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Seznam pouzitych zkratek

BHI bujén Brain-heart infusion, bujén z mozkosrdcové infuze
CCM Czech collection of microorganism, ¢eska sbirka mikroorganismf
EUCAST The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,

Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti

HCCA a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
MBC minimalni baktericidni koncentrace

MBIC minimalni biofilm inhibujici koncentrace

MBS minimalni bakteriostaticka koncentrace

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace



1 Uvod

K 1é¢bé infekénich nemoci, zplsobenych bakteriemi, se vyuZivaji antimikrobidlni latky. Tyto
latky usmrcuji nebo inhibuji rist mikroorganism( v takovych koncentracich, které neohrozuji
|é¢eny makroorganismus. Mezi tyto latky fadime, mimo jiné, i antibiotika. (Votava, 2001)

V soucasné dobé se vlivem nadmérného uzivani antibiotik vyvinuly rezistentni kmeny
bakterii, na které jiz fada antibiotik nezabird. Pfedmétem zajmu mnoha studii se tedy stalo
hledani alternativnich antimikrobidlnich latek, které by mohly pozitivné prispét k antibiotické
[éCbé. Jednou z moZnosti by mohlo byt vyuZiti nanomaterialQ, které se ukazaly byt dobrymi
antimikrobidlnimi ¢inidly. (Sondi 2004)

Ve své bakalarské prdaci jsem se proto zaméfila na zkoumdni antimikrobidlni aktivity
slouc¢enin médi a nanocdstic médi, které by mohly v kombinaci s jiz pouzivanymi antibiotiky

vyresit nebo alespon sniZit problém s narUstajici bakterialni rezistenci.



2

Cile prace

Vypracovat resersi na téma antimikrobidlni U¢inky médi.

Charakterizovat vybrané bakteridlni kmeny (potvrdit identifikaci pomoci MS MALDI - TOF,

stanovit citlivost k antibiotikdim).

Stanovit antimikrobidlni a antibiofilmovou aktivitu médi ve srovndni s vybranymi

antibiotiky a resveratrolem.

Urcit, zda méd muze ovlivnit plsobeni antibiotik.
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3 Teoreticka cast

3.1 Antimikrobidlni aktivita latek

Antimikrobidlni latky jsou definovany jako léciva, ktera se pouzivaji k terapii infekénich
onemocnéni zpusobené mikroby a také k profylaxi. (Votava, 2001) Aby se tak latky mohly
klasifikovat, musi byt schopny zabit ¢i inhibovat rist mikroorganismu v takovém mnoZstvi,
které neohrozuje makroorganismus. Latky, které usmrcuji mikroorganismy, se oznacuji jako
baktericidni. V klinické praxi se jejich uc¢inek dostavuje do 48 hodin a voli se predevsim
u zadvaznych stavll nebo u pacientl se snizenou imunitou. K reverzibilni inhibici rastu
a mnozZeni slouZi bakteriostatické latky, které svij klinicky ucinek nabyvaji az po 3 — 4 dnech
a jejich predcasné vysazeni znamena moznost opétovného mnozeni mikroorganisma. (Votava,
2007)

Vyznamnou vlastnosti antimikrobidlnich latek je selektivni toxicita pro etiologické
agens. Toxicita se vyjadfuje pomoci chemoterapeutického indexu, ktery znaci pomér davky
toxické pro hostitelsky organismus a davky G¢inné na mikroorganismu. Cim vy$si je tento index,
tim méné je latka pro hostitelsky organismus toxicka, a jeji podavani mlze byt mistni
i systémové. (Votava, 2001)

Antibakterialni ucinek cili na pét hlavnich mist: syntézu bunécné stény, bilkovin
a nukleovych kyselin, ddle na metabolické drahy a funkci bunééné membrany. Na cilovém
misté dochazi k specifické inhibici antibakteridlni Iatkou. (Goering a kol. 2016)

Jako mnohd léciva, tak i antimikrobidlni latky, maji fadu nezadoucich ucink(
na hostitelsky organismus. Radi se sem G¢inky toxické, alergické a biologické. Toxicky Géinek
nastdva po predavkovani nebo po neupraveném davkovani u pacienta s jaternim ¢i ledvinovym
poskozenim. MuZe také dochazet k negativnim Gcinkim na travici soustavu projevujici se
zvracenim a prljmy. Tento negativni Ucinek je znam napriklad u tetracyklind, erytromycinu
a furantoinl. M(ze také dochazet k alergickym reakcim. Nejvétsi nebezpeci spociva
v anafylaktickém Soku, a to nejéastéji po injekénim podani penicilinu. V neposledni fadé muze
dochazet k biologickym negativnim Gcinkdm, ovliviujici normalni  mikrofléru v téle,

kdy dochazi k jejimu vyhubeni nebo redukci. (Votava, 2001)
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3.2 Resistence k antibiotikiim

Béhem poslednich Sesti desetileti se lidstvo potykd s problémem adaptace bakterii na
antibiotika. Antibiotika jsou vyrabéna ve velkém méfitku a jejich terapeutické pouziti je velmi
rozsifené az mnohdy zneuzivané. To vedlo k tomu, Ze bakterie se rychle pfizplisobovaly novym
ménicim se podminkdam a vznikaly a Sitily se rezistentni kmeny, odoldvajici vétsiné antibiotik,

které se pouzivaji k jejich 1é¢bé. (Blazquez, 2002)

3.2.1 Mechanismy rezistence

Mezi hlavni mechanismy bakteridlni resistence patfi: a) enzymaticka inaktivace, b) cilova

modifikace, c) redukce permeability a d) aktivace buné¢ného efluxu. (Reygaert, 2018)

3.2.1.1 Enzymaticka inaktivace

Pro mnoha antibiotika je integrita chemickych vazeb, obsahujicich estery nebo amidy, ustfedni
pro jejich biologickou aktivitu. Existuje nékolik pfikladl enzymu, které jsou schopné
hydrolytickou vazbu rozstépit a inaktivuji tim aktivitu antibiotika. (Wright, 2005)

Abraham a Chain v roce 1940 poprvé izolovali enzym penicilinasu z Escherichia coli,
ktery inaktivoval penicilin. DalSim velmi rozsitenou a nejvétsi skupinou enzymu rezistence je
skupina transferdz. Napfiklad acyltransferasa kovalentné modifikuje volné hydroxylové nebo

aminové skupiny na antibiotiku a vysledkem je inaktivace antibiotika. (Wright, 2005)

3.2.1.2 Cilova modifikace

Rezistence bakterii proti bakteriostatickym nebo baktericidnim antibiotikim muze byt dana
modifikaci cilového mista. Tim se mGze narusit ¢i zabranit interakci s antibiotiky. (Poole, 2002)

Napfiklad u rezistence vici erytromycinu byla popsana posttranskripéni modifikace
23S podjednotky rRNA pomoci specifické methylace pomoci skupiny gen( oznacujicich se jako

erm (erytromycin ribozomalni methylasa). (Weisblum, 1995)
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3.2.1.3 Redukce permeability

Gramnegativni bakterie maji na rozdil od grampozitivnich bakterii vnéjsi membranu, kterd
je chrani a slouZi jako uc¢inna bariéra, kterou musi antibiotika prekonat, aby se dostala k ciliim
lokalizovanych uvnitf bunky. (Nikaido, 1994) VnéjSi membrana je tvorena lipidovou
dvojvrstvou a proteiny, tvofici pory. Malé hydrofilni molekuly antibiotik, jako jsou napfiklad
B-laktamy, pronikaji do buriky pres péry a hydrofilni IéCiva difunduji pres lipidy. (Delcour, 2009)

Pokud lécivo difunduje pres specificky kandl do vnitfniho prosttedi buriky, jeho ztrata
by mohla byt uc¢innym mechanismem resistence. U bakterie Pseudomonas aeruginosa doslo
ke ztraté specifického kanalu pro imipenem a bakterie se tak stala rezistentni vici tomuto
antibiotiku. (Quinn, 1986) Pokud je ale vnéjsi membrdna narusena Cinidly, jako je napftiklad

EDTA, dochdzi k obnové propustnosti pro antibiotika. (Vaara, 1992)

3.2.1.4 Aktivace bunééného efluxu

Prvni aktivace efluxu antibiotika z bunky byla popsdna u tetracyklinu. Ve studii McMurry a kol.
(1980) se ukazalo, Ze tetracyklinova rezistence je dana ¢tyfmi rozdilnymi determinanty na
plazmidech v E. coli. Byl zkoumdn plazmid RPI, kédujici rezistenci k ampicilinu, kanamycinu
a tetracyklinu, plazmid R222, kdédujici rezistenci k chloroamphenicolu, sulfoamidim,
steptomycinu a tetracyklinu, dale plazmid R144, kédujici rezistenci ke kanamycinu
a tetracyklinu, a plazmid RA1, ktery koduje rezistenci k tetracyklinu. Tyto rlizné determinanty
(RPI (tfida A), R222 (tfida B) R144 (tfida C) RA1 (tfida D)) vykazuji spojeni s exportem

tetracyklinu z bunky.

3.3 Biofilm

Mikroorganismy maji schopnost adherovat na rlizné povrchy a vytvaret tzv. biofilm. Biofilm je
tvoren souborem mikrobidlnich bunék, které jsou uzavieny v matrici, obsahujici extracelularni
polymerni latky. Tyto latky jsou sloZzeny primarné z polysacharid(i, ale mohou obsahovat také

proteiny, nukleové kyseliny nebo lipidy. (Vu a kol.,, 2009) V matrici se mohou nachdazet
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i materidly jako minerdlni krystaly nebo slozky krve, v zavislosti na prostfedi, ve kterém se
biofilm vytvafi. (Donlan, 2002)

Tvorba biofilmu je nékolikastupniovy proces (obrazek 1), ktery zahrnuje pocatecni fazi
pfipojeni, nebo-li adhezi, bakterii k povrchu a ndslednou fazi zrani. Tyto faze se od sebe
navzajem fyziologicky liSi a potfebuji ke svému zahajeni fazové odlisné specifické faktory.
V konecné fazi biofilmu dochazi k oddéleni jednotlivych bunék ¢i bunécénych shluku. Tato faze

je povazovana za klicovou v procesu Siteni infekce na nova mista v lidském téle. (Otto, 2008)

1. PRIPOJENI K POVRCHU 2. RUST A ZRANI 3. DISPERZE
- pfipojeni jedné nebo malé - rist navazanych bakterii . gcljdé'lz.nifi:ednotlivy'lch banckineha
skupiny bakterii k povrchu - pripojeni dalSich bunék sk brodlinog
- produkce extracelularni %
matrice pro udrzeni @

struktury biofilmu

Obrazek 1: Schéma tvorby biofilmu. (upraveno dle Cook, 2014)

Virulentnimi bakteriemi miZeme oznacit, mimo jiné ty, které jsou schopné tvofit
biofilm. (RUzicka a kol., 2004) Diky nému se bakterie stavaji odolnymi vici lécbé
antimikrobialnimi [dtkami, coZ je hlavni pfi¢inou selhani |é¢by. Az 80 % bakteriadlnich infekci
nejCastéji zplsobené bakteriemi Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis nebo
Pseudomonas aeruginosa jsou spojeny pravé s timto problémem. (R6mling & Balsalobre, 2012)

Buniky bakterii rostouci ve formé biofilmu se od planktonnich forem lisi i vzhledem na
transkribované geny. (Donlan, 2002) Ve studii May a kol. (2009) bylo zjisténo, Ze pocet kopii
plazmidu pBR322, nesouciho geny rezistence proti ampicilinu a tetracyklinu, v bakterii E. coli,

rostouci ve formé biofilmu, byl vy$si nez u bunék v planktonni formé. Po pfidani obou antibiotik

se ukdzalo, Ze pocet plazmid( se jednoznacné zvysil u bunék rostouci v biofilmu, ale nikoliv
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v planktonni formé. Toto zjisténi naznacuje, Ze biofilm je schopen zvysit relativni vyhodnost
plazmidu a zvySit tak mnoZeni rezistentniho plazmidu. AvSak mechanismus neni zcela

objasnén. (May, 2009)

3.4 Antimikrobidlni aktivita médi

Méd' patfi mezi prvni kovy, které lidstvo objevilo. Prvni zdaznamy o vyuZiti médi jako
bakteriocidniho prostfedku pochazi ze Smithova papyrusu, ktery je povazovan za nejstarsi
medicinsky dokument v déjinach lidstva. V soucasnosti se méd pouzivd pfi vyrobé
bakteriocidu, fungicidl nebo také napftiklad pfi vyrobé lékarskych nastroja. (Konieczny, 2012)

Méd' se ukdzala byt Uuc¢inna k osetfeni ploch zplsobené kontaminaci mikroorganismy,
kdy pfi jejim pouZiti dosSlo ke snizenim jejich vyskytu. Kontaminované povrchy mohou prispét
k prenosu patogenu souvisejicich s poskytovanim zdravotni péce. Pfenos patogent zavisi na
celé radé faktort jako je napfiklad schopnost patogenu preZit na suchych povrsich nebo
na frekvenci, s jakou se povrchy bézné dotykaji pacienti ¢i zdravotnicky personal. (Boyce, 2007)

Ve studii Schmidt a kol. (2012) bylo prokazano, Ze zavedenim médénych povrchl na
Casto dotykané plochy na jednotce intenzivni péce, které byly dfive pokryté plastem, dievem
nebo jinymi materidly, se snizi mikrobialni vyskyt o 83 %.

Nasledné ve studii Salgado a kol. (2013) bylo zjisténo, Ze pacienti, ktefi byli umisténi na
pokoje jednotky intenzivni péce s médénymi povrchy, maji vyznamné nizsi pomér vzniku
infekce spojenou s poskytovanim zdravotni péce nebo nizsi vyskyt kolonii methycilin-
resistentniho Staphylococca aurea nebo vancomycin resistentniho enterokoka, nez pacienti na

standartnich pokojich.

3.4.1 Mechanismus toxicity

Je pravdépodobné, Ze toxicita médi mGze mit nékolik mechanismu (obrazek 2), které zahrnuiji
permeabilizaci plasmatické membrany, lipidovou peroxidaci na membrané, zménu protein(

a inhibici jejich aktivity az denaturaci DNA. (Borkow, 2012)
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Obrazek 2: Mechanismus toxicity médi. (A) poskozeni bunétné membrany, (B) uvolnéni
obsahu cytoplasmy vlivem narusené struktury membran, (C) reaktivni kyslikové radikaly

narusujici bakteridlni buriku, (D) degradace DNA. (upraveno dle Grass, 2011)

Predpoklada se, Ze pocatecni poSkozeni médi se odehrdva na plasmatické membrané.
Nan a kol. (2008) vyuzili ke studiu efektu antibakteridlni nerezovou ocel, obsahujici méd, na
plasmatickou membranu E. coli za vyuZiti mikroskopu atomarnich sil. Struktura bunécné stény
a membran se s rostouci dobou plisobeni ménila a obsah cytoplasmy byl uvolnén do okoli, coz
v kone¢ném dusledku vedlo k usmrceni bakterii.

Méd' stejné jako Zelezo patfi mezi prechodné kovy, které katalyzuji vznik reaktivnich
forem kysliku. Mechanismus tvorby je popisovan pomoci Fentonovy reakce: Cu (I) + H.0, —
Cu (ll) + - OH + OH -. (Liochev, 2002; Valko, 2005)

Vysledky studie Hong a kol. (2012) ukazuji, Ze méd’ vyvolala neenzymatické oxidacni
poskozeni nenasycenych mastnych kyselin v lipidové membrané, které vedlo ke ztraté integrity
a v kone¢ném disledku i k bunécné smrti.

Meyer a kol. (2015) zkoumali, jak vyznamna je souvislost mezi vlivem médéného
povrchu a zvysSeni lipidové peroxidace vedouci k rychlé bunééné smrti. Ke studiu pouzili
grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus a gramnegativni Pseudomonas aeruginosa.
Vyznamny rozdil mezi ztrdtou membranové integrity u gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii ukazaly vysledky po 45 minutach od expozice médi, kdy mnohem vice grampozitivnich

bakterialnich bunék odoldvalo uc¢inkim médi. Avsak gramnegativni a grampozitivni bakterie
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maji stejné schéma bunécné smrti po vystaveni bunék médi, pfi kterém dochazi ke zvyseni
lipidové peroxidace a také k degradaci genomické DNA.

Pokud se kovové ionty navazi na proteiny, mize dojit k naruseni jejich normalni funkce,
coz muze zpUsobit navozeni bunécné smrti i virové inaktivace. (Thurman, 1989) Méd je
schopna napadat dychaci enzymy v buné¢né membrané u E. coli. Toto tvrzeni potvrzuje studie,
ktera prokazala, Ze pfi zotavovani bunék E. coli dochazelo ke snizenému vyuZiti kysliku a buriky
byly podle vseho zavislé na fermentacnich cestach. (Domek, 1984) Dal$i moznosti by mohla byt
médi zprostfedkovana vazba thiolové skupiny na enzymy dychaciho retézce blizko bunééného
povrchu a tim by mohla nastat inhibice jejich funkci. (Moran, 1976)

Védci zkoumaji také vliv médi nazmény v DNA vedouci k jeji degradaci. Skupina Warnes
a kol. (2010) zkoumala ucinek médi na DNA enterokok(. K zabranéni Sifeni nosokomialnich
enterokokovych infekcim a rezistenci na antibiotika je dllezité, aby probéhlo naruseni DNA.
Ukazalo se, Ze dochazelo k rozpadu genomové DNA, po vystaveni médi nebo jejich slitin.
Genomova DNA nebyla detekovdna pfi testu fragmentace DNA, na rozdil u testovani
s nerezovou oceli.

Za aerobnich podminek vytvari ionty médi volné kyslikové radikaly, pomoci Fentonovy
reakce, které zplsobuji dvouvlaknové zlomy v DNA. (Lloyd, 1999) Vysledky studie Macomber
a kol. (2007) ovsem potvrdily, Ze méd' u E. coli nezplsobuje oxida¢ni poSkozeni DNA a dokonce

blokuje oxidaci DNA zpUsobenou Zelezem.

3.5 Nanomaterialy

V poslednich letech dochazi k rozvoji rezistentnich bakteridlnich kmen(. Pfedmétem zajmu je
tedy nalezeni novych ucinnych baktericidnich material(l. Jednim z feSeni jsou nanocastice.
V mnoha studiich byla prokdzana antibakterialni aktivita nanocastic, které dosahuji velikosti
1az 100 nm. Proto pfiprava, charakterizace a funkcionalizace nanocastic mize byt jedna
z moznosti vytvoreni novych ucinnych bakteriostatickych a baktericidnich latek a materiald.
(Sondi, 2004)

Napfriklad ve studii Stoimenov a kol. (2002) bylo prokdzdno, Ze nanocdstice oxidu

horec¢natého jsou ucinné jak proti gramnegativnim (E. coli), tak i grampozitivnim (Bacillus
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subtilis, Bacillus megaterium) bakteriim. Oba typy bakterii byly usmrceny do 20 minut po
aplikaci nanocastic. Mezi dalsi nanomaterialy, u kterych bylo zjisténo antimikrobidlni plsobeni,
patfi, mimo jiné, stfibro a méd.

Dilezitym aspektem baktericidniho plsobeni je také velikost ¢astic. Studie Morones
(2005) prokazala vliv velikosti nanocastice na jeji baktericidni ucinek. Nejlepsi integraci
s bakteriemi vykazuji ¢astice o velikosti 1 — 10 nm. Kovové nanocastice jsou k bakteriim vice
toxické, nez pouze jejich iontové formy. Napftiklad stfibrné nanocastice, zkoumané ve studii
Ingle a kol. (2008), plsobily na bakterie 1,4 — 1,9x vice toxicky nez Cisté ionty stfibra.

Problémem zavadéni nanomaterial( s antibakteridlnimi vlastnostmi do klinické praxe
je jejich toxicita pro organismus. Mechanismus toxicity je studovan na rozliénych biologickych
systémech, jako jsou lidské bunécné linie (Maity, 2018), makrofagové (Carlson, 2008) nebo
napriklad modelovy organismus zebrafish (Griffitt, 2009). Nanotoxicita je ddna predevsim
tvorbou reaktivnich kyslikovych radikali, které vedou k oxidaénimu stresu v tkanich.
(Fu, 2014)

Jeong a kol. (2018) srovndvali cytotoxicitu tfi nanoc¢dstic CuO, CoO a ZnO a jejich iontl
obsaZzenych v chloridech. Byla zkoumdna zavislost davky na cytotoxickém potencidlu na
bunécné linie. Kfivky nanocastic CuO a CoO ve srovnani s ionty vykazovaly podobné vzorce, coz
naznacuje, Zze by se dala cytotoxicita nanocastic CuO a CoO snadno predikovat na zakladé
toxického parametru Cu a Co iont(l. Ale u nanocastic ZnO a Zn iontd mély krivky odlisSnych
charakter. Nanocastice mély mnohem mensi potencidl cytotoxicity ve srovndni s kfivkou iontu.
Rozdilné krivky maji nejspiSe za pfiCinu odliSny mechanismus interceluldarniho pfijmu latek

a jejich interakce s interceluldrnimi detoxika¢nimi molekulami. (Jenong, 2018)

3.5.1 Mechanismus ucinku nanocastic

ZpUsob plsobeni kovovych nanomateriald na mikroby vyuZivd multilateralnich prostredk
(obrazek 3). To sniZzuje pravdépodobnost vzniku rezistence, nebot by muselo dojit k soucasné
vicendsobné genové mutaci. Toxicita nanocastic je predevsim pfic¢itana tvorbé reaktivnich

kyslikovych radikal(, inhibujici replikaci DNA ¢i poskozeni bunééné membrany. (Hemeg, 2017)

18



Ag
Zn0
Cu © i ; o=t igis
. % zabranéni tvorby biofilmu/naruseni biofilmu

naruieni buné&éné membrany Mg %

‘ Cu Ag poskozeni @ z < .

proteiny ofkozeni DNA
Mg Zno g a ’ !

H* Ag Ag prichod tézkych

ALO, - V- V- H X kovovych iontd

<= o

H oxidace bunéénych Ag ’

komponent
napadeni 308
ribozomalni podjednot

,H' LA
- H Ag e AQ  mitochondrilni

®
-
) o

poskozeni
Zno Tio & Ag  narufenitransmembrinového
Mg Ag 7 transportu elektrond

Obrazek 3: Zplsoby ucinku nanomaterial( proti bakteridlni burice. (upraveno dle Hemeg,

2017)

Studie americkych védcli Morones a kol. (2005) se zabyvala ucinkem stfibrnych
nanocdastic na gramnegativni bakterie E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi
a Vibrio cholera . Vysledkem studie bylo zjisténi, Ze nanocastice o velikosti 1 — 10 nm napadaji
povrch bunécné membrany a narusuji tak jeji radné fungovani, ¢imz snizuji permeabilitu, diky
cemuz se zvysi propustnost a v dusledku toho, nanocastice pronikaji do nitra bunék, kde

pripadné mohou zplsobovat i poskozeni DNA.

3.6 Nanocastice médi

Diky svému antibakterialnimu ucinku nanocastice stribra a médi pUsobi proti grampozitivnim
a gramnegativnim mikroorganismUm. (Ruparelia a kol., 2008; Yoon a kol., 2008) Vyhodou médi
ve srovnani se stfibrem je predevsim jeji dostupnost a fakt, Ze je levnéjsim kovem nez stfibro.
Stfibro je drahy kov, proto i vyroba stfibrnych nanocastic s sebou nese vyssi ndklady
v porovnani s médnymi nanocasticemi. (Ingle, 2013) Avsak antimikrobialni aktivita nanocastic

médi neni ve srovndani s nanocasticemi stribra jesté tolik prozkoumana.
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Ve studii Ramyadevi (2011) byl prokazan antibakteridlni Gcinek nanocastic médi za
vyuZiti diskové difuzni metody proti bakteriim Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
E. coli, Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumonie. Nejlepsi u¢inek méla méd' na E. coli,
kde inhibi¢ni zéna dosahovala 26 mm. Bakterie Pseudomonas aeruginosa se jevila jako
rezistentni, nebot jeji inhibi¢ni zéna dosahovala 5 mm. V této studii byl také prokazan ucinek
médi proti plisnim Aspergillus flavus a Aspergillus niger a kvasince Candida albicans.
Antimikrobialni vlastnosti vykazovaly i syntetizované nanocastice oxidu médi ze studie
Das a kol. (2012). Nanocastice oxidu médi o koncentracich 1, 2,5 a4 mg/ml pGsobily na bakterie
E. coli, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Opét zde jako u nanocastic médi
doslo k nizsi aktivité proti Pseudomonas aeruginosa.

Dalsim dlkazem antimikrobidlni aktivity nanocastic oxidu médi, je studie
Ren a kol. (2009) zabyvajici se jeho syntézou a charakterizaci pro antibakteridlni aplikace.
Nanocastice oxidu médi plsobily v riznych koncentracich proti bakteril Staphylococcus aureus
(NCTC 6571), Staphylococcus epidermidis (SE-51), E. coli (NCTC 9001), Pseudomonas
aeruginosa (PAOI) a Proteus spp. Dokonce bylo zaznamenano antibakteridlni plsobeni na
methicilin-rezistentni kmen Staphylococcus aureus (EMRSA-16, EMRSA-15).

Védecka skupina Gopalakrishnan a kol. (2012) syntetizovala dalsi slou¢eninu médi, ktera
jevila aktivitu proti bakterii E. coli. Konkrétné se jednalo o nanocastice oxidu médného
syntetizovaného z extraktu z list( Tridas procumbens.

Pfedmétem studia se stal také rozdil v u€inku nanocastic médi a oxidu médnatého.
Nicméné se ukazalo, ze antimikrobidlni aktivita nanocastic médi je silnéjsi v porovnani
s aktivitou nanoéastic oxidu médi. U¢inné&jsi antibakterialni aktivita miiZe byt pfisuzovana lepi
schopnosti nanocastic médi pfijimat elektrony. Pfenos elektrond mezi bakteriemi a kovovymi
nanocdsticemi je povaZovan za jeden zucdinnych mechanism( antimikrobidlni aktivity

nanocastic pomoci naruseni bakteridlni membrany. (Akhavan, 2010)
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Laboratorni vybaveni a software

Absorbancni reader ELx808 (BioTek)

Automatické pipety a pfislusné Spicky 0,5 — 10 ul, 1 — 10 pl, 100 — 1000 pl (Finnpipette)
Analytické vahy KERN ABT (Kern)

Antibiotické disky (Biorad)

Autoklav DE (Systec)

Bakteriologické klicky 1 ul (Biologix)

Bambusova paratka (Spontex)

Hlubokomrazici box ULUF (Arctiko)

Kahan (Trystom s. r. 0.)

Lahve na autoklavovani o objemu 500 ml (Duran)

Laminarni box HERA safe KS 12 Biohazard (ThermoScientific)
Laboratorni inkubator (termostat) Ecocell (BMT)

Lednicka

MALDI desticka z lesténé oceli (Bruker)

MALDI TOF spektrometr Microflex LT Systém (Bruker)

MIC inokulator (‘jezek’) (Trios)

Mikrotitracni desti¢ka P (Grama Group a.s.)

Mikrotitraéni desti¢ka U (Grama Group a.s.)

Multikandlova pipeta (Eppendorf)

Mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml (Eppendorf)
Ochranni fdlie na mikrotitracni desticku (LVL technologies)
Parafilm (Pechiney)

Stojanky na mikrozkumavky (Biologix)

Sunflower Mini-Shaker PS-3D (Bioasan)

Software Dynex technologies revelation 4.25 (Dynex technologies, Inc.)



Software MALDI Biotyper 3.1 (Bruker)

Software gen5 verze 1.02.8 (Biotek)

Revelation software version 4.25 (Dynex)

Termostat Incucell 55 (BMT)

Vata bunicita prifez 20 x 30 cm (BATIST)

Vortex vl (Biosan)

4.1.2 Pouiité chemikalie

Acetonitril (kat. ¢. 10120-11000, Penta)

Destilovana voda

Ethanol absolutni pa. (kat. ¢

. 71250-11000, Penta)

Glukosa (Lékarna Fakultni nemocnice Olomouc)

Metanol (kat. ¢. 20035-ATO, G. R. Lancher)

Kyselina octova 99% pa. (kat. ¢. 20000-11000, Penta)

Kyselina mravenci (kat. €. 1

47 930250, ACROS ORGANIC)

Krystalova violet (kat. ¢. 28290-30100, Penta)

Med (), oxid, nano, 15 — 50 nm (kat. ¢. 8251.1, Roth)

Nano méd, 100 nm (kat. ¢

. 8279.1, Roth)

Resveratrol (kat. ¢. R5010, Sigma-Aldrich)

Siran médnaty (kat. ¢. 451657, Sigma-Aldrich)

Stavelan amonny (kat. ¢. 26750-30500, Penta)

Trifluoroctova kyselina (kat.

¢. T6508, Sigma-Aldrich)

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (kat. ¢. C8982-10x10MG, Sigma-Aldrich)

4.1.3 Pouzita antibiotika

Amoxicillin trihydrat (kat. ¢

. A0101.0010, Duchefa)

Erytromycin (kat. ¢. E0122.0010, Duchefa)

Nitrofurantoin (kat. ¢. N7878-106, Sigma-Aldrich)

Tetracyklin trichlorid (kat.

¢. T0150.0025, Duchefa)
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4.1.4 Kultivaéni ptudy

Brain heart infusion broth (kat. ¢. M210-500G, HiMedia)
Kryobanka B (kat. ¢. PP64, ITEST)

Krevni agar (kat. ¢. H1544, Trios)

Mueller-Hinton agar (kat. ¢. H6232. Trios)

4.1.5 Bakterialni kmeny

V bakalaiské praci bylo pouzito 5 bakterialni referenénich kmen( (tabulka 1) z Ceské sbirky

mikroorganismd Masarykovy univerzity v Brné (CMM, Czech collection of microorganism).

Tabulka 1: Referencni bakterialni kmeny

Bakterialni kmen Cislo kmene Material

Enterococcus faecalis CCM 4224 mo¢

Escherichia coli CCM 3954 klinicky izolat

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 krev

Staphylococcus aureus CCM 4223 rana

Staphylococcus epidermidis CCM 7221 hemokultura
4.2 Metody

4.2.1 Kultivace a uchovani bakterialnich kment

Z kryozkumavky byla pomoci sterilni bakteriologické klicky vyockovana bakteridlni kultura na

krevni agar. Naockované plotny byly inkubovany v termostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin.
Pomoci sterilni bakteriologické klicky byla odebrana 24 h stara bakteridlni kultura

a resuspendovana v kryozkumavce s poréznimi kulickami a médiem. Bakteridlni kmeny byly

uchovany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté — 80 °C.
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4.2.2 Identifikace bakterii metodou MS MALDI TOF

Na kazdou pozici na MALDI desti¢ce byla nanesena Cista bakterialni kultura po 24 hodinové
kultivaci. Po zaschnuti pfi pokojové teploté, byly vzorky prevrstveny 1 ul kyseliny mravencia po
opétovném zaschnuti 0,75 ul matrici HCCA. Jakmile matrice dostate¢né zaschnula, byla MALDI
desticka vloZzena do hmotnostniho spektrofotometru Microflex LT.

K identifikaci bakteridlniho kmene bylo porovnano namérené hmotnostni spektrum
s databazi spekter pomoci softwaru MALDI Biotyper 3.1. K uréeni druhu a rodu bakterii slouzily
hodnoty skére. Hodnoty > 2,3 znaci vysokou pravdépodobnost identifikace druhu. Hodnoty
skore 2 1,7 a 2,3 < urcuji pravdépodobnou identifikaci druhu a rodu. Hodnoty skdre nizsi nez

1,7 povazujeme za nespolehlivé urceni.

4.2.3 Modifikovana Christensenova metoda

Tato metoda slouzi k prlikazu tvorby biofilmu pomoci kultivace bakterii v mikrotitracni
desticce. Nejprve byly testované kmeny sterilni bakteriologickou klickou vyockovany
z kryozkumavek na krevni agar a inkubovany v termostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin.

Do zkumavek byla pfipravena bakteridlni suspenze spole¢né s 1,5 ml BHI bujénu
s 0,25% primési glukdzy, kterd podporuje tvorbu biofilmu. Suspenze byla zhomogenizovéna na
vortexu. Do 4 jamek mikrotitracni desticky bylo pro kazdy bakteriadlni izolat napipetovano
100 pl pripravené suspenze. Jako negativni kontrola byl pouzit Cisty BHI bujén a jako pozitivni
kontrola byla pouzita suspenze Staphylococcus epidermidis (CCM 7221), ktery je referencnim
kmenem pro tvorbu biofilmu. Desticka byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 24 hodin.

Po inkubaci byla desticka opatrné promyta vodou, aby doslo k odstranéni volnych
bunék. Nasledné byla provedena fixace 100 pl 99% methanolu po dobu 15 minut. Methanol
byl nasledné odsat a desti¢ka byla ponechdna vyschnout. Po vysuseni byla obarvena vrstva
vytvoreného biofilmu pomoci 100 pul 1% krystalové violeti po dobu 10 minut. Krystalova violet
byla odstranéna odsatim a jamky desticky byly didkladné promyty vodou. Zlstatky vody
vjamkach byly vyklepdny do buniciny. Poté byla krystalovd violet uvolnéna

100 ul 33% kyseliny octové a desticka byla vloZzena na trepacku.
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Tvorba biofilmu byla hodnocena zméfenim absorbance pfi 570 nm ve fotometru proti
slepému vzorku (Cisty BHI bujén). Vzorky byly vyhodnoceny pomoci softwaru Dynex
technologies revelation 4.25 na zakladé rovnic a pfifazenych symboll -/+/++/+++. Vzorky

s vysledkem +++ byly hodnoceny jako pozitivni a -/+/++ jako negativni.

4.2.4 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda slouzi ke stanoveni citlivosti bakterii k vybranym antibiotikim.
Byla testovana citlivost/rezistence k amoxicilinu 30 ug, erytromycinu 15 pg, nitrofurantoinu
100 ug a tetracyklinu 30 pg.

Pomoci sterilni bakteriologické klicky byla do zkumavky obsahujici 5 ml BHI bujénu
naockovana bakteridlni kultura. Suspenze byla nasledné homogenizovana na vortexu.
Bakteridlni kultura byla poté inokulovana nalitim na Mueller-HintonGv agar. Pfebytek inokula
byl slit do nadoby s desinfekci. Po zaschnuti bakteridlni kultury byly na agar umistény
antibiotické disky.

Po inkubaci misek pfi 37 °C v termostatu po dobu 16 — 24 hodin, byly zméreny prliiméry
vytvorenych inhibi¢nich zén. Tyto namérené hodnoty byly porovndny s tzv. klinickymi
breakpointy (meznimi hodnotami) antibiotik uvedenymi ve smérnici EUCAST verze 10.0.
Bakterie, u kterych byla namérend hodnota priméru inhibi¢nich zén vétsi nebo rovna
stanovené hranici, byly vyhodnoceny jako citlivé k danému antibiotiku. Pokud byl zméreny
pramér mensi nez stanovena hranice nebo nebyla patrna viditelnd inhibice rlstu, byla tato

bakterie hodnocena jako rezistentni.

4.2.5 Stanoveni antibiofilmové aktivity latek mikrodilu¢ni metodou

Schopnost zabranit tvorbé biofilmu byla testovana u nanocastic médi o velikosti 100 nm,
nanocastic oxidu médnatého o velikosti 15 — 50 nm, siranu médnatého, resveratrolu
a u antibiotik amoxicilinu, erytromycinu, nitrofurantoinu a tetracyklinu.

Do vSech jamek mikrotitra¢ni destic¢ky typu P fad B — H bylo napipetovano 100 ul BHI
bujonu s 0,25% primési glukdzy. Nasledné byl pfipraven roztok obsahujici 9,9 ml BHI bujonu

s primési glukdzy a 100 pl testované latky a zhomogenizovan na vortexu.
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Do jamek v fadé A bylo napipetovano 200 pl testované latky, pozitivni a negativni
kontroly. Jako pozitivni a negativni kontrola byl pouZzit BHI bujén. Poté bylo provedeno redéni
dvojkovou rfadou. Byla tak vytvorfena koncentracni fada 256 — 0,0078 ug/ml, ze které se vychazi
pfi testovani antibiotik v antibiotickém stfedisku.

Dale bylo pfipraveno inokulum. Do zkumavky byly ke 2 ml BHI bujénu pridany
2 — 3 kolonie vykultivované kultury tak, aby vytvoreny zdkal odpovidat hodnoté
0,5 McFarlanda. Zasobni inokulum bylo 10x nafedéno 18 ml sterilni destilované vody, aby se
docililo optimalni koncentrace bunék. Vytvorené inokulum bylo nalito na Petriho misku
a pomoci sterilniho MIC inokuldtoru byly naockovany jamky desticky. Inokulator byl pred
pouzitim vidy umistén do 96% ethanolu a nasledné vyzihdn plamenem. Desticka byla

inkubovana pfi 37 °C v termostatu po dobu 24 hodin.

4.2.6 Stanoveni antimikrobidlni aktivity latek mikrodilu¢ni metodou

Nejdfive bylo do vSech jamek fad B — H mikrotitracni desticky typu U napipetovano
50 ul bujénu BHI. Poté byly ptipraveny roztoky obsahujici 9,9 ml BHI a 100 ul testované latky,
tak aby vysledna koncentrace pro antibiotika odpovidala 256 pug/ml a pro testované latky
2560 pg/ml. Do sloupct fady A bylo napipetovano 100 ul roztoku pfipraveného roztoku nebo
Cistého BHI podle schématu. Pomoci dvojkového fedéni byla vytvorena koncentracni rada
256 — 0,0078 pg/ml pro antibiotika a 2560 — 0,078 pg/ml pro testované latky.

Dalsim krokem bylo vytvoreni bakterialni suspenze a pomoci sterilni destilované vody
byla koncentrace upravena tak, aby byla dosazena koncentrace 1 x 10® bunék/ml. Vytvofené
inokulum bylo nalito do Petriho misky a pomoci MIC inokuldtoru bylo provedeno naockovani
jamek mikrotitracni desticky. Inokuldtor byl pred pouzitim vidy umistén do 96% ethanolu
a nasledné vyzihan plamenem. Desticky byly inkubovény v termostatu pfi 37°C po dobu
24 hodin.

Po inkubaci byla odectena hodnota MIC a nasledné byly jednotlivé jamky vyockovany
MIC inokuldtorem na krevni agar, aby mohlo byt zjisténo bakteriostatické a baktericidni

plUsobeni. Kazda jednotliva desticka byla vyockovana na dva krevni agary, kde na prvnim byly
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sloupce 1 — 6 a na druhém 7 — 12. Naockované plotny byly inkubovany v termostatu pfi 37°C
po dobu 24 hodin.

Nasledujici den byla odectena hodnota minimalni bakteriostatické koncentrace (MBS)
a minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Posledni jamka, kde byl prokazan bakteridlni rist,
byla oznadena za hodnotu MBS. Baktericidni Ucinek byl zjistén na agarovych plotnach, kde

nebyl viditelny bakterialni rist.

4.2.7 Stanoveni antimikrobidlni aktivity médi ve spojeni s antibiotiky

Pro testovani byly vybrany koncentrace médi 320 a 640 pg/ml, které zabranily tvorbé biofilmu.
Nejprve byly vytvoreny roztoky médi o potrebnych koncentracich. Koncentrace 320 pug/ml byla
vytvorfena navazenim 64 mg médi a ndslednym rozpusténim ve 200 ml bujénu BHI.
Koncentrace 640 pg/ml byla vytvorena rozpusténim 128 mg médi ve 200 ml bujénu BHI.
Dale byly vytvoreny suspenze antibiotik s médi v bujénu BHI, tak aby bylo dosazeno
koncentrace 256 pg/ml.

Do jamek mikrotitracni desticky v fadé A bylo napipetovano 100 ul testovanych latek.
Pomoci dvojkového fedéni byla vytvorena koncentraéni rada 256 — 0,0078 pug/ml a nasledné
byl aplikovdn stejny postup jako v prfedchozi kapitole pro stanoveni hodnot MIC

a bakteriostatického a baktericidniho pUsobeni.

4.2.8 Rustova krivka

Na zakladé vysledk( z antimikrobialni aktivity médi v kombinaci s antibiotiky byly vybrany dva
bakterialni druhy Staphylococcus aureus (CCM 4223) a Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955),
u kterych byl pozorovan vliv médi v urcitych koncentracich na vyvoj jednotlivych fazi ristové

krivky (obrazek 4).
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Obrazek 4: Jednotlivé faze bakteridlniho ristu.

Do mikrotitracni desticky typu P bylo napipetovdano 100 ul testované latky podle schémat
(obrazek 5, 6) a byla vytvorena pfislusnd koncentracni fada pomoci dvojkového tedéni.
Po inokulaci desticky bakteridlnim kmenem byla desticka prelepena félii a vloZzena do readeru
EL808 od firmy Biotek na 24 hodin. Po dvou minutovém protiepani byla mérena absorbance
pfi vinové délce 630 nm. Méfeni probihalo vintervalu jedné hodiny. Pomoci softwaru

Gen 5 byly ukladany jednotlivé namérené hodnoty absorbance pro nasledné vyhodnoceni.
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Obrazek 5: Poradi testovanych latek na prvnim fadku mikrotitracni desticky pro kmen
Staphylococcus aureus (CCM 4223). PK = pozitivni kontrola (BHI bujon); PK + Cu 160 = pozitivni
kontrola (BHI) s pfimési médi o koncentraci 160 pg/ml; Cu = méd; AMX = amoxicilin;
AMX + Cu 160 = amoxicilin se suspenzi médi o koncentraci 160 ug/ml v BHI bujénu;
ERY = erytromycin; ERY + Cu 160 = erytromycin se suspenzi médi o koncentraci 160 pg/ml
v BHI bujonu; NTF = nitrofurantoin; NTF + Cu 160 = nitrofurantoin se suspenzi médi
o koncentraci 160 pg/ml v BHI bujénu; TET = tetracyklin; TET + Cu 160 = tetracyklin se suspenzi
médi o koncentraci 160 pg/ml v BHI bujonu; NK = negativni kontrola (Cisty BHI bujon).

Koncentrace v fadé A byla u vSech Sedé vyznacenych latek 1 pg/ml a u zbyvajicich 256 pug/ml.
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Obrazek 6: Poradi testovanych latek na prvnim fadku mikrotitracni desticky pro kmen

Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). PK = pozitivni kontrola (BHI bujén);
PK + Cu 160 = pozitivni kontrola (BHI) s pfimési médi o koncentraci 160 pg/ml; Cu = méd;
ERY = erytromycin; ERY + Cu 160 = erytromycin se suspenzi médi o koncentraci 160 pg/ml
v BHI bujonu; ERY = erytromycin; ERY + Cu 320 = erytromycin se suspenzi médi o koncentraci
1320 pg/ml v BHI bujénu; TET = tetracyklin; TET + Cu 160 = tetracyklin se suspenzi médi
o koncentraci 160 pg/ml v BHI bujénu; TET + Cu 320 = tetracyklin se suspenzi médi
o koncentraci 320 pg/ml v BHI; NK = negativni kontrola (Cisty BHI bujén). Koncentrace

v fadé A byla u vSech testovanych latek 256 pg/ml.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni schopnosti tvofrit biofilm

Schopnost bakterii rGst ve formé biofilmu byla prokdzana pomoci modifikované
Christensenovy metody v mikrotitracni desticce. Hodnoceni probéhlo ve spektrofotometru na
zakladé méreni absorbance v jamkach a sténach desticky (tabulka 2). U bakterie E. coli (CCM
3954) nebyla prokdzdna schopnost tvorby biofilmu. Ostatni testované kmeny byly

biofilmpozitivni.

Tabulka 2: Schopnost ristu bakterii ve formé biofilmu

Bakterialni kmen Hodnoceni dle hodnoty absorbance

Enterococcus faecalis (CCM 4224) +++

Escherichia coli (CCM 3954) -

Staphylococcus aureus (CCM 4223) +++
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) +++
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) +++

5.2 Testovani citlivosti bakterii k vybranym antibiotikiim

Diskovou difuzni metodou byla stanovena citlivost k antibiotiklm amoxicilinu, erytromycinu,
nitrofurantoinu a tetracyklinu o urcitych koncentracich. Namérené praméry vzniklych
inhibicnich  zén (tabulka 3) byly srovndny s breakpointy podle EUCASTU.

(Clinical breakpoint — bacteria verse 10.0, http://www.eucast.org/clinical breakpoints/,

tabulka 4). Koneény vysledek, zda je bakteridlni kmen rezistentni nebo citlivy k danému
antibiotiku, je shrnut v tabulce 5.

U kmenU Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) a Enterococcus faecalis (CCM 4224)
nebyla stanovena citlivost ke vSiem testovanym antibiotik(im. Citlivost byla stanovena pouze
u téch antibiotik, které se vyuzivaji v klinické praxi. U bakterie E. coli (CCM 3954) byla

stanovena citlivost pouze k amoxicilinu a nitrofurantoinu.
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Tabulka 3: Namérené hodnoty priméru inhibi¢nich zén

Hranicni zény (mm)

Bakteridlni kmen AMX30 ERY15 NTF100 TET30
Enterococcus faecalis (CCM 4224) 24 13 - 10
Escherichia coli (CCM 3954) 22 8 15 20
Staphylococcus aureus (CCM 4223) 27 25 - 20
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) 18 0 - 25
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) 0 0 0 0

Testovana antibiotika: AMX30 = amoxicilin 30 pg; ERY15 = erytromycin 15 pg; NTF 100 = nitrofurantoin 100 ug;

TET30 = tetracyklin 30 pg; - = dané antibiotikum nebylo testovano

Tabulka 4: Klinické breakpointy pro testované bakterie podle EUCAST

Hranicni zény (mm)

Bakterialni kmen AMX30 ERY15 NTF100 TET30
Enterococcus faecalis X X R< 15 X
Cc=>15
Escherichia coli R<14 X R<11 X
c=>14 c=>11
Staphylococcus spp. R R<18 X R<19
C=>18 C=>22
Pseudomonas aeruginosa X X X X

Testovana antibiotika: AMX30 = amoxicilin 30 pg; ERY15 = erytromycin 15 pg; NTF 100 = nitrofurantoin 100 pg;
TET30 = tetracyklin 30 ug; x = dané antibiotikum nebyly ve smérnici EUCAST uvedeny breakpointy,

R = rezistence; C = citlivost
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Tabulka 5: Stanoveni citlivosti/rezistence k danym antibiotikim

Bakteridlni kmen AMX30 ERY15 NTF100 TET30
Enterococcus faecalis (CCM 4224) - - X -
Escherichia coli (CCM 3954) C - C -
Staphylococcus aureus (CCM 4223) R C X C
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) R X X C

Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) - - - -

Testovana antibiotika: AMX30 = amoxicilin 30 pg; ERY15 = erytromycin 15 pg; NTF 100 = nitrofurantoin 100 pg;

TET30 = tetracyklin 30 pg; R = rezistentni; C = citlivy; x = antibiotikum nebylo testovano; - = nelze vyhodnotit

5.3 Identifikace bakterii pomoci metody MS MALDI - TOF

Pomoci metody MS MALDI-TOF byly ovéreny vSechny testované bakteridlni kmeny pouzité

v experimentalni ¢asti prace.

5.4 Stanoveni antimikrobialni a antibiofilmové aktivity latek

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byla stanovena antimikrobialni aktivita testovanych
antibiotik a latek, obsahujicich méd, a resveratrolu. Hodnota MIC byla zjisténa mikrodilu¢ni
metodou. Pfeockovanim na krevni agar bylo zjisténo, zda se jednd o bakteriostatickou nebo
bakteriocidni latku.

Nejvétsi antimikrobidlni Gcinky vykazovalo antibiotikum tetracyklin, které u vSech
Enterococcus faecalis (CCM 4224). U této bakterie nizSich hodnot MIC a MBS dosahoval
amoxicilin. Nejucinnéjsi bakteriocidni pisobeni bylo zaznamenano u tetracyklinu u bakterie
E. coli (CCM 3954), kde hodnota MBC byla 1 pg/ml.

Z testovanych latek, obsahujici méd, nejvétsi antimikrobidlni aktivitu u vSech kmen(
vykazoval siran médnaty. Dalsi ucinnou latkou byl oxid médnaty, kterych u grampozitivni

bakterie Staphylococcus aureus (CCM 4223) dosahoval stejnych hodnot MIC jako siran

32



médnaty. U gramnegativni bakterie E. coli (CCM 3954) byla Gc¢innd také nano méd. Resveratrol
byl v testované koncentraci pro vSechny testované bakteridlni kmeny nedcinny. Latky nano
méd a oxid médnaty neplisobily v testované koncentraci na bakterii Pseudomonas aeruginosa
(CCM 3955).

Antibiofilmova aktivita testovanych antibiotik a latek byla provedena za pouziti
modifikované Christensenovy metody. U bakterie E. coli (CCM 3954) bylo pfi testovani zjisténo,
Ze tato bakterie neroste ve formé biofilmu.

Byla zjisténa minimalni inhibi¢ni koncentrace, ktera zabranila rGstu biofilmu (MBIC).
Pti testovani latek, obsahujici méd, byla u vSech bakteridlnich kmen( stejnd a dosahovala
koncentrace 320 pg/ml. Vyjimkou byly bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955)
a Staphylococcus aureus (CCM 4223), kde hodnota MBIC odpovidala 640 pg/ml.
U Pseudomonas aeruginosa byla tato hodnota dosazena u oxidu médnatého
a u Staphylococcus aureus u oxidu médnatého a také siranu médnatého. Latka resveratrol sice
nevykazovala v testované koncentraci zadny antimikrobidlni Ucinek, ale u vSech testovanych

bakteridlnich kmen( vykazala schopnost inhibovat rlst biofilmu pfi koncentraci 320 pug/ml.

vy

evvs

Vysledky testovani antimikrobidlni a antibiofilmové aktivity v jednotkach koncentrace

ug/ml jsou shrnuty v tabulce 6 —7.
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Tabulka 6: Stanoveni citlivosti k antibiotikiim v testované koncentraci 256 — 0,0078 pg/ml.

Bakterialni kmen Antibiotikum Mic MBS MBC MBIc
[ug/ml]  [ug/ml]  [ug/ml]  [ug/ml]
Amoxicilin 0,25 0,25 - 0,25
Enterococcus faecalis Erytromycin 0,5 0,5 128 0,5
(CCM 4224) Nitrofurantoin 8 - 8 8
Tetracyklin 16 16 64 16
Amoxicilin 2 2 4 -
Escherichia coli Erytromycin 32 - 32 -
(CCM 3954) Nitrofurantoin 2 - 2 -
Tetracyklin 0,25 0,25 1 -
Amoxicilin 0,5 0,5 >256 0,5
Staphylococcus aureus Erytromycin 0,5 0,5 256 0,5
(CCM 4223) Nitrofurantoin 16 - 16 2
Tetracyklin 0,25 0,25 >256 0,25
Amoxicilin 4 - 4 4
Staphylococcus epidermidis Erytromycin >256 >256 >256 >256
(ccm 7221) Nitrofurantoin 32 32 64 16
Tetracyklin 1 1 >256 1
Amoxicilin >256 - >256 128
Pseudomonas aeruginosa Erytromycin 128 128 >256 128
(CCM 3955) Nitrofurantoin >256 - >256 128
Tetracyklin 8 8 128 8

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostaticka koncentrace; MBC = minimalni

bakteriocidni koncentrace; MBIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace, zabranujici rdstu biofilmu
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Tabulka 7: Stanoveni citlivosti ke slou¢enindm médi a resveratrolu v testované koncentraci

2560 — 0,0078 pg/ml.

Bakterialni kmen Latka mic MBS MBcC MBic
[wg/ml]  [ug/ml]  [ug/ml]  [ug/mi]
Cu 640 - 640 320
Enterococcus faecalis CuO 2560 - >2560 320
(CCM 4224) CuSOq4 320 - 320 320
resveratrol >2560 >2560 >2560 320
Cu 320 - 320 -
Escherichia coli CuO 2560 - 2560 -
(CCM 3954) CuSO4 320 - 320 -
resveratrol >2560 >2560 >2560 -
Cu 1280 1280 >2560 320
Staphylococcus aureus CuO 640 640 2560 640
(CCM 4223) CuSOq4 640 - 640 640
resveratrol >2560 >2560 >2560 320
Cu 1280 - 1280 320
Staphylococcus epidermidis CuO 1280 1280 2560 320
(CCM 7221) CuSO4 800 - 800 320
resveratrol >2560 >2560 >2560 320
Cu >2560 >2560 >2560 320
Pseudomonas aeruginosa CuO >2560 >2560 >2560 640
(CCM 3955) CuSOq4 320 - 320 320
resveratrol >2560 >2560 >2560 320

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostaticka koncentrace; MBC = minimalni

bakteriocidni koncentrace; MBIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace, zabranujici rdstu biofilmu
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5.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity médi ve spojeni s antibiotiky

Na zakladé vysledkl antibiofilmové aktivity médi byly zvoleny koncentrace 640 a 320 pg/ml,
u kterych se testovalo, zda muize méd ovlivnit plsobeni antibiotik. JelikoZz bylo dosazeno
negativnich vysledkd vtéchto koncentracich pro vsSechny testované bakterie vyjma
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955), byla nasledné koncentrace médi snizena na
160 a 80 pg/ml. Pri téchto koncentracich byla opét stanovena antimikrobialni aktivita médi ve
spojeni s antibiotiky.

U bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) pfi koncentracich médi
640 a 320 pg/ml bylo dosazeno stejnych vysledkd, které jsou shrnuty v tabulce 8. Vysledky
testovani jsou zobrazeny na obrazcich 7 — 9. U antibiotika tetracyklin bylo ve spojeni s médi
dosaZzeno synergického ucinku, kdy se hodnoty MIC, MBS i MBC posunuly o 2 fady dol
v porovnani s hodnotami dosazenych pfi antimikrobidlni aktivité antibiotik. Z hodnot MIC
a MBS 8 pg/ml doslo k posunu na 2 pug/ml a u hodnoty MBC z 128 pg/ml na 32 pg/ml.
U erytromycinu nastal také synergicky ucinek, ale zména byla pouze o 1 fad posunuti smérem
dol@. U antibiotik amoxicilinu a nitrofurantoinu bylo dosazeno indiferentniho Gcinku.

Pti snizené koncentraci médi 160 pg/ml bylo dosazeno negativnich vysledkd u bakterie
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) a Enterococcus faecalis (CCM 4224). U bakterie E. coli
(CCM 3954) bylo docileno stejného plsobeni jako pfti testovani antimikrobidlniho ucinku
antibiotik. Stejného plsobeni bylo docileno také u antibiotik amoxicilinu, tetracyklinu
u bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). U této bakterie doslo k synergickému Gcinku
u erytromycinu, kde doslo k posunuti hodnot MIC a MBS o 1 fad dold. U nitrofurantoinu ve
spojeni s médi dochazi k ucinnéjSimu bakteriocidnimu plsobeni, nebot doslo k posunu
hodnoty MBC na 32 pg/ml z hodnoty 128 pug/ml.

U bakterie Staphylococcus aureus (CCM 4223) bylo dosazeno pti koncentraci médi
160 pg/ml synergického Uc¢inku u vSech antibiotik, kromé nitrofurantoinu, kde bylo
zaznamenano stejné plsobeni jako s pouhym antibiotikem. Vlivem médi plsobi antibiotika

bakteriocidné. Vysledky v jednotkach pg/ml jsou zaznamenany v tabulce 10.
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Shodné vysledky, jako pfi testovani médi o koncentraci 160 pg/ml, byly dosazeny také
u koncentrace médi 80 ug/ml, vyjma bakterie Staphylococcus aureus (CCM 4223).
Zde vysledky dosahly stejného plsobeni jako pti testovani antimikrobidlniho ucinku antibiotik.
Zména nastala pouze v bakteriocidnim plsobeni tetracyklinu na bakterii Pseudomonas
aeruginosa (CCM 3955), kde byl pozorovan indiferentni ucinek. Vysledky jsou ukazany

v tabulce 9.

Tabulka 8: Vysledky stanoveni citlivosti antibiotik ve spojeni s médi o koncentracich
320 a 640 pg/ml pro bakterii Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). Synergicky ucinek je

zvyraznén tucné.

o i MIC MBS MBC
Bakterialni kmen Latka + Cu
[wg/ml]  [pg/mil  [pg/ml]
Amoxicilin + Cu >256 >256 >256
Pseudomonas aeruginosa Erytromycin + Cu 64 64 256
(CCM 3955) Nitrofurantoin + Cu >256 >256 >256
Tetracyklin + Cu 2 2 32

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostatickd koncentrace; MBC = minimalni

bakteriocidni koncentrace

Tabulka 9: Vysledky stanoveni citlivosti antibiotik v spojeni s médi o koncentraci 80 pg/ml pro

bakterii Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). Synergicky ucinek je zvyraznén tucné.

MIC MBS MBC
Bakterialni kmen Latka + Cu
[mg/ml]  [pg/ml] [ng/ml]
Amoxicilin + Cu Stejné pUsobeni jako s antibiotiky
Pseudomonas aeruginosa ~ Erytromycin + Cu 64 64 -
(CCM 3955) Nitrofurantoin + Cu Stejné plsobeni jako s antibiotiky
Tetracyklin + Cu 8 8 128

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostaticka koncentrace; MBC = minimalni

bakteriocidni koncentrace
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Tabulka 10: Vysledky stanoveni citlivosti antibiotik v spojeni s médi o koncentraci 160 pg/ml

pro bakterie Staphylococcus aureus (CCM 4223) a Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955).

Synergicky ucinek je zvyraznén tucné.

Bakterialni kmen Latka + Cu

MicC MBS MBC

[ng/mi] [ng/ml] [ng/ml]

Amoxicilin + Cu

Staphylococcus aureus Erytromycin + Cu

(CCM 4223) Nitrofurantoin + Cu

Tetracyklin + Cu

0,25 - 0,25
0,0625 - 0,0625
stejné puUsobeni jako s antibiotiky

0,03 - 0,03

Amoxicilin + Cu

Pseudomonas aeruginosa Erytromycin + Cu

(CCM 3955) Nitrofurantoin +Cu

Tetracyklin + Cu

stejné pusobeni jako s antibiotiky
64 64 -
stejné puUsobeni jako s antibiotiky

8 8 32

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostatickd koncentrace; MBC = minimalni

bakteriocidni koncentrace
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PK PK AMX ERY NTF TET MK MK

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

4 pg/ml

2 pg/ml

Obrazek 7: Vysledky testovani citlivosti antibiotik ve spojeni s médi o koncentraci 320 pg/ml
u bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). Cervend ¢ara znadi hodnotu MIC antibiotika
a modra c¢ara hodnotu MIC v kombinaci s médi koncentraci 320 pug/ml. PK = pozitivni kontrola
(BHI) s médi o koncentraci 320 pg/ml; AMX = amoxicilin s médi o koncentraci 320 pg/ml;
ERY = erytromycin s médi o koncentraci 320 pug/ml; NTF = nitrofurantoin s médi o koncentraci

320 pg/ml; TET = tetracyklin s médi o koncentraci pg/ml; NK = negativni kontrola (BHI).

A’/'“

Obrazek 8: Stanoveni MBS a MBC u kmene Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) na krevnim
agaru. (A) vyockované sloupce 7 — 12 z mikrotitracni desticky vyobrazené na obrazku 7;

(B) vyockované sloupce 1 — 6 z mikrotitracni desti¢ky vyobrazené na obrazku 9.
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PK PK  AMX ERY NTF TET  NK NK

256 pg/mi
128 pg/ml
64 pg/mi
32 pg/ml
16 pg/ml
8 ug/ml
4 pg/ml
2 ug/ml

Obrazek 9: Vysledky testovani citlivosti antibiotik ve spojeni s médi o koncentraci 640 pg/ml
u bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). Cervend ¢ara znadi hodnotu MIC antibiotika
a modra ¢ara hodnotu MIC v kombinaci s médi o koncentraci 640 pug/ml. PK = pozitivni kontrola
(BHI) smédi o koncentraci 640 upg/ml; AMX = amoxicilin smédi o koncentraci
640 pg/ml; ERY = erytromycin s médi o koncentraci 640 pg/ml; NTF = nitrofurantoin s médi
o koncentraci 640 pug/ml; TET = tetracyklin s médi o koncentraci ug/ml; NK = negativni kontrola

(BHI).

5.6 Rustova kfivka

V zavéru experimentalni prace byl zkouman efekt médi ve spojeni s vybranymi antibiotiky na
jednotlivé faze rlstové krivky u bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955)
a Staphylococcus aureus (CCM 4223), které vykazovaly synergicky ucinek antibiotik ve spojeni
s médi (obrazek 10 — 13, tabulka 11).

Antibiotikum erytromycin ve spojeni s médi o koncentraci 160 pl/ml zpUsobilo
u bakterie Pseudomonas aeruginosa prudsi nar(ist exponencidlni faze. Pti zvySeni koncentrace
médi na 320 pl/ml doslo ve spojeni s erytromycinem k prodlouZeni lag faze rdstu o 3 hodiny
(graf 1). V pripadé tetracyklinu ve spojeni s médi doslo u obou koncentraci k prodlouzeni lag

faze o 2 hodiny.
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Graf 1: Vliv médi o koncentracich 160 pl/ml a 320 pl/ml ve spojeni s antibiotikem
erytromycinem na jednotlivé faze rlstové krivky bakterie Pseudomonas aeruginosa
(CCM 3955) v zdavislosti na ¢ase. ERY = erytromycin; ERY 1 = erytromycin + méd’ o koncentraci

160 pg/ml; ERY 2 = erytromycin + méd o koncentraci 320 ug/ml.

Vlivem médi o koncentraci 160 pg/ml a amoxicilinu doslo u bakterie Staphylococcus aureus
(CCM  4232) kprudsimu narustu exponencidlni faze. U zbyvajicich testovanych
antibiotik — erytromycinu, nitrofurantoinu a tetracyklinu dochazelo ke zpomaleni nastupu

exponencidlni faze. V pripadé tetracyklinu bylo prodlouzeni lag faze az o 9 hodin.

Obrazek 10: Stanoveni MBS a MBC u kmene Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) na krevnim
agaru. (A) vyockované sloupce 1 — 6 z mikrotitracni desticky vyobrazené na obrazku 11;

(B) vyockované sloupce 7 — 12 z mikrotitracni desticky vyobrazené na obrazku 11.
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Obrazek 11: Hodnoty MIC zobrazené na mikrotitracni desti¢ce pro bakterii Pseudomonas
aeruginosa (CCM 3955) pfi stanoveni rlstové kfivky. PK = pozitivni kontrola (BHI);
PK 1 = pozitivni kontrola (BHI + méd o koncentraci 160 pug/ml); PK 2 = pozitivni kontrola
(BHI) + méd’ o koncentraci 320 pg/ml); Cu = méd; ERY = erytromycin; ERY 1 = erytromycin
+méd o koncentraci 160 pg/ml; ERY 2 = erytromycin + méd o koncentraci 320 pug/ml;
TET = tetracyklin; TET 1 = tetracyklin + méd o koncentraci 160 pug/ml; TET 2 = tetracyklin + méd’

o koncentraci 320 pg/ml; NK = negativni kontrola (BHI).

Obrazek 12: Stanoveni MBS a MBC u kmene Staphyloccocus aureus (CCM 4223) na krevnim
agaru. (A) vyockované sloupce 1 — 6 z mikrotitracni desticky vyobrazené na obrazku 13;

(B) vyockované sloupce 7 — 12 z mikrotitra¢ni desticky vyobrazené na obrazku 13.
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PK PK1 Cu AMX AMX1ERY ERY1l NTF NTF1 TET TET1 NK

Obrazek 13: Hodnoty MIC pro bakterii Staphylococcus aureus (CCM 4223) pfi stanoveni
rastové krivky. Tuéné zvyraznéné latky byly testovany pti koncentracich 1 — 0,0075 pg/ml
a ostatni v koncentraénim rozmezi 256 — 2 pg/ml. Ciselné hodnoty MIC jsou pro pfehlednost
uvedeny v tabulce 11. PK = pozitivni kontrola (BHI); PK 1 = pozitivni kontrola (BHI + méd’
o koncentraci 160 pg/ml); Cu = méd; AMX = amoxicilin; AMX 1 = amoxicilin + méd
o koncentraci 160 pug/ml; ERY = erytromycin; ERY 1 = erytromycin + méd o koncentraci 160
ug/ml; NTF = nitrofurantoin; NTF 1 = nitrofurantoin + méd o koncentraci 160 pg/ml;
TET = tetracyklin; TET 1 = tetracyklin + méd o koncentraci 160 pg/ml; NK = negativni kontrola
(BHI).
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Tabulka 11: Ciselné hodnoty MIC ziskané pfi stanoveni riistové kiivky Staphylococcus aureus

(CCM 4223) z desti¢ky na obrazku 13.

Testovana latka

Hodnota MIC [pug/ml]

Cu
AMX
AMX 1
ERY
ERY 1
NTF
NTF 1
TET
TET 1

128
0,5
0,25
0,25
0,06
16
16
0,25
0,03

PK = pozitivni kontrola (BHI); PK 1 = pozitivni kontrola (BHI + méd' o koncentraci 160 pg/ml);

Cu = méd; AMX = amoxicilin, AMX 1
ERY = erytromycin; ERY 1 = erytromycin + méd o koncentraci

NTF = nitrofurantoin; NTF 1 = nitrofurantoin + méd o koncentraci

amoxicilin + méd o koncentraci 160 pg/ml;
160 pg/ml;
160 pg/ml;

TET = tetracyklin; TET 1 = tetracyklin + méd o koncentraci 160 ug/ml; NK = negativni kontrola

(BHI).
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6 Diskuze

V bakalarské praci byla zkoumana antimikrobidlni aktivita nano médi (100 nm), nano oxidu
médnatého (15 —50 nm), siranu médnatého a resveratrolu. Vyuzitim mikrodilu¢ni metody byla
zjisténa hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace, ktera je schopna inhibovat rlist a mnozeni
bakterii. Dale byl zjistén bakteriostaticky nebo bakteriocidni efekt testované latky.

Nejvyssi antimikrobialni aktivita byla zaznamenana u siranu médnatého, u néjz byly
byla hodnota MIC 320 ug/ml a u grampozitivnich se pohybovala od 320 — 800 pg/ml.
Na vSechny testované bakterie plsobil siran médnaty bakteriocidné.

Ve studii Benhalima a kol. (2019) bylo pomoci mikrodiluéni metody zkoumano
antibakteridlni pisobeni siranu médnatého na nosokomialni patogeny izolované z klinickych
vzorkd. Mezi testovanymi byly mimo jiné i Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa a E. coli. Hodnota MIC byla pro kmeny Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis a Pseudomonas aeruginosa 400 pg/ml. Ve studii bylo testovano
7 kmend E. coli, u nichZ byla namérena hodnota MIC 100 — 400 pg/ml. Odlisné hodnoty MIC
v porovnani s experimentdlni casti této bakalarské prace jsou dany rozdilnym rozsahem
koncentrace, ktera byla vytvorena dvojkovym redénim.

Nano oxid médnaty pusobil pfi hodnoté 2560 pg/ml bakteriocidné na grampozitivni
i gramnegativni bakterie testované v experimentalni ¢asti. U¢innéji viak plisobily nano&astice
médi, kde se hodnota MBC pohybovala v rozmezi 320 — 2560 pg/ml. Nejucinnéjsi plsobeni
bylo zaznamendno na gramnegativni E. coli. U kmene Pseudomonas aeruginosa nebylo pfi
testované koncentraci zaznamendno zadné antibakteridlni plsobeni.

Studie Ren a kol. (2009), kterda srovndavala plsobeni nanocastic médi a oxidu
médnatého (20 — 95 nm), se svymi vysledky zdsadné nelisila od ziskanych hodnot. Na kmen
Psedomonas aeruginosa ucinkovaly nanocastice oxidu médnatého bakteriocidné az pfi
koncentraci 5000 pg/ml.

Vysledky prace ukazuji, Ze resveratrol nevykazoval v testované koncentraci zddnou
antimikrobialni aktivitu na testované bakteridlni kmeny. Avsak ve studii Liu a kol. (2016) byl

zaznamendm antimikrobialni efekt na bakterii E. coli a Staphylococcus aureus. U kmene E. coli
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byla stanovena hodnota MIC 400 pg/ml a u kmene Staphylococcus aureus 150 pg/ml. Rozdilné
hodnoty minimdlnich inhibi¢nich koncentraci mohou byt zplsobeny pouZitim odlisnych
bakteridlnich kmen( s jinou citlivosti na resveratrol nez v této praci.

Dale byla také zkoumana antibiofilmova aktivita pomoci modifikované Christensenovy
metody. Bakterie, které jsou schopny rist ve formé biofilmu, se stavaji vice odolnymi
k terapeutické |écbé antibiotiky a dalSimi antimikrobidlnimi latkami. Uvadi se, Ze bakterie
rostouci ve formé biofilmu jsou 10 — 1000 krat odolng&jsi vici Gcink(im antimikrobidlnich latek,
nez planktonni bakterie. (Mah a kol. 2001) Proto je naruseni ¢i inhibice biofilmu dulezita, aby
antimikrobialni |atka Iépe pronikla k virulentni bakterii.

Ve velké c¢asti vysledkl antibiofilmové aktivity nano médi, nano oxidu médnatého,
siranu médnatého a resvetratrolu byla dosazena minimalni koncentrace, ktera inhibuje rdst
biofilmu, 320 pug/ml. Pouze u nano oxidu médného u bakterie Staphylococcus aureus a siranu
médnatého u bakterie Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, byla potrebna
dvojnasobna koncentrace, tedy 640 pg/ml. U bakterie E. coli bylo prokazano, Ze tento kmen
neroste ve formé biofilmu. Ziskané vysledky nelze srovnat s jinymi studiemi, nebot nebyla
provedena studie, kterd by se zabyvala vlivem nanocastic médi na rlst biofilmu s vyuzitim
Christensenovy metody.

Ghasemian a kol. (2015) se zabyvali hodnocenim efektu nanoc¢astic médi na inhibici
biofilmu u Pseudomonas aeruginosa a Listeria monicytogenes. Vliv médi byl zkouman
na sklenéném a ocelovém povrchu potazeném médénymi ¢asticemi. Hodnoceno bylo mnozstvi
Zivotaschopnych bakteridlnich bunék. Povrchy upravené nanocasticemi médi vyznamneé snizily
mikrobialni pocet a tvorbu biofilmu. (Ghasemian a kol. 2015)

Vysledky antibiofilmové aktivity, pti niz byly zjistény dvé koncentrace, které inhibuji rist
biofilmu, byly urcujici pro zvoleni vychozich koncentraci testovani vlivu nano médi v kombinaci
s vybranymi antibiotiky.

Pti testovanych koncentraci médi 80, 160, 320 a 640 pg/ml bylo dosazeno opakovanych
negativnich vysledkll u nékterych bakterii svyjimkou kmene Pseudomonas aeruginosa,

na ktery pUsobily vSechny koncentrace médi ve spojeni s antibiotiky. Negativni vysledky mohly
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vzniknout vlivem médi, ktera jiz pfi téchto koncentracich, byla schopna spole¢né
s antibiotiky usmrtit testované bakterialni kmeny.

Bakterie Pseudomonas aeruginosa se ve studii Ramyadevi a kol. (2012) jevila jako
rezistentni k nanocdsticim médi, proto nebyly zaznamendny negativni vysledky. Doposud
nebyly provedeny studie, zabyvajici se Ucinkem nanocastic médi ve spojeni s antibiotiky
na bakteridlni kmeny, proto nemohou byt vysledky srovnany s dalsimi studiemi.

U&inek nano&astic médi neni natolik prozkoumany v porovnani napfiklad
s nanocasticemi stfibra. Morones a kol. (2005) prokazali, Ze stfibrné nanocdstice napadaji
soucasné vice bakteridlnich struktur a jsou uGcinné i na vysoce rezistentni bakteridlni kmeny
Pseudomonas aeruginosa. Velkd vyhoda stfibrnych nanocastic je tedy v jejich vicestupriové
plUsobeni. Doposud nebyla zaznamenana rezistence bakterii vici stfibrnym nanocasticim.
Rezistence byla pozorovdna pouze u stfibra v iontové formé. (Silver, 2003)

Ve studii Panacek a kol. (2015) zkoumala vliv spojeni nanocdastic stfibra o velikosti
26 nm a antibiotik s odliSnym mechanismem uacinku na bakterie E. coli, Pseudomonas
aeruginosa a Staphylococcus aureus. Hodnoty MIC byly zjistény mikrodilu¢ni metodou, ktera
je vice vhodna a spolehlivéjsi nez difuzni metoda. Silny synergicky efekt antibiotik
s nanocasticemi stfibra byl prokazan ve velmi malych koncentracich, které nebyly cytotoxické
pro sav¢i bunky. (Pandcek a kol., 2015) Vtéto studii byl pouzit stejny kmen bakterie
Staphylococcus aureus (CCM 4223) jako v bakalarské praci pfi zkoumani vlivu nanocastic médi
na ucinek antibiotik. Nejvétsi citlivost na nanodastice stfibra prokazala pravé tato bakterie,
u které byl synergicky tucinek nejvyssi. Vysledky plisobeni nanocastic stfibra a médi v kombinaci

s erytromycinem na bakterii Staphylococcus aureus jsou porovnany v tabulce 12.
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Tabulka 12: Srovnani vysledk( MIC nanocdstice stfibra (26 nm) studie Panacek a kol. (2015)

a nanocastice médi (100 nm) pouZzité v bakalarské prace na bakterii Staphylococcus aureus

(CCM 4223).
Panacek a kol. (2015) Bakalarska prace
Nanocastice Sttibro (26 nm) Méd' (100 nm)
Koncentrace [mg/ml] 2,5 160
Erytromycin [mg/ml] 0,125 0,5
Erytromycin + nanocastice [mg/ml] 0,00012 0,0625

Nanocastice sttibra maji lepsi synergicky efekt a vyZzaduji mnohonasobné nizsi pouzité
koncentrace nanoddstic ve srovnani s nanoc¢asticemi médi.

Vysledky m(ize také ovlivnit velikost pouzitych nanocastic. Velikost nanocastic sttibra
byla 26 nm, pfi¢emzZ u nanocastic médi 100 nm. Studie Raghupathi a kol. (2011) uvedla, Ze na
bakterii Staphylococcus aureus mély nanocastice oxidu zine¢natého rizné bakterialni plsobeni
v zavislosti na velikosti ¢astice. Byly zkoumany castice o velikosti 12 — 212 nm, pficemz
nejlepsich vysledk( dosahly nejmensi testované castice.

Silny synergicky ucinek tetracyklinu a nanocastic stfibra byl zjistén i u gramnegativni
bakterie Salmonella. Pti koncentraci antibiotika 8 a 16 uM a nanodastic stfibra 50 uM doslo az
témér k 100 % inhibici této bakterie. (Deng a kol., 2016)

Kovové nanodastice s antibakteridlnimi vlastnostmi maji velky potencidl vyuZiti ve
farmacii a zdravotnickych zatizeni, aby zabranily Sifeni infekce. (Bankier, 2019) Americka studie
Bankier (2019) studovala synergicky ucinek tfi kovovych nanocastic. Jednalo se o nanocastice
stfibra, médi a karbidu wolfranu proti bakteriim Staphylococcus aureus a Pseudomonas
aeruginosa, které se radi mezi béiné nemocniéni patogeny. Kombinaci vSech kovovych
nanocdstic o raznych koncentraci, bylo dosazeno mnohonasobné lepsich antimikrobidlnich
ucinkd na testované bakterie, neZ vykazovaly jednotlivé nanocastice samy o sobé. (Bankier,

2019)
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7 Zavér
Teoretickd ¢ast prace je zamérend predevsim na mechanismy antimikrobidlni aktivity médi
a dale také na antimikrobidlni aktivitu nanocastic médi.

V experimentalni ¢asti prace byly splnény vSechny vytycené cile. Mikrodilu¢ni metodou
byla stanovena antimikrobialni aktivita testovanych latek.

Pti prlikazu, zda testovana latka je schopna zabranit tvorbé biofilmu, byla pouzZita
modifikovana Christensenova metoda. Bylo zjisténo, Ze zkoumané latky jsou schopny inhibovat
rast biofilmu u vSech bakteridlnich kmenu o koncentraci 320 pg/ml nebo 640 pug/ml s vyjimkou
bakterie E. coli. U tohoto bakteridlniho kmene nebyla prokdzana schopnost rist ve formé
biofilmu.

Na zakladé vysledkd antibiofilmové aktivity médi, byl zkouman jeji vliv v kombinaci
s antibiotiky na testované referencni bakteridlni kmeny. Nejvyrazné;jsi vliv mélo spojeni médi
s erytromycinem na bakterii Pseudomonas aeruginosa, kdy ve vSech testovanych
koncentracich doslo k synergickému ucinku.

Na zavér experimentalni ¢asti prace bylo provedeno méreni ristové krivky u bakterii
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, které vykazaly synergicky ucinek médi
ve spojeni s antibiotiky. Zde bylo zjisténo, Ze vlivem médi dochdzelo nej¢astéji k prodlouzeni

lag faze nebo zpomaleni nastupu exponencialni faze rlstové krivky.

49



Pouzita literatura

AbrahamE. P., Chain E. (1940) An Enzyme from Bacteria able to Destroy Penicilin. Nature 3713,
837

Akhavan O., Ghaderi E. (2010) Cu and CuO nanoparticles immobilized by silica thin films
as antibacterial materials and photocatalysts. Surface & Coating Technology 205, 219-223

Bankier C., Matharu R. K., Cheong Y. K., Ren G. G., Cloutman-Green E., Ciric L. (2019) Synergistic
Antibacterial Effects of Metallic Nanoparticle Combinations. Sci Rep 9, dostupné z:
https://www.nature.com/articles/s41598-019-52473-24citeas, stazeno 9. 3. 2020

Benhalima L., Amri S., Bensouilah M., Ouzrout R. (2019) Antibacterial effect of copper sulfate
against multi-drug resistant nosocomial pathogens isolated from clinical samples. Pak J Med
Sci 35(5), 1322-1328

Blazquez J., Oliver A., Gdmez - Gémez J. M. (2002) Mutation and Evolution of Antibiotic
Resistance: Antibiotics as Promoters of Antibiotic Resistance? Current Drug Targets 3,
345-349

Borkow G. (2012) Using Copper to Fight Microorganisms. Current Chemical Biology 6(2),
93-103

Boyce J. M. (2007) Environmental contamination makes an important contribution to hospital
infection, Journal of Hospital Infection 65 (S2), 50-54

Carlson C., Hussain S. M., Schrand A. M., Braydich-Stolle L. K., Hess K. L., Jones R. L., Schlager
J. J. (2008) Unique cellular interaction of silver nanoparticles: size-dependent generation
of reactive oxygen species. J Phys Chem B 112 (43), 13608-13619

Cook L. C., Dunny G. M. (2014) The influence of biofilms in the biology of plasmids. Microbiol
Spectr 2(5), dostupné z
https://www.asmscience.org/content/journal/microbiolspec/10.1128/microbiolspec.PLAS
-0012-2013, stazeno 10. 12. 2019

Das D., Nath B. CH., Phukon P., Dolui S. K. (2012) Synthesis and evaluation of antioxidant and
antibacterial behaviour of CuO nanoparticles. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 101,
430-433

Delcour A. (2009) Outer membrane permeability and antibiotics resistance. Biochim Biophys
Acta 1794(5), 808-816

Deng H., McShan D., Zhang Y., Sinha S. S., Arslan Z., Ray P. C., Yu H. (2016) Mechanistic Study
of the Synergistic Antibacterial Activity of Combined Silver Nanoparticles and Common
Antibiotics. Environ Sci Technol. 50(6), 8840-8848

Donlan R. (2002) Biofilms: Microbial Life on Surfaces. Emerg Infect Dis. 8(2), 881-890

Domek M. J., LeChevallier M. W., Cameron S. C., McFeters G. A. (1984) Evidence for the Role
of Copper in the Injury Process of Coliform Bacteria in Drinking Water. Applied and
Environmental Microbiology 48(2), 289-293

Fu P. P, Xia Q., Hwang H. M., Ray P. C., Yu H. (2014) Mechanisms of nanotoxicity: generation
of reactive oxygen species. J Food Drug Anal. 22(1) 64-75

Ghasemian E., Naghoni A., Rahvar H., Kialha M., Tabaraie B. (2015) Evaluating the Effect
of Copper Nanoparticles in Inhibiting Pseudomonas aeruginosa and Listeria monocytogenes
Biofilm Formation. Jundishapur J Microbiol. 8(5) dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4537522/, stazeno 6. 3. 2020

50


https://www.nature.com/articles/s41598-019-52473-2#citeas
https://www.asmscience.org/content/journal/microbiolspec/10.1128/microbiolspec.PLAS-0012-2013
https://www.asmscience.org/content/journal/microbiolspec/10.1128/microbiolspec.PLAS-0012-2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4537522/

Grass G., Rensing Ch., Solioz M. (2011) Metallic Copper as an Antimicrobial Surface. Applied
and Environmental Microbiology 77(5), 1541-1547

Griffitt R. J., Luo J., Gao J., Bonzongo J. C., Barber D. S. (2008) Effects of particle composition
and species on toxicity of metallic nanomaterials in aquatic organisms. Environ Toxicol
Chem 27(9), 1972-1978

Goering R. V., Dockrell H. M., Zuckerman M. A. a Chiodini P. L. a Juldk, J. (2016) Mimsova
lékarska mikrobiologie. 5. wvydani. Praha: Stanislav Juhanak - Triton, str. 463.
ISBN 978-807-3879-280

Gopalakrishnan K., Ramesh C., Ragunathan V., Thamilselvan M. (2012) Antibacterial activity
od Cu0 nanoparticles on E. coli synthesided from Tridas procumbens leaf extract and
surface coating with polyaniline. Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures 7(2),
833-839

Hemeg H. (2017) Nanomaterials for alternative antibacterial therapy. Int ] Nanomedicine 12,
8211-8225

Hong R., Kang T. Y., Michels C. A., Gadura N. (2012) Membrane Lipid Peroxidation in Copper
Alloy - Mediated Contact Killing of Escherichia coli. Applied and Environmental Microbiology
78(6), 1776-1784

Ingle A., Gade A,, Pierrat S., S6nnichsen C., Rai M. (2008) Mycosynthesis of Silver Nanoparticles
Using the Fungus Fusarium acuminatum and its Activity Against Some Human Pathogenic
Bacteria. Current Nanoscience 4, 141-144

Jeong J., Kim S.H,, Lee S., Lee D.K., Han Y., Jeon S., Cho W.S. (2018) Differential Contribution
of Constituent Metal lons to the Cytotoxic Effects of Fast-Dissolving Metal-Oxide
Nanoparticles. Front. Pharm. 9, 1-10

Konieczny J., Rdzawski Z. (2012) Antibacterial properities of copper and its alloys. Archives of
Materials Science and Engineering 56(2), 53—60

Liochev S. |., Fridovich I. (2002) The Haber-Weiss cycle - 70 years later: an alternative view.
Redox Report 7(1), 55-57

Liu Y., Zhou J.,, Qu Y., Yang X., Shi G., Wnag X., Hong Y., Drlica K., Zhao X. (2016) Resveratrol
Antagonizes Antimicrobial Lethality and Stimulates Recovery of Bacterial Mutants. PLoS
One 11(4) dostupné z:
https://www.ncbi.nIlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4821490/pdf/pone.0153023.pdf,stazeno
29.2.2020

Lloyd D. R., Phillips D. H. (1999) Oxidative DNA damage mediated by copper (ll), iron (II) and
nickel (Il) Fenton reactions: evidence for site-specific mechanisms in the formation of
double-strand breaks, 8-hydroxydeoxyguanosine and putative intrastrand cross-links.
Mutation Research 424, 23-26

Macomber L., Rensing Ch., Imlay J. A. (2007) Intracellular Copper Does Not Catalyze the
Formation of Oxidative DNA Damage in Escherichia coli. Journal of Bacteriology 189(5),
1616-1626

Maity P., Bepari M., Pradhan A., Baral R., Roy S., Maiti Choudhury S. (2018) Synthesis and
characterization of biogenic metal nanoparticles and its cytotoxicity and anti-neoplasticity
through the induction of oxidative stress, mitochondrial dysfunction and apoptosis. Colloids
Surf B Biointerfaces 161, 111-120

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4821490/pdf/pone.0153023.pdf

May T., Ito A,, Okabe S. (2009) Induction of multidrug resistance mechanism in Escherichia coli
biofilms by interplay between tetracycline and ampicillin resistance genes. Antimicrob
Agents Chemother. 53(11), 4628-4639.

Mah T., O’'Toole G. (2001) Mechanisms of biofilm resistence to antimicrobial agents. Trends
Microbiol 9(1), 34-39

McMurry L., Petrucci R. E., Levy S. (1980) Active efflux of tetracycline enconcoded by four
genetically different tetracycline resistance determinants in Escherichia coli. Proc Natl Acad
Sci USA 77(7), 3974-3977

Meyer T. J., Ramlall J., Thu P., Gadura N. (2015) Antimicrobial Properities of Copper in Gram-
Negative and Gram-Positive Bacteria. International Journal of Pharmacological
and Pharmaceutical Science 9(3), 274-278

Moran J. W., Smith T. L., Witter L. D. (1976) Effect of Potential Water Pollutants and Enzyme
Inhibitors on an Automated Rapid Test for Escherichia coli. Applied and Environmental
Microbiology 32(4), 645-646

Morones J. R., Elechiguerra J. L., Camacho A., Holt K., Kouri J. B., Ramirez J. T., Yacaman M. J.
(2005) The bactericidal effect of silver nanoparticles. Nanotechnology 16(10), 2346—2353

Nan L, Yang W.,, Liu Y., Xu H., Li H., LG M., Yang K. (2008) Antibacterial Mechanism
of Copper-bearing Antibacterial Stainless Steel against E. coli. J. Mater. Sci. Technol. 24(2),
197-201

Otto M. (2008) Staphylococcal Biofilms. Curr Topp Microbiol Immunol 322, 207-228

Panacek A., Smékalova M., Kilianova M., Prucek R., Bogdanova K., Vecerova R., Kolaf M.,
Havrdova M., Plaza G. A., Chojniak J., Zbofil R., Kvitek L. (2016) Strong and Nonspecific
Synergistic Antibacterial Effeciency of Antibiotics Combined with Silver Nanoparticles
at Very Low Concentrations Showing No Cytotoxic Effect. Molecules 21(1), dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6273824/, stazeno 18. 2. 2020

Poole K. (2002) Mechanisms of bacterial biocide and antibiotic resistance. Journal of Applied
Microbiology 92 (1), 555-64S

Quinn J. P, Dudek E. J., DiVincenzo C. A., Lucks D. A., Lerner S. A. (1986) Emergence
of resistance to imipenem during therapy for Pseudomonas aeruginosa infections. J Infect
Dis. 154(2), 289-294

Raghupathi K. R., Koodali R. T., Manna A. C. (2011) Size-Dependent Bacterial Growth Inhibition
and Mechanism of Antibacterial Activity of Zinc Oxide Nanoparticles. Langmuir 27,
4020-4028

Ramyadevi J., Jeyasubramanian K., Marikani A., Rajakumar G., Rahuman A. A. (2011) Synthesis
and antimicrobial activity of copper nanoparticles. Materials Letters 71, 114-116

Ren G., Hu D., Cheng E., Vargas-Reus M. A., Reip P., Allaker R. P. (2009) Characterisation
of copper oxide nanoparticles for antimicrobial application. International Journal
of Antimicrobial Agents 33, 587-590

Reygaert W. C. (2018) An overview of the antimicrobial resistance mechanisms of bacteria.
AIMS Microbiology 4(3), 481-501

Roémling U., Balsalobre C. (2012) Biofilm infections, their resilience to therapy and innovative
treatment strategies. Journal of Internal Medicine 272(6), 541-561

Ruparelia J.P., Chatterjee A.K., Duttagupta S.P., Mukherji S. (2007) Strain specificity
in antimicrobial activity of silver and copper nanoparticles. Acta Biomater 4(3), 707-716

52


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6273824/

Ruzicka F., Hold V., Votava M., Tejkalova R., Horvat R., Heroldova M., Woznicova V. (2004)
Biofilm Detection and the Clinical Significance of Staphylococcus epidermidis lIsolates.
Folia Microbiol. 49(5), 596—600

Salgado C. D, Sepkowitz K. A., John J., Cantey J. R., Attaway H. H., Freeman K. D., Sharpe P. A.,
Michels H. T., Schmidt M. G. (2013) Copper Surfaces Reduce the Rate of Healthcare-
Acquired Infection in the Intensive Care Unit. Infection Control and Hospital Epidemiology
34(5), 479-486

Schmidt M. G., Attaway H. H., Sharpe P. A., John J., Sepkowitz K. A., Morgan A., Fairey S. E.,
Singh S., Steed L. L., Cantey J. R., Freeman K. D., Michels H. T., Salgado C. S. (2012) Sustained
Reduction of Microbial Burden on Common Hospital Surfaces through Introduction
of Copper. Journal of Clinical Microbiology 50 (7), 2217-2223

Silver S. (2003) Bacterial silver resistance: molecular biology and uses and misuses of silver
compounds. FEMS Microbiology Reviews 27, 341-353

Sondi |., Salopek-Sondi B. (2004) Silver nanoparticles as an antimicrobial agent: a case study
on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. Journal od Colloid and Interface Science
272(1), 177-182

Stoimenov P. K., Klinger R. L., Marchin G. L., Klabunde K. J. (2002) Metal Oxide Nanoparticles
as Bactericidal Agents. Langmuir 18, 6679-6686

Thurman R. B., Greba Ch. P. (1989) The molecular mechanisms of copper and silver ion
disinfection of bacteria and viruses. Critical Reviews in Environmental Control 18(4),
295-313

Valko M., Morris H., Cronin M. T. (2005) Metals, toxicity and oxidative stress. Curr. Med. Chem
12(10), 1161-1208

Vaara M. (1992) Agents the increase the permeability of the outer membrane. Microbiology
Reviews 56(3), 395-411

Vu B., Chen M., Crawforf R.J., lvanova E. P. (2016) Bacterial Extracellular Polysaccharides
Involved in Biofilm Formation. Molecules 14(2), 2535-2554

Votava M. (2001) Lékarska mikrobiologie obecna. 1. vyd. Brno: Neptun, str. 235, 239.
ISBN 8090289622.

Votava M., Broukal Z. a Vanék J. (2007) Lékarska mikrobiologie pro zubni Iékare. Brno: Neptun,
str. 163 ISBN 978—-80-86850—-03—-0.

Warnes S. L., Green S. M., Michels H. T., Keevil C. W. (2010) Biocidal efficacy of copper alloys
against pathogenic enterococci involves degradation of genomic and plasmid DNAs. Applied
and Environmental Microbiology 76(16), 5390-5401

Weisblum B. (1995) Erythromycin Resistance by Ribosome Modification. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy 39(3), 577-585

Wright G. (2005) Bacterial resistance to antibiotocs: Enzymatic degradation and modification.
Advanced Drug Delivery Reviews 57, 1451-1470

Yoon K.Y., Byeon J.H., Park J.H., Hwanf J. (2007) Susceptibility constants of Escherichia coli
and Bacillus subtilis to silver and copper nanoparticles. Science of the Total Enviroment 373,
572-575

53



