistentni®. Vse je
posuzovano na zaklad€ velikosti inhibiéni zony nebo hodnoté MIC. Pro spravné
posouzeni citlivosti jsou k dispozici standardizované hodnoty mnoha bakteridlnich druht.
(Schumacher et al., 2018) Zdali je testovany mikroorganismus citlivy nebo rezistentni,
0 tom vypovida hodnota ,,break-pointu®. Pokud je hodnota koncentrace nizsi, nez je
hodnota break-pointu, jedna se o bakterialni izolat citlivy k dané antimikrobialni latce.
(Melter, Malmgren, 2014)

1.6 Testované kmeny bakterii

1.6.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou charakterizovany jako grampozitivni, nesporulujici
anepohyblivé bakterie. V zevnim prostredi pomérné dobie piezivaji, pievazné
Vv pfitomnosti bilkovin odolavaji vyschnuti, zahtati na 55 °C. Jsou schopny tolerovat
vysoké koncentrace soli az do obsahu 10 % NaCl. (Sedlacek, 2007)

Stafylokoky jsou zodpovédné za spoustu lékatskych komplikaci zahrnujici koZni
infekce a infekce mékkych tkani, infekce v misté chirurgického zakroku, endokarditidu
a nozokomialni infekce. Rostouci pocet téchto infekci souvisi s neustdlym vyvojem
mediciny, do kterého Ize fadit pouzivani kloubnich implantatd, imunosupresiv a katetra.
(Casey et al., 2007)

V praxi je vétSina druhii a poddruht stafylokokti rozdélovana na zakladé jejich
schopnosti koagulovat plasmu, na stafylokoky koaguldza pozitivni a koagulaza negativni.
Volna koagulaza reaguje s plasmatickym faktorem za vzniku stafylothrombinu.
Stafylothrombin katalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin. V dusledku tvorby fibrinu

probihaji stafylokokové infekce formou ohrani¢enych lozisek, abscest. (Votava, 2003)
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Vazana koagulaza neboli clumping faktor méni fibrinogen na fibrin, ¢imZ dojde ke
shlukovani stafylokokovych bun¢k. (Votava, 2010)

Koagulaza negativni stafylokoky jsou hlavni pficinou infekci krevniho obéhu
v disledku zavedeni centralniho Zilniho katetru. Infekce mocovych cest u mladych zen
jsou zpisobené Staphylococus saprophyticus, ovsem ziidka je povazovan za pfi¢inu
bakteriurii u hospitalizovanych pacientti. (Casey et al., 2007) I ptes to byly koagulaza
negativni stafylokoky mnoho let povazovany za nepatogenni. (Chajecka-Wierzchowska
etal., 2012) Mezi dilezité a bézné se vyskytujici slozky mikroflory lidské pokozky se fadi
Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus hominis, které jsou také spojovany
s klinicky vyznamnymi nozokomialnimi infekcemi. (Zhou et al., 2012) Pocet
nozokomialnich onemocnéni zplisobenych pravé kogulaza negativnimi stafylokoky se
neustale zvySuje. Mnoho téchto stafylokoki je jiz rezistentni na methicillin. Zvysujici se
rezistence u nékterych stafylokokt je ¢astecné zplisobena pouzivanim Sirokospektrych
antibiotik. (Casey et al., 2007)

Koagulaza pozitivni Staphylococcus aureus je hlavni pficinou mnoha zavaznych
nozokomialnich a komunitnich infekci. Zptsobuje také infekce kosti a kloubd, jako je
akutni a vertebralni osteomyelitida, ke kterym casto dochdzi béhem operace v disledku
kontaminace. S. aureus je pfenasen vyznamnym podilem lidské populace a zpuisobuje
velké mnozstvi onemocnéni s riznym stupném komplikaci, které se odviji od mista
infekce a citlivosti daného kmene. Jeho patogenita se odrazi ve schopnosti produkce
riznych toxinl a rozvoji antimikrobidlni rezistence. (Casey et al., 2007) Lécba takovych
infekci je velmi naro¢na kvali castému vyskytu kmenl rezistentnich vici
antimikrobidlnim latkam, jako je napf. methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA). Mimo to je Staphylococcus aureus soucasti biofilmu v mistech infekce. Takové
infekce nereaguji na 1écbu antibiotiky a stavaji se z nich chronické infekce, pro které je

pak potiebna ucinngjsi 1écba. (Coenye et al., 2017)

1.6.2 Rod Escherichia

Escherichia coli se fadi mezi gramnegativni bakterie, které maji tvar tyCinky.
(Raeispour, Ranjbar, 2018) E. coli je béznou soucasti sttevni mikroflory zdravych jedinct.
O E. coli 1ze hovofit jako o komenzalovi, Caste¢né saprofytovi a také symbiontovi,
protoze svym pisobenim znemoziuje prinik patogent vlivem produkce kolicina a také

se podili na tvorbé nékterych vitamind. (Votava, 2003)
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E. coli se také fadi mezi podminéné patogenni mikroorganismy, jenz zpusobuji
chorobné stavy. Pokud se u bakterialniho kmene vyskytuji specifické faktory virulence,
muze zpusobovat infekce i ve sttevech. (Votava, 2003) Patogenni kmeny Escheria coli
maji potencidl zpisobovat Sirokou Skdlu infekénich onemocnéni, zahrnujici
novorozeneckou meningitidu, infekce stievniho a mocového traktu. (Derakhshan et al.,
2018) U infekci mocového systému maji vyznamnou roli faktory virulence. Mezi faktory
virulence lze zafadit acrobactin, P-fimbrie, hemolyzin, afimbrialni adhezin I, cytotoxicky
nekrotizujici faktor I, adheziny a fimbrie. (Raeispour, Ranjbar, 2018)

Patogenita E. coli je podminéna pfitomnosti adhezivnich fimbrii a produkci
toxind. Dané kmeny vyvolavaji riznymi mechanismy rizna onemocnéni, podle nichz je
lze rozlisit do né€kolika kategorii: enterotoxigenni (ETEC), enteropatogenni (EPEC),
enteroinvazivni (EIEC) a enterohemoragické (EHEC) Escheria coli. Enterotoxigenni
kmeny jsou charakterizovany produkci proteinovych enterotoxinii. Produkce enterotoxini
je koédovana na plasmidech. Jsou rozliSovany dvé skupiny enterotoxinii: termostabilni
nizkomolekularni enterotoxiny typu ST a termolabilni enterotoxiny typu LT, které maji
vétsi molekulovou hmotnost a jsou imunogenni. Enteropatogenni kmeny jsou schopny
pevné vazby na povrch bunék epitelu tlustého stieva prostiednictvim antigennich
adhesini zvanych bundleforming pilus (BFP). Neprodukuji enterotoxiny a ziejmé
nepronikaji do bun¢k. V bunkach ale vyvolavaji charakteristické zmény, prevazné ztratu
mikrovili. (Julak, 2006) V né€kolika studiich bylo prokazano nékolik efektorovych
molekul, které jsou sekre¢nim systémem III. typu transportovany skrze bakterialni
bunécnou sténu a nasledné jsou inkorporovany do eukaryotni buiky. (Votava, 2003)
Enteroinvasivni kmeny (nazyvané téz Shiga-like, oznacované STEC) se v mnoha smérech
podobaji shigelldm. Nemaji H-antigeny, jsou nepohyblivé a podobnost maji i v rdmci
mechanismu a pribéhu onemocnéni. Onemocnéni nastava po pruniku bakterii do bun€k.
Enterohemoragické kmeny se fadi z uvedenych Escheria coli k nejnebezpecngjsim.
Pficina takového nebezpeCi spociva v produkci Vero-toxinu (VT), ktery je podobny
shigellovému toxinu a ptisobi cytotoxicky na Vero buiiky. Bakterie adheruji na epitelové
bunky tlustého stteva, do kterého invaduji pomérné rychle a vyvolavaji akutni zanétlivou
reakci s destrukei tkané. Bakterie ¢asto pronikaji do hlubsich tkani a krevniho ob&hu, coz
vede ke vzniku hemolyticko-uremickému syndromu (HUS). (Julak, 2006)

K vyvolani hemolyticko-uremického syndromu staci velmi nizka infek¢ni davka.
Udava se, ze je dostacujici pouze deset bakterii. (Votava, 2003) Hemolyticko-uremicky

syndrom je trombotickd mikroangiopatie charakterizovana tiemi hlavnimu symptomy:
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neimunni hemolytickd anémie s fragmentocyty, trombocytopenie a akutni poSkozeni
ledvin. Nej¢astéjsi pricinou HUS je Shiga toxin produkovany E. coli. Ve vétsiné zemi je
onemocnéni zpusobeno E.coli O157:H7. Kmeny STEC produkuji dva virulentni typy
Shiga toxinu, Stx-1 a Stx-2, pficemz druhy jmenovany je vice toxicky a byva Casto
asociovan s progresi k HUS. Ackoliv oba toxiny se objevuji u infekci vyvolanych kmeny
STEC. (Balgradean et al., 2019) Infekce vyvolané STEC kmeny mivaji rtizné projevy: od
gastrointestinalnich infekci bez systémovych komplikaci az po agresivni formu
s neurologickymi problémy, kterd piedstavuje mortalitu u 1-4 % piipadi béhem akutni
faze. Nekolik vyzkumii v poslednich desetiletich prokéazalo, ze zejména zanétlivé reakce
piispivaji k patogenezi onemocnéni. (Exeni et al., 2018)

Mezi infekcemi spojenymi s E. coli je pozorovan navySujici se vyskyt
antimikrobialni rezistence. (Bayani et al., 2018) Infekce mocovych cest patii
Kk nejcastéj$im bakterialnim infekcim. Vyzaduji vysoké naklady na 1é¢bu a v mnoha
ptipadech mohou vést az ke smrti. Touto infekci jsou Castéji postizeny zeny, kdy v 90 %
ptipadd u mladych Zen je pfic¢inou pravé E. coli. (Raeispour, Ranjbar, 2018) U pacientt
trpicich onemocnénim mocového systému, které je zptisobeno E. coli, byla prokazana
zvysena rezistence na urcita antibiotika, predev§im ampicilin a ciprofloxacin. (Bayani et
al., 2018)

V poslednim desetileti se rapidné zvySuje prevalence multirezistentnich kment
Enterobactericeae, pievazné kment produkujici B-laktamazu Sirokého spektra (ESBL).
Jejich Sifeni je zavislé na bakterialni konjugaci, pfi které jsou pfenaseny plazmidy nesouci
geny ESBL. (Surgers et al., 2019) Rezistence vii¢i B-laktamtim je velice zavazny problém,
nebot’ tato 1é¢iva jsou prokdzana jako bezpecna a u€inna, ale v disledku antimikrobidlni
rezistence ztraceji sviij ucinek. E. coli kodujici ESBL jsou rezistentni k vice nez jedné
tfidé antimikrobialnich latek, ¢imz se stdvaji multirezistentni a pfedstavuji tak vazny
problém ve zdravotnickych zafizenich. (Rahman et al., 2018)

Jako jedna z mala enterobakterii neni E. coli primarné rezistentni k ampicilinu.
| pfesto pocet rezistentnich kmenli neustadle nartstd. (Votava, 2005) Lécba témito
antibiotiky je aplikovana u extraintestindlnich infekci. OvSem vzhledem k Casté ziskané

rezistenci je vzdy nutné vySetieni citlivosti. (Julak, 2006)

28



1.6.3 Rod Enterococcus

Bakterie rodu Enterococcus se fadi mezi grampozitivni bakterie. Nevytvareji
pouzdra a nékteré druhy jsou pohyblivé nevyraznymi biciky. Ve vétSin¢ ptipadi rostou
jak pii 10 °C, tak i pti 45 °C. Taktéz je jejich rust zaznamenan v pfitomnosti 6,5 % NaCl
nebo 40 % zluce v médiu a pti pH 9,6. Nekdy jsou oznacované souhrnnym terminem
»mlécné koky*“. (Sedlacek, 2007)

Jedna se o komenzaly lidského gastrointestindlniho traktu, kize, hornich cest
dychacich a tstni dutiny. Tyto organismy jsou hlavni pfi¢inou vzniku nozokomiélnich
infekci, predevsim kvtili potencidlu k ziskané antimikrobidlni rezistenci. Enterococcus
faecalis byva Casto detekovan ve vzorcich spojivkového vaku u starSich pacientd.
(Todokoro et al., 2018) Enterococcus faecalis je ¢astou pfi¢inou u 80 az 90 % piipada
enterokokovych infekci, jako jsou infekce mocového traktu, endokarditida, bakteriémie
a infekce v misté chirurgického zakroku. (Sharma, Khan, 2018)

Béhem normalniho riistu mize Enterococcus produkovat pfirozend antibiotika
a zlepsovat stfevni floru. Ovsem to také zpisobuje rizné infekce — endokarditida, sepse,
infekce chirurgickych ran a infekce mocovych cest, infekce ohrozujici Zivot novorozencii
i in utero. (Wang et al., 2018)

I ptes to, ze nejsou u enterokokll zaznamenany témét Zadné faktory virulence,
jedna se o ptivodce stale castéjSich nosokomialnich infekci. Lécba takovych infekci je
velmi problematickd, nebot’ je zpisobend snadnym pienosem rezistence na antibiotika.
(Julak, 2006) Enterokoky jsou odolné vici velkému mnozstvi antimikrobidlnich latek.
Vzhledem k ¢etnému vyskytu antimikrobialni rezistence se vyvijeji v oportunni patogeny.
(Gao et al., 2018) Jejich schopnost ziskani rliznych adaptivnich znakt a pfenos rezistence
na patogenni druhy ¢ini tuto skupinu velmi zavaznym zdravotnim problémem. (Werner
etal., 2013)

V poslednich letech vzrusta prevalence vankomycin-rezistentnich enterokoku
(VRE) a piedstavuji tak zavaznou hrozbu pro lidské zdravi, nebot’ se stavaji odoln&jsimi
vici soucasné podavanym lécivam. (Davido et al., 2018) Obvykle se VRE vyskytuji
Upacientli, ktefi jsou téZzce nemocni, vystaveni dlouhodobému pisobeni
antimikrobialnich latek nebo jsou dlouhodobé hospitalizovani. Kolonizace miiZe trvat po
dobu né¢kolika tydna az let. Klinické dusledky infekci zpisobené VRE zahrnuji omezenou
dostupnost antimikrobialni terapie vi¢i VRE a schopnost VRE piendset genetickou

informaci pro rezistenci proti vankomycinu na ostatni patogeny. (Axelrad et al., 2018)
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NejbéZnéjsim genem kodujicim rezistenci je VanA, zacinaji ale prevladat klony VanB.

(Vehreschild et al., 2019)

1.6.4 Rod Pseudomonas

Jedna se o gramnegativni bakterie, které maji schopnost pohybu. (Khan et al.,
2018) Toleruje vysoké koncentrace soli, odolava Gc¢inkim dezinfekénich prostredkil,
vétsing antibiotik a téz je schopna rastu i pfi chladni¢kovych teplotdch. VétSina kment
tvofi pigmenty — zejména modrozeleny pyocyanin (methylhydrofenazin) oxidujici
spontanné na a-oxyfenazin, a Zluty fluorescein. Kultury se vyznacuji charakteristickym
zapachem, ktery je pfirovnavan k viini ovoce nebo kvétl jasminu. (Juldk, 2006)

Oportunni patogen Pseudomonas aeruginosa je znamy svou pozoruhodnou
adaptaci na rtizna prostiedi. S riznymi metabolickymi drahami a mnoZzstvim patogennich
mechanismll je schopen rist v prostfedi pod vlivem rtznych podminek, napf. na
lékaiském vybaveni, ve vodnich systémech, ve ventilatorech, a dokonce 1 V pfitomnosti
dezinfekénich prostiedku. (Subdedi et al., 2018)

Pseudomonas aeruginosa jsou hojné zastoupeny v zivotnim prostiedi. Taktéz se
podili na procesu tvorby biofilmu. (Khan et al., 2018) Jejich relativné velky genom kdduje
enzymy pro vznik efluxnich pump, které zapii¢ini vznik rezistence mikroorganismu
K uréitym antimikrobialnim latkam, napf. penicilin, chlorin, glutaraldehyd atd.
Extracelularni polymery obsazené v biofilmu inhibuji difuzi antimikrobialnich latek.
Sesilni buiiky mohou zpomalit jejich metabolismus za UCelem sniZzeni piijmu
antimikrobidlnich latek. Existuji pfipady biofilmi smiSenych kultur, které vytvareji
perzistujici buiiky, aby byly schopny piezit antimikrobialni ataky. (Liu et al., 2018)

Pseudomonas aeruginosa ma vrozenou rezistenci vu¢i nékolika tiidam
antimikrobidlnich latek. Molekularni mechanismy rezistence spo€ivaji v zabranéni
pfistupu kcili, zvySeni efluxu, zméné antibiotickych cili vlivem mutace, pfimé
modifikaci antibiotik. I u citlivych kment P. aeruginosa se vyskytuje zna¢na obrana diky

vlastni antimikrobialni rezistenci. (Jeukens et al., 2019)

1.6.5 Rod Listeria

Listerie jsou kratké grampozitivni tyCinky se zaoblenymi konci. Pti kultivaci pfi
teploté 20-25 °C jsou pohyblivé n€kolika peritrichalnimi bi¢iky. (Sedlacek, 2007) Jejich

charakteristickou vlastnosti je pohyblivost: 1-4 bic¢iky umoznujici pohyb s pfemety
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a rotaci. Povrchové struktury jsou bohaté na volné 1 vdzané lipidy. Virulence listerii je
vazana na produkci hemolyzina. (Bednar et al., 1996)

Listerie jako podminéné patogenni bakterie mohou zptsobovat infekce zazivaciho
traktu po konzumaci kontaminovanych potravin. Listerie pronikaji do bunék stfevniho
epitelu, odkud se sifi dale v podobé makrofagti. (Julak, 2006) Spousta druhti zvitat patii
mezi asymptomatické pfenasece Listeria monocytogenes. Toto pienasecstvi zplisobuje
dlouhodobé vylucovani L. monocytogenes, coz vede k nasledné kontaminaci zivotniho
prostfedi a potravin. Pouze Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii z celého rodu je
patogenni pro ¢lovéka. (Legendre et al., 2017) Je schopna piezivat ve velmi nizkych
teplotach okolo 4 °C, toleruje nizké pH, nizkou aktivitu vody a vysoké koncentrace soli.
(Haubert et al., 2018)

Listeria monocytogenes zpusobuje onemocnéni nazyvané listerioza. Ve vétsing
ptipadi se listerioza vyskytuje sporadicky. Listerioza mtze vést ke vzniku zavaznych
onemocnéni, jako je meningitida, septikémie nebo encefalitida. V piipadé t€hotenstvi
zpusobuje spontanni potraty nebo predc¢asné porody. (Legendre et al., 2017) Hlavnim
zdrojem listeridzy je kontaminovana potrava. Pfenos vzdjemné mezi lidmi se objevuje
velmi vzacné. (Skowron et al., 2018)

Vétsina kment  Listeria monocytogenes je citliva na vétSinu antibiotik
pouzivanych v klinické 1écbé. OvSem zvySeni antimikrobidlni rezistence souvisi
S pfitomnosti mobilnich genetickych elementii, konkrétné plazmidi a transpozont.
(Haubert et al., 2018)

Geny rezistence jsou prenaseny mezi Listeria monocytogenes a ostatnimi
grampozitivnimi 1 gramnegativnimi bakteriemi. Proto je dulezité sledovat prevalenci

a pienos rezistentnich kmenu Listeria monocytogenes. (Sosnowski et al., 2019)

1.6.6 Rod Bacillus

Do rodu Bacillus se fadi aerobni sporulujici grampozitivni tycky se zakulacenymi
nebo ¢tvercovitymi konci. Jeho zastupci se vyskytuji ubikvitérné v piirodé¢, prachu, vodg,
zvifatech, rostlinach i hmyzu. VétSina jich je nepatogenni, vyjimku tvoii Bacillus
anthracis, z¢asti Bacillus cereus. Spoleénym znakem bacili je tvorba endospor, které jsou
ovalné nebo kulaté a jsou velmi rezistentni k mnoha nepfiznivym podminkam. (Sedlacek,
2007)

Bacillus cereus zpiisobuje dva typy gastrointestinalnich onemocnéni zahrnujici

prijem a zvraceni po konzumaci kontaminovanych potravin, které obsahuji vice nez
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10*-10° spor nebo vegetativnich bun&k B. cereus na gram. Patogenita Bacillus cereus je
zpusobena produkci riznych toxind. Prijem je spojovan s fadou enterotoxini — hemolysin
BL, nehemolyticky enterotoxin, cytotoxin K a enterotoxin FM. (Gao et al., 2018)

Vznik rezistentnich kmenta Bacillus cereus vede k selhani antibiotické 1é¢by, coz
je podminéno zneuzivanim antibiotik nebo ziskanim genu rezistence skrze horizontalni

ptenos gend. (Gao et al., 2018)

1.6.7 Rod Salmonella

Salmonely jsou gramnegativni rovné tyCinky, které jsou vétSinou pohyblivé
prostiednictvim peritrichdlnich bicika. Vyskytuji se jako patogenni organismy pro
¢lovéka i pro mnoha zvitata. (Sedlacek, 2007) Salmonely jsou klasifikovany do vice nez
50 séroskupin na zdkladé¢ O antigenu. Jednotlivé skupiny se vzajemné 1i8i virulenci
a stupném antimikrobidlni rezistence. (Lo et al., 2018)

Netyfoidni salmonely (NTS) zptsobuji akutni gastroenteritidu. Mohou také
zapfticinit vznik invazivnich infekci u imunokompromitovanych nebo oslabenych jedinci.
Antimikrobialni terapie je indikovana u extraintestinalnich infekci a u imunokompromi-
tovanych pacienti, neni doporucovana v piipad¢ akutni nekomplikované gastroenteritidy.
(Loetal., 2018)

U NTS, vyskytujici se u déti, byla zjisténa vysoka rezistence vic¢i béznym
antibiotikiim. Jako 1éky prvni linie se pouzivaji Sirokospektré cefalosporiny. Nicméné
rezistence vici témto latkdm v poslednich letech celosvétove vzrostla. (Lo et al., 2018)

| v ptipadé kmenu Salmonella dochazi k celosvétovému vzriistu antimikrobialni
rezistence, zejména u MDR (mnohocetna rezistence) kment Salmonella. Jeden
latek pii vyrob¢ zivocisnych produktii. Tato rezistence je na lidskou populaci pfenasena
pravé prostfednictvim ZzivocisSnych vyrobkul, které predstavuji urCity stupen ohrozeni

vetejného zdravi. (Zhu et al., 2017)

1.6.8 Rod Candida

Candida albicans patii mezi lidské komenzalni organismy a je pfitomna
V gastrointestinalnim traktu, ustni a vaginalni sliznici vétSiny zdravych jedinct.
V nékterych ptipadech se mize chovat jako oportunni patogen, coz podminuje vznik

symptomatickych infekci sliznic. Candida albicans je charakterizovana nékolika
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vyvojovymi typy bunék, zahrnujici formy kvasinek a vlaknité formy (pseudohyfy a hyfy).
Filamenta se od bunék ve formé kvasinek lis§i bunécnou strukturou, proteiny bunécné
stény, transkripci a interakci s imunitnim systémem. Schopnost prechazet mezi
jednotlivymi formami je velmi ovlivnéna jejich virulenci. Prostfednictvim ex vivo modeld
kandidozy bylo zjisténo, ze Candida albicans ve formé hyf zplsobuje rozsahlejsi
poskozeni tkani nez ve formé kvasinek. Takové posSkozeni je dano schopnosti adherovat
k epitelidlnim povrchim, tvorby biofilmu, vyvolat produkci prozanétlivych cytokini
a vyhybani se apoptéze. Mezi nékolika mechanismy hraje dilezitou roli u Candida
albicans v adhezi K inertnim povrchiim hydrofobicita povrchu bun¢k. Tato adhezni
schopnost tvoii hlavni predispozici ke vzniku peroralni infekce. (Ardizzoni et al., 2018)
C. albicans se projevuje jako potencialné patogenni houba. Je schopna byt
uspesSnym komenzalem u zdravého hostitele. Za urcitych okolnosti dochéazi ke vzniku
a narustani virulence, coz se projevuje invazi houby do tkéni. Variabilita virulence je
zpiisobena plasticitou genomu, jenz umoznuje rychlé zmény vlastnosti kmene. (Bednar et

al., 1996)

1.7 Potencial komplexii prechodnych kovii v mediciné

V oblasti mediciny nabyvaji na vyznamu slouceniny obsahujici pfechodny kov.
Jednd se o slouceniny, které maji slibné antiproliferativni G¢inky u velkého mnoZzstvi
tumort. Neustdle se objevuje zvySujici se zajem 0 navrhy 1€k, které by mohly byt
Vv ptipadé nadoru selektivné aktivovany bunéénymi procesy nebo fizenou externi aktivaci.
Protinadorové léky zaloZzené na bazi kovu je mozné rozdélit na klasicka a neklasicka
chemoterapeutika. (van Rijt, Sadler, 2009)

V oblasti biologie vzrostl béhem minulého stoleti vyznam ionti kovu a jejich
komplex1i, proto je tfteba neustale novych studii, které se zabyvaji podrobnou strukturou
a sloZzenim téchto sloucenin. lonty kovi mohou vytvafet rizné komplexy s proteiny,
S bunéénymi slozkami o vysoké molekulové hmotnosti nebo s malymi molekulami
metabolitil o nizké molekulové hmotnosti. (Crans et al., 2013) Kovy maji také dulezitou
roli vftadé¢ diagnostickych technik. V ramci molekularniho zobrazeni jsou kovy
vyuzivany ke zvySeni kontrastu na subcelularni trovni. (Crans, Meade, 2013)

Komplexni slouceniny nabizeji urcité vyuziti pii vyvoji novych protirakovinnych
latek. Jejich vlastnosti maji jisté odliSnosti od Cisté organickych sloucenin. (van Rijt,

Sadler, 2009) Metabolismus organickych 1é¢iv zahrnuje tvorbu CO a ptedvidatelny
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rozklad produktd na bazi uhliku. Oproti tomu lé¢iva obsahujici kov vytvateji proménlivé
slouceniny kovu vzniklé hydrolyzou nebo redoxni reakci ptivodniho komplexu kovu.
Jedna se o velmi duleZitou skutecnost, nebot’ metabolismus piivodniho komplexu muze
vést k jinym aktivnim materialim obsahujicim kov. Takové materidly mohou vykazovat
vysokou perzistenci, rozdily v lokalizaci bunék a organti a také maji urcity potencial
ovlivnit jiné cilové motivy. (Crans, Meade, 2013)

Organokovové slouceniny s pfechodnym kovem s biologickou aktivitou byly
zavedeny jako novéa potencialni terapeutika proti nddorim, HIV a maldarii. Také se
objevilo jejich vyuziti v klinické praxi jako radiofarmaka a taktéz jako antibiotika.
Organokovové slou¢eniny maji zna¢ny potencial pti 1écbé mnoha zavaznych onemocnéni,
ktera jsou v soucasné dob¢ obtizné kontrolovatelna nebo jsou nevylécitelnd. (Hartinger,
Dyson, 2008)

U zndmych organickych antibiotik, jako jsou penicilin, cefalosporin nebo
rifamycin, odvozenych od ferrocenu je pozorovana skutecnost, Ze u rezistentnich
mikroorganismt dochézi vlivem plsobeni ferrocenu k obnoveni aktivity téchto l1éCiv.
| takova jednoducha modifikace umozni vstup 1é¢iva do organismu, coZ zpiisobi nasledné
smrt mikroorganismu. Nemodifikované 1éky jiz takto nefunguji z davodu, Ze je
zablokovan jejich pfijem, anebo dochazi k jejich rychlému vylu¢ovani. (Hartinger,
Dyson, 2008) V soucasné dob¢ jsou jiz prozkoumavany rizné alternativy k antibiotikiim.
Jednd se zejména o anorganickd antibakteridlni ¢inidla nebo antimikrobidlni peptidy,
které vzhledem k jejich Sirokospektralni baktericidni aktivité ziskdvaji urcity potencial
jako mozna 1é¢iva. (Croes et al., 2018)

U derivatl vanadocenu byla zjisténa anti-HIV aktivita bez pfitomnosti toxicity.
Tyto derivaty jsou strukturné podobné titanocenu dichloridu, ovSem s tim rozdilem, Ze
skupiny chloru jsou nahrazeny chelata¢nimi ligandy. (Hartinger, Dyson, 2008)

Transport 1€k obsahujici kov k jejich cilim ptedstavuje jeden z nejvétSich cili
v ramci chemoterapie nadord. Takové 1é¢ivo musi byt dostatecné reaktivni vzhledem
k biologickému cili, ale ne tak reaktivni, aby nedoslo k deaktivaci biomolekul. Aktivace
prekurzori je realizovana prostfednictvim fotochemického procesu, oxidaci nebo redukci
kovu nebo ligandu, anebo substituci ligandu. Vyhoda pouziti svétla jako vnéjsiho stimulu

spoc¢iva v minimalizaci vedlejSich efekti. (van Rijt, Sadler, 2009)
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1.7.1 Cis-platina

V medicin¢ Vv oblasti 1éCby nadorti byl zaznamenan urcity pokrok u sloucenin
platiny, konkrétné se jedna o cis-diamindichloroplatnaty komplex a cis-platina (cis-DDP).
(obrazek 6) Prvni studie o cytotoxicité byly provedeny vroce 1965 Barnettem
Rosenbergem. Cytotoxicky ucinek, pozorovany u kultury Escheria coli a vyvolany
elektrickym polem, byl vyvolan tvorbou cis-platiny a jejich odpovidajicich analog
prostfednictvim elektrochemickych reakci na platinovych elektrodach. (Fuertes et al.,
2003)
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Obrazek 6 Strukturni vzorec cis-platiny

Studie provedena vroce 1969 prokazala protinadorové vlastnosti cis-platiny.
Vzhledem k naslednému klinickému vyvoji cis-platiny a karboplatiny patii tyto latky
mezi nejpouzivanéjsi 1éky v 1é€bé nadori. (Fuertes et al., 2003) Cis-platina je vysoce
ucinna pii 1é¢be karcinomu vajecniki, varlat, mocového méchyie a plic. Bylo zjisténo, ze
cis-platina vyvolava fadu zavaznych vedlejSich ucinkt, jako jsou nefrotoxicita,
neurotoxicita, ototoxicita, nauzea a zvraceni. (Gomez-Ruiz et al., 2012)

V ptipadé chemické reaktivity, cis-platina mize ovliviiovat bunéénou fyziologii
prostiednictvim interakce s molekulami bunécné membrany. Je zndmo, ze DNA
ptedstavuje hlavni cil pro cis-platinu, nebot’ 75-85 % koncentrace cis-platiny se vaze na
nukleofilni mista intracelularnich ¢asti, jako jsou peptidy obsahujici thiol, proteiny,
replika¢ni enzymy a RNA. Konkrétni vazebni misto pfedstavuje N7 guaninu, v mensi
mife vznika vazba i s adeninem. Vazba cis-platiny na DNA je ireverzibilni. Tato vazba
poskytuje vysvétleni rezistence k cis-plating, ale taktéz jeji vysokou toxicitu.
Piedpokladem vzniku vazby mezi cis-platinou a DNA spociva v hydrataci platiny, coz je
umoznéno nizkou koncentraci chloridovych iontt uvnitt bunék. Cis-platina také piimo
interaguje s telomerazou. (Gomez-Ruiz et al., 2012)

Pritomnost DNA-cis-platinovych aduktii je schopna vyrazné¢ zménit funkci

jadernych proteinti nezbytnych pro transkripci savéich genl. Reakce na cis-platinu je
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definovana jako bunécna specifita. Byly objeveny zmény i u mnoha vyznamnych
signaliza¢nich kaskad, napt. proliferace a diferenciace bunék, buné¢na smrt. K rezistenci
na cis-platinu mize dochazet na nékolika urovnich. Jedna z moznosti je bunécné
vychytavani 1é¢iva interakci s proteinem nebo DNA, dale se jednd o aktivaci urcitych

signald, které vedou k bunécné smrti. (Gomez-Ruiz et al., 2012)

1.7.2 Molybden

Molybden je zdkladni prvek rostlin, zvifat i mikroorganismii. Molybden se fadi do
skupiny stopovych prvkl, které jsou nezbytné pro spravny metabolismus. OvSem je
prospésny jen pfi malém mnozstvi. Ve vétSich davkach muze mit toxické ucinky.
(Terpilowska et al., 2018) Je ale také dulezité zminit, ze jeho nedostatek se mtze pro
organismus stat fatalni zalezitosti. V takovém piipadé¢ mize dojit az k umrti. (Mendel,
2005) Jedna se o prvek, ktery je soucasti aktivnich mist mnoha metaloenzymd.
(Terpilowska et al., 2018)

Prvni biologickd funkce molybdenu byla objevena vroce 1930, kdy bylo
prokazano, Ze pusobi jako katalyzator fixace dusiku u Azotobacter chroococcum.
O nékolik let pozdéji bylo uvedeno, ze ma také urcitou tllohu u metabolismu lidi a zvitat.
(lobbi-Nivol, Leimkiihler, 2012) Molybden je dulezity prvek pro nizsi i vyssi organismy.
(Mendel, 2005)

Molybden je v biologickych systémech neaktivni, dokud nevytvoti komplex se
specidlnim kofaktorem. S vyjimkou bakteridlni nitrogendzy je molybden vazan na
tricyklicky pterin, oznacovany také jako molybdenovy kofaktor (Moco), ktery se vaze
K riznym apoproteinim. (obrazek 7) (Mendel, 2005) Je znamo, Ze jedinymi organismy,
které  neobsahuji  molybdenovy  kofaktor, je  Saccharomyces cerevisiae
a Schizosaccharomyces pombe. (Mendel, 2009) Bylo popsano vice nez 50 enzymu
obsahujici molybden, pfi¢emz vétSina z nich se vyskytuje pravé u bakterii. V ptipadé

eukaryotnich organismu bylo nalezeno pouze Sest enzymu. (Mendel, Bittner, 2006)
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Obrdazek 7 Kofaktor molybdenu (Moco)

Molybden ma jako Kkatalytické centrum enzymu jistou katalytickou
Luniverzalnost”, ktera ma v biologickych systémech jistou prospéSnost. Za
fyziologickych podminek je v rozsahu oxida¢niho stavu VI a IV redox-aktivni. MlZe se
vyskytovat v Sirokém rozmezi redoxniho potencialu. (Mendel, 2005)

Organismy ziskavaji molybden ve formé molybdenového aniontu. V pfitomnosti
ostatnich aniontll je nutnd pfitomnost specifickych transportnich systémui. V piipadé
bakterii se jedna o vysoce afinitni transportéry sloZzené ze tii bilkovinnych slozek, které
ke své Cinnosti vyzaduji hydrolyzu ATP. Po jeho vychytani do buiiky je molybdenan
izolovan do mista, kde dochazi k zisku biologické aktivity. (Mendel, 2005)

V ptipadé¢ E. coli byly popsany tfi transportni systémy: ModABC systém
s vysokou afinitou, CysPTWA siranova/thiosiranova permeaza s nizkou afinitou
a nespecificky transportni systém s nizkou ucinnosti, ktery vyzaduje vysoké koncentrace
molybdenanu a také kromé molybdenanu transportuje i selenan, nebo siran. (Mendel,
2005)

Ve studii provedené Kopfem a Kopf-Maierem byly zaznamenany urcité dukazy
0 potencidlu pouziti derivati molybdocen dichloridu jako protinddorového c¢inidla.
V poslednich letech probihaly rozsahlé vyzkumy, které potvrdily protinddoroveé vlastnosti
molybdocenu. (Gomez-Ruiz et al., 2012)

U rostlin a zvifat je velmi obtiZzné dosdhnout nedostatku molybdenu, nebot’ se
jedna o hojné zastoupeny stopovy prvek v ramci potravy. Nicméné, geneticka deficience
molybdenu je znama jiz tfi desetileti a miZe byt zplisobena dvéma typy mutace. V prvnim
pfipadé se jedna o mutaci v biosyntéze molybdenového kofaktoru, ktera vede k jeho
nedostatku a nasledné k pleiotropni ztraté nebo redukci aktivit vSech enzymi obsahujici
molybden. Druhy typ mutace je charakterizovan ztratou nebo snizenim ¢innosti pouze

jednoho konkrétniho enzymu s molybdenem. (Mendel, 2009)
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1.7.3 Vanad

Vanad se tadi u zivych organismii mezi stopové prvky, ktery ma potencionalné
zasadni roli. Jedna se o slibné antidiabetické vlastnosti a mohl by se proto vyuzit jako
terapeutikum. OvSem spole¢nou vlastnosti mnoha stopovych prvkil je urcity stupen
toxicity ve velkém mnozstvi, pfiCemz je nékterymi odborniky povazovan za jeden
Z podstatnych prvkil pro lidsky organismus. (Crans et al., 2013) Slouceniny vanadu
vykazuji mitogenni ucinky, metabolické u€inky a stimula¢ni/inhibi¢ni U¢inky na
bunécnou diferenciaci. (Pessoa et al., 2015)

Vanad je také kofaktorem nékolika enzyml zahrnujici haloperoxidazy
a nitrogenazy a siln¢ interaguje s enzymy obsahujici vanad, které 1ze nalézt u Ascidiacea.
(Crans et al., 2013) Derivaty vanadu maji u¢inky na aktivitu mnoha enzymu, pievazné
téch, které souviseji s reakcemi fosfatu. Vanad inhibuje ATPazy s riznou G¢innosti a také
inhibuje urcité fosfatazy — alkalicka, kyseld a protein-tyrosin fosfatdza. K dal$im
enzymum inhibovanym vanadem patii ribonukledzy, fosfodiesterazy, gluk6za-6-
fosfataza a fosfoglukomutaza. (Pessoa et al., 2015)

Nekteré slouceniny vanadu mohou interagovat s DNA. Byly provedeny studie
zabyvajici se nékolika formami vanadu, zejména sloucenin komplexti vanadu
s peroxidovou skupinou, které mohou urcitym zptisobem s$tépit DNA. U komplexi
vanadu s peroxidovou skupinou, podavanych pii 1é¢bé peroralné, se lze také setkat
s vysokou toxicitou. | kdyz mély tyto slouceniny velky pfislib jako vhodna léciva ve
studiich buné¢nych kultur, bylo od nich v dasledku toxicity upusténo. (Crans et al., 2013)

V preklinickych studiich v ramci nadorovych bunécnych linii byl rozsédhle
studovan vanadocen dichlorid. V pfimém srovnani s titanocenem dichloridem byla
U vanadocenu zaznamendna vys$i in vitro aktivita. Nicméng, charakterizace téchto
paramagnetickou povahou vanadu. Dusledkem této vlastnosti je nemoznost pouziti
metody klasické magnetické rezonance. Nutnost pouziti rentgenové krystalografie
a elektronové paramagnetické (spinové) rezonance zpomaluje jejich analyzu a pokroky
ve studiu téchto sloucenin. (Gémez-Ruiz et al., 2012)

V poslednich deseti az patnécti letech byl zaznamenan exponencidlni narlst

Vv oblasti vyzkumu vanadu jako potencialniho terapeutického prostiedku. (Pessoa et al.,

2015)
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem prace bylo zjistit antimikrobidlni aktivitu vybranych komplext

ptechodnych kovi na dale uvedenych mikroorganismech.

2.1 Testované mikroorganismy

K testovani bylo pouzito celkem 11 mikroorganismu, z ¢ehoz bylo 10 bakterii
a jedna kvasinka. V pfipadé kmene MRSA se jednalo o klinicky izolat z Nemocnice
Pardubice. Ostatni nize jmenované testované mikroorganismy byly poskytnuty se Sbirky

Katedry biologickych a biochemickych véd Univerzity Pardubice:

Staphylococcus aureus CCM 4227
Escheria coli CCM 3954
Escheria coli CCM 2024
Escheria coli CCM 4517
Enterococcus faecalis CCM 2497
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960
Salmonella Enteritidis CCM 4420
Bacillus cereus CCM 99
Listeria monocytogenes CCM 4699
Candida albicans CCM 8186
MRSA klinicky izolat; Nemocnice Pardubice

Uvedené bakteridlni kmeny byly kultivovany na Mueller Hintonové agaru.
Inkubace probihala za aerobnich podminek pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Kvasinka
Candida albicans byla kultivovana na Sabouraudové dextréozovém agaru. Nasledna
inkubace probéhla za aerobnich podminek pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Vsechny uvedené mikroorganismy byly uchovavany v ledni¢ce a kazdy tyden

bylo provedeno pieoc¢kovani na ptislusné zivné médium.
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2.2 Laboratorni pomiicky

2.2.1 Sterilni jednorazové plastové pomucky

Mikrotitracni destiCky
Mikrozkumavky (typ Eppendorf)
Ockovaci klicky

Petriho misky

Spicky

Zkumavky

2.2.2 Sklenéné a ostatni pomucky

Automatické mikropipety Eppendorf

Laboratorni sklo (Erlenmeyerovy banky, kadinky, odmérny valec)

Mikroskopicka kryci a podlozni sklicka

Navazovaci lodicka, kopist, oboustranna 1zicka

Sklenéné pipety
Stojan na zkumavky

Zkumavky

2.3 Pristroje a zatizeni laboratoie

Analytické vahy KERN 444 a 445

Autoklav PS 20 A

Biologicky termostat

Denzitometr McFarland typu DEN-1
Fluorescen¢ni mikroskop Nikon ECLIPSE 80i
Chladnicka

Laboratorni mikroskop Olympus BX41
Plynovy kahan

Vodni lazet s termostatem Julabo ED-5M/B
Vortex V-1 plus
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International,
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2.4 Chemikalie

Dimethylsulfoxid, DMSO, > 98 % PENTA

2.5 Kultivaéni média a pracovni roztoky

Fyziologicky roztok
Slozeni: chlorid sodny 8549
destilovana voda 1000 ml
Priprava: 4,25 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 500 ml destilované vody. Roztok
byl sterilizovan pii 121 °C po dobu patnacti minut v autoklavu. Nasledné byl roztok

skladovan pfi chladni¢kové teploté.

Mueller Hinton agar, HiMedia Laboratories Indie

Slozeni: hovézi masova infuze 29/l
kaseinovy hydrolyzat 17,5 g/l
Skrob 1,59/l
agar 17 g/l

Priprava: 38 g zékladu bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a poté bylo
sterilizovano Vv autoklavu pii 121 °C po dobu patnacti minut. Po vytemperovani na 45-
50 °C byl agar asepticky rozlit do Petriho misek. Pidy byly po vychladnuti skladovany
pfi chladnickové teploté. pH ptipraveného média odpovidalo pii 25 °C hodnoté 7,3 + 0,2.

Mueller Hinton bujén, HiMedia Laboratories Indie

Slozeni: hovézi infuze 29/l
kaseinovy hydrolyzat 17,5 g/l
skrob 1,59/

Priprava: 21 g zikladu bylo rozmichano v 1000 ml destilované vody a nasledné
sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu patnacti minut. Pfipraveny bujon byl

vychlazen a jeho pH bylo pii 25 °C 7,3 £ 0,1.

41



Sabouraud Dextrose agar, HiMedia Laboratories Indie

Slozeni: glukoza 40 g/l
mykologicky pepton 10 g/l
agar 15 g/l

Priprava: 65 g smési bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a poté sterilizovano
Vv autoklavu pii 121 °C po dobu patnacti minut. Po sterilizaci byl agar ochlazen na 45-
50 °C a asepticky rozlit do Petriho misek. Pidy byly po vychladnuti skladovany pti
chladni¢kové teploté. pH piipraveného média odpovidalo pii 25 °C hodnoté 5,6 + 0,2.

2.6 Testované komplexy prechodnych kovu

V diplomové praci bylo vybrano k testovani antimikrobidlnich vlastnosti
sedmnact riznych komplexii pifechodnych kovu (viz. tabulka ¢. 1). Slouceniny byly

syntetizovany na Katedfe obecné a anorganické chemie.
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Tabulka 1 Testované slouceniny

Mr Rozpust-
Oznaceni Strukturni vzorec Sumarni vzorec .
[g/mol] nost
DMSO: M
VO (acac), OV/(CsH70,), 265,2
HzOZ
DMSO: M
NaS CsHioNNaS; -3H20 225,3
HzOZ
DMSO: M
MnO6 Ci15H300sMn 352,3
Hzol [x]
DMSO: M
VONS1 OV/(CsH1oNS2)2 363,5
HZO:
H3C—(CHy)s s 0‘ s /(CHZ)S*CHa DMSO: &
VONS2 Z W o> OV(C13HzsNS 571,9 '
H3C—(CH2:<S \S/ \(CH2)57CH3 ( e 2)2 H20:
/\ /s\ﬂ/s /\ DMSO: M
VONS3 | o N{S/v\?—w o OV/(CsHsNOS:), 391,5 O,
o) |
s l_s DMSO:
VONS4 ¢ N%S/v<s/ N OV(CeHloNSQ)z 387,5 H,0:
N DMSO:
VOSSO, /S\ v OVS04-5H,0 253,1
\O HZO: M
0 A\
° F
B mF
F/ \F
DMSO: M
MoS2 CsoH270,SMoN,>BF, 769,5
HzoZ
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DMSO: M
MoS3 OQ CogH20N30,SMoBF4 645,9
\N ------- Mo HZO
_/ / co
Y N\ co
/\
S F\
@) DMSO: &
MoS4 F CosH19N2O,SMoBF,4 630,3
7 Ny MO oo H,0:
0 Koo}
= /\
Y N\ co
/\
) DMSO: &
MoS5 Pe: e CaoH17N0,SMOBF; | 532,2 '
,:/\ H,0: [x]
------- Mo -1 CO
MeCN co
(\NHZ
Co- | DMSO: 1
NH-Co-CI cCI C4H12N3CoCl, 233
DETA </ | H,0:
NH,
(\NH2
Cu- I DMSO: 4
NH-Cu-CI CI C4H12N3CuCl, 237,6
DETA Q/n'm H20:
2
(\NHz
| DMSO: M
Zn-DETA NH-Zn-CI CI' C4H12N3ZHC|2 239,5
</ | HzOZ
NH,
(\NHZ
Mn- NH_ | _c DMSO: &
—~Mn__ C6H13N4|\/|I'1C|2 272,1
TETA INH cl H,0: X
L/NHZ
VONS5 ©N>@<NO OV(C1gH15N2SO 769,7 DMSO:
ON NQ ( 19115IN2 3)2 y HZO:
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2.7 Priprava mikrobialni suspenze

Pro testovani vybranych komplexii prechodnych kovi byla ptipravena suspenze
testovanych mikroorganismii. Suspenze méla hustotu 3-10% CFU/ml, coz odpovida stupni
1 McFarlandovy zékalové stupnice. Pro pifipravu mikrobialni suspenze byl pouzit

fyziologicky roztok a 24hodinova bakterialni kultura.

2.8 Mikrodilu¢ni agarova metoda

Pro testovani vybranych antimikrobialnich latek byla pouZita mikrodiluéni
agarovda metoda. Byla pfipravena koncentraéni fada, jenz zapocala koncentraci
256 pg/ml. Vychozi koncentrace 256 pg/ml byla pfipravena rozpusténim 0,0256 g
testované latky v 10 ml rozpoustédla DMSO.

Koncentra¢ni tada zahrnovala vychozi koncentraci 256 pg/ml a nésledné
zkumavky byly nafedény na poloviéni koncentraci z pfedchozi zkumavky. 1 ml roztoku
DMSO s testovanou latkou byl ve zkumavce smichan s 9 ml agaru daného zivného média.
Zivné médium bylo umisténo ve vodni lazni a udrzovano tak pii teploté 45-50 °C.
Nasledné bylo z ptipravené suspenze odebrano 5 ml a napipetovano do zkumavky
obsahujici 5 ml zivného média. 100 pl smichané suspenze o pozadované koncentraci bylo

poté rozpipetovano do jamek mikrotitracni desticky.

256 pg/ml 128 pg/ml 64 pg/ml 32 pg/ml 16 pg/ml 8 pg/ml

r

| ml Sml Sml Sml Sml Sml
— — — — — — ODPAD

\_/ W \_/ \_/ \/ \_/
VYCHOZI

R ) 9ml Sml Sml Sml Sml
KONCENTRACE

agar

Schéma 1 Koncentracni rada

Na ztuhlou smés Vjamkach mikrotitratni desticky byly napipetovany 2 pl
mikrobialni suspenze o hustoté bundk 3-108 CFU/mI. Uginky vybranych latek byly

testovany pro kazdou bakterii v dubletu. Mikrotitracni desticka byla inkubovéana
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Vv aerobnich podminkéach pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci byla desticka
vyhodnocena tim zpiisobem, Ze bylo zjistovano, ve kterych jamkach se objevil zakal
znacici rist daného mikroorganismu a které jamky jsou jiz bez zakalu. VSechny ziskané

vysledky byly porovnavany vii¢i kontrole.

suspenze
MO 1

suspenze
MO 2

suspenze {
MO 3
suspenze

MO 4

[ng/ml]

Schéma 2 Priprava mikrotitracni desticky

PK ... pozitivni kontrola (Mueller Hinton agar + mikrobialni suspenze)

NK ... negativni kontrola (Mueller Hinton agar + testovana latka)

2.9 Negativni barveni bakterii

Na ¢isté podlozni sklo byla napipetovana kapka roztoku konzské ¢ervené. Z jamky
mikrotitracni desti¢ky byla sterilni inokulacni klickou asepticky odebrana kultura bakterii
a poté rozmichana v kapce konzské ¢ervené. Druhé Cisté podloZni sklo bylo pfiloZeno ke
kapce v thlu 45° a bylo jim tazeno po prvnim podloznim skle tak, ze barvivo se hrnulo
pted pohybujicim se sklem po celé plose prvniho skla, na niz se vytvofil souvisly povlak.
Podlozni sklo s negativné obarvenym prepardtem se nechalo na vzduchu oschnout.
Nasledné byl suchy preparat vystaven param 36 % HCI. Sklicko se nechalo zaschnout
a preparat byl poté fluorescencnim mikroskopem pod imerznim objektivem (zvétSeni

10x100). Byla hodnocena velikost bakterialnich bun¢k.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Kovy jsou pro zivot mikroorganismu velice dulezité, nebot jsou strukturni
soucasti biomolekul, kde slouzi jako kofaktory v ramci oxidacné-redukcnich reakei.
Nicméné, pokud jsou jejich intracelularni koncentrace vysoké, stavaji se pro dany
mikroorganismus toxickymi. lonty kovii mohou snadno vstupovat do mikrobidlnich
bun¢k a akumulovat se az na toxické hladiny ptfed detoxikaci prostfednictvim oxidace,
redukce nebo komplexace. Proto jsou vyzadovany rizné homeostatické systémy, které
udrzuji uvnitt buiiky optimalni koncentraci kovii. (Ranawat, Rawat, 2017)

Slouceniny kovu jsou jiz pii nizkych koncentracich velmi aktivni vii¢i riznym
mikroorganismim. Jejich vyhoda oproti organickym slou¢eninam spociva v zachovani
jejich aktivity i v pfipadé multirezistentnich bakterii, nebot’ jsou schopné rozrusit
bakterialni biofilmy. Mechanismus biologického ucinku téchto sloucenin je komplexni,
zahrnujici tvorbu radikall (reaktivnich forem kysliku), inhibice bunéénych enzymi
vazbou na specifické aminokyselinové zbytky, naruseni normalni funkce bunécné
membrany v souvislosti se zvySenou peroxidaci lipida. (Riegel-Futyra et al., 2017)

V poslednich letech dochédzi k neustdlému narlstu rezistence vici mnoha
antimikrobidlnim latkdm. Proto je potieba vénovat se vyzkumu latek, které¢ by mély
potencionalni antimikrobialni u¢inek na dané mikroorganismy. Takovy ucinek je
pfipisovan pravé i slouceninam kovd, jejichz testovani se stava velmi rozsifené.

Cilem diplomové prace bylo zjistit antimikrobialni aktivitu vybranych komplext
pfechodnych kovil. V diplomové praci bylo otestovano sedmnéct vybranych sloucenin.
Byly vybrany slouc¢eniny obsahujici vanad/vanadylovou skupinu, komplexy s manganem,
zinkem, médi, Kobaltem a sloufeniny obsahujici molybden. Testovani probé&hlo na
grampozitivnich (Staphylococcus aureus CCM 4227, Enterococcus faecalis CCM 2497,
MRSA) i gramnegativnich bakteriich (Escheria coli CCM 3954, Escheria coli CCM 2024,
Escheria coli CCM 4517, Pseudomonas aeruginosa CCM 1960, Bacillus cereus CCM
99, Salmonella Enteritidis CCM 4420, Listeria monocytogenes CCM 4699). Candida
albicans CCM 8186 byla pouzita k testovani antimykotickych vlastnosti urcitych
slouc€enin.

K veskerému testovani antimikrobidlni aktivity danych komplexii ptechodnych
kovi byla pouzita mikrodiluéni agarova metoda. Mikrodilu¢ni agarovou metodou byly
stanoveny hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci jednotlivych latek. U vybranych

latek, u kterych byly zaznamenany niz§i hodnoty MIC, byly poté zhotoveny
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mikroskopické preparaty. U téchto mikroskopickych preparatii bylo provedeno negativni
barveni konzskou cCerveni, ¢imz mohla byt nasledné¢ zmeétena velikost jednotlivych

bakterialnich bunék.

3.1 Stanoveni antimikrobialni aktivity mikrodilu¢ni agarovou metodou

Antimikrobialni aktivita diethyldithiokarbamatu sodného (oznaceny NaS) a tris-

(acetylacetonato)manganitého komplexu (ozna¢eny MnO6) je uvedena v tabulce ¢. 2

Tabulka 2 MIC ldtek oznacenych NaS, MnO6

Hodnoty MIC testovanych latek [ug/ml]
Testované bakterie

Na$S MnO6
Staphylococcus aureus 256 > 256
(CCM 4227)
E.coli (CCM 3954) 256 >256
Enterococcus faecalis > 256 > 256
(CCM 2497)
Pseudomonas aeruginosa 256 256
(CCM 1960)

V obou pfipadech bylo dosazeno vysokych hodnot MIC u testovanych
mikroorganismu. V ptipadé diethyldithiokarbamatu sodného byla MIC u Enterococcus
faecalis vétsi nez 256 pg/ml. U ostatnich testovanych bakterii odpovidala MIC hodnoté
256 pug/ml. Antimikrobialni aktivita tris-(acetylacetonato)manganitého komplexu byla
u Staphylococcus aureus, E.coli a Enterococcus faecalis pomérné nizka, nebot’

prevysovala hodnotu 256 ug/ml. U Pseudomonas aeruginosa byla MIC 256 ug/ml.
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Antimikrobialni aktivita vanadyl diethyldithiokarbamatového komplexu (oznaceny
VONS1), vanadyl dihexyldithiokarbamatového komplexu (ozna¢eny VONS2)

a vanadyl acetylacetonatu (oznaceny VO (acac).) je uvedena v tabulce ¢. 3

Tabulka 3 MIC ldtek oznacenych VONSI1, VONS2 a VO (acac);

Hodnoty MIC testovanych latek [pg/ml]
Testované bakterie
VONS1 VONS2 VO (acac)
Staphylococcus aureus
(CCM 4227) 128 > 256 256
E.coli (CCM 3954) 256 256 256
Enterococcus faecalis
256 256 > 256
(CCM 2497)
Pseudomonas aeruginosa
(CCM 1960) 256 256 256

Rust u Staphylococcus aureus byl inhibovan pii koncentraci 128 pg/ml.
U vanadyldihexyldithiokarbamatového komplexu byla MIC u Staphylococcus aureus
vyssi nez 256 pg/ml. Ostatni bakterie mély potlaceny rust pfi koncentraci 256 pg/ml.
256 ng/ml byla odpovidajici MIC 1 v pfipadé vanadyl diethyldithiokarbamatového
komplexu u bakterii E. coli, Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa. Stejné
hodnoty MIC byly zaznamenany i v pfipadé¢ vanadyl acetylacetonatu pii testovani
u Staphylococcus aureus, E. coli a Pseudomonas aeruginosa. U Enterococcus faecalis
nebyla zaznamenana ptesna hodnota MIC, nebot’ jeho riist nebyl potlaceny ani pii

nejvyssi testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita vanadyl morfolindithiokarbamatového komplexu
(oznaceny VONS3) a vanadyl piperidindithiokarbamatového komplexu (oznaceny

VONS4) je uvedena v tabulce ¢. 4

Tabulka 4 MIC latek oznacenych VONS3 a VONS4

Hodnoty MIC testovanych latek [pg/ml]
Testované bakterie
VONS3 VONS4
Staphylococcus aureus
(CCM 4227) 256 > 256
E.coli (CCM 3954) 256 256
Enterococcus faecalis
(CCM 2497) 256 >256
Pseudomonas aeruginosa
2 2
(CCM 1960) >6 >6

Pii testovani sloucenin vanadyl morfolindithiokarbamatového komplexu
a vanadyl piperidindithiokarbamatového komplexu odpovidaly MIC vysokym hodnotam.
MIC vanadyl morfolindithiokarbamatového komplexu odpovidala hodnoté 256 pg/ml
u danych testovanych bakterii — Staphylococcus aureus, E. coli, Enterococcus faecalis
i Pseudomonas aeruginosa. V piipadé vanadyl piperidindithiokarbamatového komplexu
byla MIC u Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis vyssi nez 256 ug/ml. U E. coli
a Pseudomonas aeruginosa byl jejich rust pod vlivem  vanadyl

piperidindithiokarbamatového komplexu potlacen pii koncentraci 256 ug/ml.
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Antimikrobialni aktivita litek oznacené MoS2 a MoSS je uvedena v tabulce ¢. 5

Tabulka 5 MIC latek oznacenych MoS2 a MoS5

Hodnoty MIC testovanych latek [ug/ml]
Testované bakterie

MoS2 MoS5
Staphylococcus aureus 64 > 256
(CCM 4227)
E.coli (CCM 3954) 128 256
Enterococcus faecalis 128 > 256
(CCM 2497)
Pseudomonas aeruginosa 128 256
(CCM 1960)

U latky oznacené MoS5 byla MIC vyssi nez 256 pg/ml u Staphylococcus aureus
a Enterococcus faecalis. U E. coli a Pseudomonas aeruginosa byl potlacen rist pfi
256 ug/ml. V ptipad¢ latky ozna¢ené MoS2 byla MIC u E. coli, Enterococcus faecalis
a Pseudomonas aeruginosa 128 ug/ml. Nejniz§ich hodnot MIC bylo dosazeno béhem
testovani latky oznacené MoS2 pfi vlivu na Staphylococcus aureus, nebot’ jeji MIC byla
rovna 64 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita vanadyl sulfatu (ozna¢eny VOSQOu) je uvedena v tabulce
¢.6
Tabulka 6 MIC vanadylsulfatu

Hodnoty MIC testované latky
Testované bakterie [ng/ml]
VOS04
Staphylococcus aureus
2
(CCM 4227) > 256
E.coli (CCM 3954) 256
Enterococcus faecalis
2

(CCM 2497) >256
Pseudomonas aeruginosa
(CCM 1960) > 256
Salmonella Enteritidis

> 256
(CCM 4420)
Bacillus cereus (CCM 99) > 256
Listeria monocytogenes

> 256
(CCM 4699)
MRSA > 256

Vanad se fadi mezi stopové prvky, které lidské télo v nizkych davkach potiebuje
ke spravnému fungovani. Je také soucasti nekterych enzymt, které jsou nezbytné pro
funkei mikroorganismt. Soli vanadu prochdzeji mnoha vyzkumy a jsou zkoumany jejich
ucinky. Vanadylsulfat Ize uzivat jako soucast potravinového dopliku. Je hojné vyuzivan
sportovci, zabyvajicimi se posilovanim, jako anabolicky a ergogenni prostfedek, i kdyz
nejsou doposud presné znamy ucinky pisobeni vanadylsulfatu. Anabolické a ergogenni
ucinky byly potvrzeny nékolika studiemi na zvitatech. Vanadyl sulfat zvysuje transport
glukozy a je inkorporovan do glykogenu ve svalech a jatrech. (Fawcett et al., 1996)

Nékteré vyzkumy dokazuji, ze vanadyl sulfit je schopen inhibovat
proteintyrozinfosfatazy. Vanadyl sulfat patfi mezi skupinu latek, které maji ucCinek
podobny inzulinu. U vanadyl sulfatu se piredpoklada, ze reguluje u osob nala¢no hladinu
cukru v krvi a zlep$uje citlivost receptoru na inzulin. Na zakladé dostupnych vyzkumu lze
vanadyl sulfat povazovat za ucinny prostiedek pii 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu. Vanadyl
sulfat je az desetkrat méné toxicky nez vanadat. (Poucheret et al., 1998) S pfitomnosti

vanadyl sulfatu dochazi také ke snizeni produkce cholesterolu.
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Béhem testovani vanadyl sulfatu na Staphylococcus aureus CCM 4227,
Enterococcus faecalis CCM 2497, Escheria coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa
CCM 1960 nebyly zaznamenany zadné inhibi¢ni G¢inky. Vanadyl sulfat byl také testovan
na patogennich bakteriich, konkrétn¢ Salmonella Enteritidis, Bacilus cereus, Listeria
monocytogenes a MRSA. Rovnéz u téchto bakterii byla prokdzana odolnost vii¢i testované

latce i v téch nejvyssich koncentracich.
Antimikrobialni aktivita chloridu chlorodiethyltriaminokobaltnatého (oznaceny
Co-DETA) achloridu chlorodiethyltriaminozine¢natého (oznaceny Zn-DETA) je

uvedena v tabulce &. 7

Tabulka 7 MIC sloucenin Co-DETA a Zn-DETA

Hodnoty MIC testovanych latek [pg/ml]
Testované bakterie
Co-DETA Zn-DETA
Staphylococcus aureus > 256 256
(CCM 4227)
E.coli (CCM 3954) 256 256
Enterococcus faecalis > 756 > 256
(CCM 2497)
Pseudomonas aeruginosa 256 256
(CCM 1960)
Candida albicans
12 12
(CCM 8186) 8 8

Pii testovani antimikrobialniho vlivu Co-DETA na Staphylococcus aureus
a Enterococcus faecalis dosahovaly MIC vyssich hodnot, konkrétné byly vyssi nez
256 ug/ml. E. coli a Pseudomonas aeruginosa byla MIC 256 pg/ml. U latky oznacené Zn-
DETA dosahovala hodnot vys$Sich nez 256 pg/ml u Staphylococcus aureus
a Enterococcus faecalis. U E. coli a Pseudomonas aeruginosa byla MIC rovna 256 pg/ml.

Vysoké hodnoty MIC u téchto sloucenin je mozné vysvétlit nékolika davody.
Jednim z nich je, Ze v zeméd¢lstvi jsou Casto vyuzivana krmiva obsahujici zinek a méd'.
Dale se vyskytuji rezidua antibiotik i sloucenin tézkych kovii v motskych sedimentech,
které jsou potencidlnim rezervoarem rezistentnich kmena bakterii. Dochazi tak k astému
vystavovani mikroorganismi uc¢inkiim jednotlivych latek. Je proto mozné, Ze se

U mikroorganisml vyvinul urity stupen rezistence. Nicmén¢ slou€eniny tézkych kovii
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jsou v porovnani s antibiotiky stabilnéjsi a odolngjsi vici degradaci. (Vignaroli et al.,
2018)

Antimikrobialni aktivita chloridu chlorodiethyltriaminoméd’natého (ozna¢eny Cu-
DETA) achloridu chlorotriethyltetraaminomanganatého (oznaceny Mn-TETA) je

uvedena v tabulce ¢. 8

Tabulka 8 MIC sloucenin Cu-DETA a Mn-TETA

Hodnoty MIC testovanych latek [ug/ml]
Testované bakterie

Cu-DETA Mn-TETA
Staphylococcus aureus > 256 > 256
(CCM 4227)
E.coli (CCM 3954) 256 > 256
Enterococcus faecalis > 256 > 256
(CCM 2497)
Pseudomonas aeruginosa 256 256
(CCM 1960)
Candida albicans

2 2

(CCM 8186) >6 >6

Testovanim slouceniny oznacené Cu-DETA u Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa byla zaznamenana MIC vyssi nez 256 pg/ml. U ostatnich
testovanych mikroorganismi, uvedenych v tabulce €.7, byla MIC rovna 256 pg/ml. Déle
byla testovana latka oznaCend Mn-TETA, ktera konkrétné u Staphylococcus aureus,
E. coli a Enterococcus faecalis ani pii koncentraci 256 pg/ml nevykazovala zadné
inhibi¢ni u¢inky. U Pseudomonas aeruginosa byl rust potlaten pravé pii koncentraci
256 pg/ml.

Antimikrobidlni vlastnosti médi a zinku jsou uCinné pfi snizovani
antimikrobidlniho ristu. Ackoliv pouze nékolik studii uvedlo antifungélni vlastnosti
nanocastic médi, védci doporucuji vyuziti téchto nanocastic v podobé dezinfekenich
a antimikrobialnich latek. Yoon et al., se zabyval antimikrobialnimi u¢inky nanocastic
meédi a stéibra pii pouziti na kmeny Escheria coli a Bacillus subtilis. Nanoc¢astice médi
prokazovaly vyraznéj$i antimikrobidlni G¢inky v porovnani s nanocasticemi stiibra.
Vyhoda téchto nanocastic spociva v tom, ze se jednd o béznd chemickd antifungilni

¢inidla. (Ghasemian et al., 2012)

54



Baktericidni u¢inek nanocastic kovll je pfipisovan jejich malé velikosti
avysokému poméru povrchu vi¢i objemu, ktery jim umozhuje Uzce interagovat
S mikrobidlnimi membranami. (Ramyadevi et al., 2012)

Candida albicans CCM 8186 byla vystavena u¢inkum ¢tyf latek oznacenych Cu-
DETA, Co-DETA, Mn-TETA a Zn-DETA. V ptipad¢ latek Cu-DETA a Mn-TETA bylo
dosazeno MIC pii koncentraci 256 pg/ml. Vzhledem ke zbylym dvéma latkdm, Co-DETA
a Zn-DETA, se Candida albicans jevila mén¢ odolngjsi, nebot’ MIC doséhla hodnoty
128 pg/ml.

Antimikrobialni aktivita latek oznacené MoS3 a MoS4 a vanadylového komplexu

s fenanthrolinem (ozna¢eny VONSS5) je uvedena v tabulce ¢. 9

Tabulka 9 MIC sloucenin MoS3, MoS4 a VONS5

Hodnoty MIC testovanych latek [ug/ml]
Testované bakterie
VONS5 MoS3 MoS4
Staphylococcus aureus
(CCM 4227) > 256 128 256
E.coli (CCM 3954) 16 32 64
E.coli (CCM 4517) 16 64 64
E.coli (CCM 2024) 16 64 64
Enterococcus faecalis
2 2 2
(CCM 2497) > 256 >6 >6
Pseudomonas aeruginosa
(CCM 1960) 128 128 256

Nejvyssi citlivost bakterii byla zaznamenana pii testovani vanadylového
komplexu s fenanthrolinem a latek oznacenych MoS3 a MoS4. Vyssi hodnoty MIC byly
prokazany pfii testovani vanadylového komplexu s fenanthrolinem na bakterie
Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis. V téchto ptipadech byly MIC vyssi nez
256 pg/ml. Pseudomonas aeruginosa meéla potlaceny rist pii koncentraci 128 pg/ml.
U latky oznacené MoS3 byla MIC u Enterococcus faecalis 256 pg/ml. Inhibice rastu
u Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa byla zaznamenana pii koncentraci
128 ug/ml. Pod vlivem latky oznatené MoS4 byl rust kmena Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa inhibovan pii koncentraci 256 pg/ml.
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Jelikoz tyto latky vykazovaly nizsi hodnoty MIC u Escheria coli CCM 3954, byly
k dalsimu testovani vybrany jesté dalsi dva kmeny E. coli, konkrétné se jednalo o E. coli
CCM 2024 a CCM 4517. V ptipadé vanadylového komplexu s fenanthrolinem bylo v§emi
tfemi druhy Escheria coli dosazeno MIC pii 16 pg/ml. Pfi testovani latky oznacené MoS4
byla aktivita vsech kmeni E. coli inhibovana pti koncentraci 64 pg/ml. U latky oznacené
MoS3 se hodnoty MIC mezi jednotlivymi kmeny mirné lisily. Escheria coli CCM 4517
a CCM 2024 meéla MIC pii koncentraci 64 pg/ml. U Escheria coli CCM 3954 bylo
dosazeno jiz vySe zminéné niz8i hodnoty MIC. Jednalo se o MIC 32 ng/ml.

V soucasnosti je vanad podroben mnoha vyzkumum a ¢asto jsou jeho vlastnosti
srovnavany se slouceninou cis-platina. (Kopf-Maier, Krahl, 1983) Pii vyzkumech
moznych ucinka elektrického pole na rust bakterii bylo pozorovano, ze Escheria coli
vytvarela az 300x del$i filamenta oproti normalnim buiikdm. Nasledné zkoumani
prokazalo, Ze za tento fenomén jsou zodpoveédné piitomné komplexy platiny. (Rosenberg
etal., 1967)

U latek oznaenych VONSS, MoS3 a MOS4 byly vyhotoveny mikroskopické
preparaty. Bylo zjistovano, zdali maji kromé& baktericidniho u¢inku na Escheria coli i jiné
vlivy, zejména na strukturu a povahu bunék. Byly zhotoveny preparaty z bunék pti
koncentraci testované latky, ktera jesté neinhibovala bakterialni rast. Tyto preparaty byly
porovnavany s kontrolnim preparatem, ktery se 1iSil v absenci testované latky. (obrazek 8)
Nasledné bylo zjisténo, Ze u bunék vsech tii kment E. coli doslo k prodlouzeni bungk.
(obrazek 9, 10, 11) Nejednalo se ovSem o tak vyrazné prodlouzeni, jako tomu byva
praveé U slouceniny platiny. Na fotografii E. coli pod vlivem testované latky lze také vidét

ubytek bakterialni populace.
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Obrazek 8 Kontrolni preparat, obsahujici bakterie v M-H agaru

Obrazek 9 Viiv latky VONSS na E. coli CCM 4517

Obrazek 10 Viiv latky VONSS na E. coli CCM 3954



Obrdzek 11 Viiv latky VONS5 na E. coli CCM 2024

Stejnému mikroskopickému pozorovani byla podrobena i bakteridlni kultura
ovlivnéna latkou MoS3. Hodnoty MIC byly vyssi nez pii testovani vanadylového
komplexu s fenanthrolinem, konkrétné 64 pg/ml, popiipadé 32 ug/ml. Pti pozorovani
preparatu v mikroskopu bylo zjisténo, Ze buiiky E. coli vSech tii kment podléhaji pod
vlivem testované latky ur¢itym zménam. (obrazek 12, 13, 14) Hlavni pozorovana zména

byla zna¢né prodlouzeni jednotlivych bunék.

Obrazek 12 Viiv latky MoS3 na E. coli CCM 4517

58



Obrazek 14 Viiv latky MoS3 na E. coli CCM 3954

Jelikoz byly zaznamenany nizsi hodnoty MIC v ptipadé Escheria coli (vSechny tfi
kmeny) i u testované latky oznacené MoS4, byly opét zhotoveny preparaty téchto
mikroorganismll. Pii pozorovani vSech preparati v mikroskopu byla opé moZnost

zahlédnout prodlouzené buniky. Ve vSech ptipadech probéhlo srovnani viici kontrolnimu

preparatu.
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Obrazek 15 Vliv latky MoS4 na E. coli CCM 4517

Obrazek 16 Viiv latky MoS4 na E. coli CCM 3954

Obrazek 17 Viiv latky MoS4 na E. coli CCM 2024
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Ziskané hodnoty MIC jednotlivych komplexti ptechodnych kovii byly nasledné
porovnavany s hodnotami MIC vybranych antibiotik. Antimikrobidlni aktivita antibiotik
byla stanovena mikrodilu¢ni agarovou metodou, stejnym zplsobem jako v piipadé
komplexi prechodnych kovi. K testovani bylo pouzito Sest riznych antibiotik: ampicilin,
amoxicilin, clindamycin, erytromycin, penicilin a tetracyclin. Stanovené hodnoty MIC

antibiotik jsou uvedeny v tabulce ¢. 10 a 11.

Tabulka 10 Hodnoty MIC ampicilinu, erytromycinu a penicilinu

. . Hodnoty MIC antibiotik [pug/ml]
Testované bakterie
ampicilin | erytromycin | penicilin

Staphylococcus aureus

0,25 0,25 0,06
(CCM 4227) ’ ’ ’
E.coli (CCM 3954) 16 32 >8
E.coli (CCM 4517) 8 64 >8
E.coli (CCM 2024) 8 64 >8
Enterococcus faecalis

1

(CCM 2497) 4 6 8
Pseudomonas aeruginosa
(CCM 1960) > 64 64 >8
Salmonella Enteritidis
(CCM 4420) > 64 128 >8
Bacillus cereus
(CCM 99) > 64 128 >8
Listeria monocytogenes

> 64 128 8
(CCM 4699) g
MRSA > 64 128 >8
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Tabulka 11 Hodnoty MIC amoxicilinu, tetracyclinu, clindamycinu

) . Hodnoty MIC antibiotik [ug/ml]
Testované bakterie
amoxicilin | tetracyclin | clindamycin

Staphylococcus aureus
(CCM 4227) >512 16 >32
E.coli (CCM 3954) >512 8 >32
E.coli (CCM 4517) >512 16 >32
E.coli (CCM 2024) >512 16 >32
Enterococcus faecalis
(CCM 2497) >512 16 >32
Pseudomonas aeruginosa

512 >16 >32
(CCM 1960) g
Salmonella Enteritidis
(CCM 4420) >512 8 >32
Bacillus cereus

12 2

(CCM 99) >5 8 >3
Listeria monocytogenes
(CCM 4699) >512 >16 >32
MRSA >512 >16 >32

Ze stanovenych hodnot MIC Ize usuzovat, ze antimikrobialni aktivita vybranych
komplexti prechodnych kovii u testovanych bakteridlnich kment dosahovala nizkych
hodnot. Pfi srovnani téchto hodnot MIC s hodnotami MIC vybranych antibiotik je ziejmé,
ze antimikrobidlni aktivita antibiotik je je$t¢ mnohonasobné niZsi.

Stanovené hodnoty MIC antibiotik, uvedené v tabulce ¢. 10 a 11, byly taktéz
porovnany s publikovanymi hodnotami. (Ge et al., 2017) (Delgado-Valverde et al., 2017)
(Chalmers et al., 2010) Ve vétsiné ptipadt bylo dosazenych stejnych, nebo alespon
ptibliznych hodnot. Vétsi odchylky byly zaznamenany pii testovani amoxicilinu. VUci
publikovanym hodnotdm byly stanovené hodnoty nékolikandsobn¢ vyssi. Pfi¢ina muze
spocCivat v tom, ze byl testovan ucinek samotného amoxicilinu. (Delgado-Valverde et
al., 2017) Pokud by byl testovan amoxicilin v kombinaci s kyselinou klavulanovou, je
pravdépodobné, Ze by bylo dosazeno lepsiho tc¢inku a tim i nizSich hodnot MIC.

Stanovené minimalni inhibi¢ni koncentrace komplext pfechodnych kovi, jak jiz
bylo zminéno, nelze pfili§ srovnavat s hodnotami antibiotik. Hodnotam MIC antibiotik se
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ptiblizily slouceniny ozna¢ené MoS3, MoS4 a vanadylovy komplex s fenanthrolinem

u Escheria coli.
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ZAVER

Cilem diplomové préace bylo stanoveni antimikrobialni aktivity vybranych komplexti
piechodnych kovi. Jednalo se o slouc¢eniny vanadu, molybdenu, manganu, chromu,
zinku a médi. Testovani bylo provedeno mikrodilu¢ni agarovou metodou a byly mu
podrobeny grampozitivni 1 gramnegativni bakterie.

Antimikrobidlni aktivita vSech testovanych latek byla pomérné nizkd, nebot’ hodnoty
minimalni inhibi¢ni koncentrace se pohybovaly kolem 256 pg/ml. Niz8i hodnoty
MIC byly zaznamenany u latek MoS3, MoS4 a vanadylového komplexu
s fenanthrolinem. U vsech tii latek se lze setkat s pfitomnosti N, N-chelatového
fenanthrolinu. Antimikrobialni G¢inek téchto latek se projevil pouze u Escheria coli
CCM 3954, Escheria coli 4517 a Escheria coli 2024.

U kmenu Escheria coli CCM 3954, Escheria coli 4517 a Escheria coli 2024, které
byly pod vlivem latek MoS3, MoS4 a vanadylového komplexu s fenanthrolinem,
byly zhotoveny mikroskopické preparaty. Bylo zjisténo, Ze piisobenim téchto latek
dochazi k prodlouzeni jednotlivych bun¢k. Tuto vlastnost Ize pfipodobnit uc¢inkim
cis-platiny na E. coli. Uginky cis-platiny na E. coli jiz byly ovéfeny mnoha vyzkumy.
(Rosenberg et al., 1967) Je tedy mozné mezi testovanymi slouceninami a cis-platinou
sledovat urcitou souvislost.

Béhem provedené analyzy vybranych latek nebyla bohuzel zjiSténa predpokladana
antimikrobialni aktivita. Stanovené hodnoty MIC byly v porovnani s antibiotiky
vysoké. Vzhledem k témto vysledkiim by byly vyznamnéj$i vyzkumy zamétené na
cytostatickou aktivitu, pficemz nékteré slouceniny jsou jiz takto testovany. Dalsi
moznost vyuZziti testovanych latek by mohla spocivat v testovani jejich ucinki, pokud

by prob¢hlo cilené pfipojeni komplexu kovii k stavajicim antibiotikim.
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