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Abstrakt

Diplomova prace je zaméfena na studium antimikrobidlni aktivity 26 pfirodnich latek,
gentamicinu a siranu médnatého, pro srovnani antimikrobidlniho ué¢inku. Uginnost
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antibiofilmova aktivita a pfitomnost interference s tvorbou bakteridlniho biofilmu.
Nejucinngj$i byl tropolon s hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentrace 0,39 mmol-I™,
Stenotrophomonas maltophilia CF5/363 jako jedina z deviti testovanych bakterialnich
kmeni netvofila bakterialni biofilm a ani jedna z testovanych latek nepusobila na vyzraly
biofilm. Pfinosem mé prace je zhodnoceni ucinnosti testovanych pfirodnich latek,
gentamicinu a siranu médnatého, které by napomohly vyfeSit celosvétovy problém

s narustajici rezistenci bakterii K antibiotikiim.
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Abstract

The diploma thesis is focused on the study of antimicrobial activity of 26 natural
substances, gentamicin and copper sulphate to compare the antimicrobial effect.
The efficiency of natural substances was tested on 6 reference strains and 3 clinical isolates
recovered from sputum samples from patients suffering from cystic fibrosis.
The antimicrobial activity of tested substances was determined by the microdilution
method. Furthermore, antibiofilm activity and the presence of interference with bacterial
biofilm formation were tested. The most active substance was the tropolone with
a minimum inhibitory concentration of 0.39 mmol-I™*. Stenotrophomonas maltophilia
CF5/363 as the only one of the nine tested bacterial strains did not produce bacterial
biofilm. None of the tested substances affected the mature biofilm. The benefit of my work
is to evaluate the effectiveness of tested natural substances, gentamicin and cupric
sulphate, that can help to solve the global problem with the increasing resistance

of bacteria to antibiotics.
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SEZNAM ZKRATEK

BHI bujon z mozkosrdcové infuze, brain-heart infusion
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CCM Ceska sbirka mikroorganismii, Czech collection of microorganism

CNCTC Ceska narodni sbirka typovych kultur, Czech National Collection of Type
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EUCAST Evropska spole¢nost klinické mikrobiologie a infekénich onemocnéni,

European society of clinical mikrobiology and infectious diseases

EPS extracelularni polymerni latky, extracellular polymeric substances
HCCA kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova, a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
MBC minimdalni baktericidni koncentrace

MBEC minimalni biofilm eradikujici koncentrace

MBIC minimalni biofilm inhibujici koncentrace

MBS minimalni bakteriostaticka koncentrace

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

MSSA meticilin-citlivy kmen Staphylococcus aureus

oD opticka denzita

PIA polysacharidovy intercelularni adhezin

TSB trypt6zo-sojovy bujon



1 UVOD A CiLE PRACE

Hlavni vlastnosti antimikrobialnich latek, které jsou uzivany jako 1éCiva je schopnost
usmrtit nebo inhibovat riist mikrobt v davkach, které neposkozuji makroorganismus. Mezi
antimikrobialni latky jsou fazeny antibiotika a chemoterapeutika (Votava, 2005).

Pocatky pouzivani antibiotik v klinické praxi se datuji do prvni poloviny 20. stoleti.
Antimikrobialni latky umoznily obrat v terapii bakterialnich onemocnéni, ale brzy se stala
vyznamnym celosvétovym problémem nariistajici rezistence bakterii k antibiotikim
vlivem naduzivani a profylaktického uzivani antibiotik. Proto jsem se ve své diplomové
praci zameéftila na studium antimikrobidlni aktivity pfirodnich latek, které by bylo mozné
vyuzivat V terapii bakterialnich infekci nebo pouzivat v kombinaci s antibiotiky a mohly
by tak pomoci k vyfeSeni zminéného problému s narGstajici rezistenci. Z uvedenych
divodu je dualezité monitorovani vyskytu rezistentnich mikroorganismi v ruznych
prosttedich, zavadéni pravidel spravné antibiotické politiky, sniZovani spotfeby antibiotik
a také vyvoj novych antimikrobidlnich latek (Dolejska, 2008).

DalSim problémem v terapii bakteridlnich infekci je schopnost rlstu ve formé
biofilmu, kdy jsou bakterie chranény pted vnéjsimi vlivy, tedy i 1épe odolavaji antibiotické
terapii, desinfekénim latkam a mechanické ocisté. Na druhou stranu biofilm stfevni
sliznice tvofeny saprofytickymi a symbiotickymi bakteriemi ¢lov€ka do jisté miry chrani
pted usazenim patogennich mikroorganismi (Romling a Balsalobre, 2012; Votava, 2005;
Schindler 2001).

Cile prace:

1. Charakterizovat vybrané kmeny bakterii — ovéfit identifikaci vybranych
bakterialnich izolati pomoci MALDI-TOF MS, stanovit citlivost k antibiotikiim
a otestovat schopnost tvorby biofilmu pomoci modifikované Christensenovy
metody.

2. U vybranych piirodnich latek stanovit antimikrobialni a antibiofilmovou aktivitu.
Ptipadnou aktivitu srovnat s piisobenim antibiotik a médi.

3. Vyhodnotit pfitomnost interference s tvorbou bakterialniho biofilmu.

4. Zhodnotit potencidl a pfinos piirodnich latek jako antimikrobidlnich preparatd,

mimo jiné ve vztahu se stale se rozvijejici rezistenci bakterii.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity
Vysetteni citlivosti na antibiotika poskytuje diilezité informace pro lécbu a profylaxi
pacienta. Vysledkem testovani je tzv. antibiogram. Pti selhani empirické 1éCby lze
na zaklad¢é vysetfeni citlivosti vybrat vhodnou cilenou terapii. Rutinni testovani citlivosti
k danému antibiotiku také muze varovat pied rozvojem rezistence. Dalsi vyuziti stanoveni
citlivosti na antibiotika je v epidemiologickych studiich.

Metody pouzivané ke stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobialnim latkam Ize
rozd¢lit na difuzni a dilu¢ni. Vybér metod pouzivanych v rutinni praxi je zalozen na typu
mikroorganismu, pozadované piesnosti, jednoduchosti provedeni nebo na finanéni

nakladnosti pouzité metody (Scharfen, 2013).

2.1.1 Difuzni metoda

Difuzni testy poskytuji informaci o citlivosti nebo rezistenci kmene k danému antibiotiku.
Diskovy test je standardni kvalitativni metoda pro vySetfeni antibiotické citlivosti,
kdy antibiotikum difunduje z disku polozeného na povrchu naockované agarové pudy.
Testovany kmen je vyhodnocen jako citlivy nebo rezistentni, podle toho, je-li primér
inhibi¢ni zoény kolem disku na tuhé pidé alespoii roven, nebo mensi, nez stanovena
hrani¢ni koncentrace (tzv. breakpoint). Hrani¢ni zény jsou standardizovany ve formé
tabulek, napf. EUCAST (European society of clinical mikrobiology and infectious
diseases). Na velikost zony ma vliv citlivost kmene, fyzikalni vlastnosti antibiotika a ptdy,
tloustka pudy a rychlost mnozeni testovaného kmene (Scharfen, 2013; Koukalova a kol.,
2009; Votava, 2005).

Urcitou modifikaci je E-test, ktery predstavuje reagenéni prouzky k pfimému pouziti
pro vySetfeni antimikrobidlni citlivosti uréené ke stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) pomoci kalibrované stupnice. Po inkubaci se vytvoii v okoli prouzku
inhibi¢ni zona ve tvaru kapky. V misté, kde inhibi¢ni zéna protina diagnosticky prouzek
je odecitana hodnota MIC. Metoda v sobé kombinuje vyhody diskového difuzniho testu,
napt. rychlost a jednoduchost provedeni testu, Smoznosti ur¢eni MIC. Nevyhodou

je pomérné vysoka cena (Koukalové a kol., 2009; Votava 2005).
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2.1.2 Dilu¢ni metoda

Dilu¢ni metoda je jednou z metod pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
antibiotika a minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Metodu je mozné provadét
Vv bujonu nebo na agarové plotné s obsahem antibiotika. Hodnota MIC je nejmensi
naméiend koncentrace antimikrobidlni latky, ktera inhibuje rGst a mnoZeni nebo piimo
usmrcuje bakterialni bunky. Hodnota MBC je nejniz§i naméfena koncentrace
antimikrobialni latky in vitro, ktera je schopna usmrtit exponovanou bakterialni kulturu
v prub¢hu 24 hodin. Baktericidni ucinek je prokazan naslednym kultiva¢nim testem
na agarovych pudach, kde nepozorujeme nartst kolonii bakterii (Micuda a kol., 2002).

V jedné mikrotitraéni destice je obvykle testovana citlivost ke 12 antibiotikim
pro jeden testovany kmen. Kazda mikrotitraéni desticka obsahuje pozitivni a negativni
kontrolu. Za pozitivni kontrolu je oznacovéana jamka obsahujici inokulované zivné médium
bez antibiotika. Negativni kontrola, zivna piida bez bakterie, slouzi k odhaleni ptipadné
kontaminace. Jamky kromé negativni kontroly se naockuji testovanym kmenem
a po inkubaci se stanovuje hodnota MIC (Bursova a kol., 2014).

Mezi diluéni metody se tfadi také tzv. agarova diluéni metoda, kterd je provadéna
na agarovych pudach obsahujici vzestupnou koncentraci jednoho antibiotika. Na ptdu
V Petriho misce je mozné naockovat az 48 kmentd. Po inkubaci se stanovuje forma rtstu
bakteridlniho kmene na pid€ bez antibiotika a nasledné¢ se vyhodnoti MIC

(Koukalova a kol., 2009).

2.2 Latky s antimikrobialni aktivitou

Antimikrobidlni latky se pouzivaji v takovych davkach, které inhibuji rtst mikroba nebo
jej usmrcuji, ale zaroven neposSkozuji makroorganismus. Tyto latky jsou vyuZivané
pfi terapii infekéniho onemocnéni a profylaxi a déli se dle pivodu na antibiotika
a chemoterapeutika. Latky mikrobialniho ptivodu se nazyvaji antibiotika. Stejné oznaceni
je 1 pro latky piirodniho puvodu, které jsou chemicky modifikovany. Do skupiny
chemoterapeutik patii latky pfipravené chemicky.

Dtlezitou vlastnosti antimikrobidlnich 1é¢iv je selektivni toxicita na mikroba, kterd
se vyjadfuje tzv. chemoterapeutickym indexem, pomérem mezi davkou toxickou
pro hostitele a davkou u¢innou na mikroba (Votava, 2005).

Dalsi d¢leni antimikrobidlnich latek je dle jejich U€inku na baktericidni
a bakteriostatické. Latky, které zptisobuji usmrceni mikrobialni buiiky, jsou oznacovany

jako baktericidni. Latky s timto G¢inkem pusobi ireverzibilné a klinicky ucinek se dostavi
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obvykle do 48 hodin. Vyuzivaji se u pacientli se snizenou obranyschopnosti nebo
se podavaji pacientim v zavazném klinickém stavu. Cilem bakteriostatickych latek
je inhibice ristu a mnozeni mikrobi. Tyto latky pasobi reverzibilné a klinicky se projevi
az za 3-4 dny (Votava a kol., 2007).

Antimikrobidlni latky se také daji rozdélit podle mista jejich pisobeni. Latky mohou
pusobit na: (a) syntézu bunécné stény; (b) syntézu bilkovin; (¢) syntézu nukleovych
kyselin; (d) metabolické drahy a (e) funkce bunééné membrany. Kazdé takové cilové misto
muze byt specificky inhibovano antimikrobialnimi latkami (Goering a kol., 2016).

Pii antimikrobialni 1é¢bé je nutné dodrzovat fadu pravidel, jako jsou napf. spravné
davkovaci intervaly nebo délka podani. Obecné se antibiotikum podava jesté 2-3 dny
po vymizeni klinickych ptiznaki. U béznych infekci je doba uzivani antibiotik obvykle

7—-10 dna (Kolar a kol., 2002).

2.2.1 Gentamicin

Gentamicin je jedno znejCastéji uzivanych Sirokospektralnich aminoglykosidovych
antibiotik. Pivodné byl izolovan z aktinomycety rodu Micromonospora. Gentamicin
pusobi na vétSinu gramnegativnich ty¢inek, nékteré pseudomonady, acinetobakterie
a serracie. Dale je u¢inny na stafylokoky i na nékteré kmeny rezistentni k oxacilinu.

Gentamicin ma bakteriostatické 1 baktericidni ucinky a vyuzivd se naptiklad
infekci. Gentamicin ma také fadu nezadoucich u¢inkli, mezi které patii napt. nefrotoxicita,
zmény krevniho tlaku, zvySeni jaternich testli a dal§i. Dodrzovani vhodné terapeutické
davky zabrani vzniku rezistence bakterii nebo toxickym projeviim (Promsan a kol., 2016;
Votava, 2005).

Ve studii Lebeaux a kol. (2015) byla prokézana antimikrobialni aktivita gentamicinu
proti gramnegativnim (P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae)
a grampozitivnim (S. aureus, S. lugdunensis, E. faecalis) kmenim izolovanych z katétru.
Gentamicin inhiboval rast bakterii rostoucich ve formé& biofirmu. Ve studii bylo také
zjisténo, ze kombinaci gentamicinu s Kyselinu ethylendiamintetraoctovou nebo L-argininu
se zvysila ucinnost antibiotika proti testovanym kmenlm, coZz lze vyuzit pfi terapii

infekénich onemocnéni.
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2.2.2 Siran méd’naty

Siran médnaty je celosvétové pouzivany fungicid v akvakultufe a zemédélstvi. Svym
antimikrobialnim ptsobenim inhibuje rast celé fady bakterii jako napt. Salmonella spp.,
Pasteurella spp., Vibrio spp., Streptococcus spp., Aeromonas spp., Pseudomonas spp.
a Edwardsiella spp. (Lasien¢ a kol., 2016).

2.2.3 Prirodni latky s antimikrobialnim u¢inkem
Ptirodni latky, jejichz antimikrobialni aktivita byla testovana v ramci experimentalni ¢asti,

jsou rozdé€leny do skupin, dle jejich chemické struktury.

2.2.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy se fadi mezi nizkomolekuldrni sekundérni rostlinné fenolické latky. Chemicka
struktura je tvofena 2-fenyl-benzopyranem, ktery je slozen ze dvou benzenovych kruhi
spojenych heterocyklickym pyranovym kruhem (obrazek 1). Bylo identifikovano vice nez
4000 flavonoidi vyskytujicich se v listech, semenech, kufe a kvétech rostlin
(Heim a kol., 2002). Mimo rostliny jsou obsazeny také v ovoci, zelening, ¢aji, viné
nebo medu. Flavonoidy jsou znamé svymi mnoha pozitivnimi vlastnostmi napf.
protizanétlivou, antioxida¢ni a antimikrobialni aktivitou (Cushnie a Lamb, 2005).
Antimikrobidlni aktivita flavonoidd je pravdépodobné zptisobena schopnosti vytvofit
komplex extracelularnich rozpustnych proteinii se slou¢eninami bunééné bakterialni stény.

Lipofilni flavonoidy mohou narusit cytoplazmatickou membranu (Cowan, 1999).

Obriazek 1: Zakladni struktura flavonida.

Upraveno podle Cushine a Lamb (2005).
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Do skupiny flavoniodt patii cela fada piirodnich latek jako napf. katechiny,
hesperetin, naringenin a kurkumin (tabulka 1). Tyto latky vétSinou puisobi prostiednictvim
naruseni bakteridlni membrany, coz vede k jejich Sirokospektrému antibakteridlnimu

pusobeni (Tyagi a kol., 2015).

Tabulka 1: Flavonoidy

Latka Utinek Reference

Flavonoidy katechiny  antimikrobialni Daglia, 2012
Ikigai a kol., 1993
Toda a kol., 1992

hesperetin  antimikrobialni Iranshahi a kol., 2015
protizanétlivy Bae a kol., 1999
protinddorovy
antioxidacni

naringenin  antimikrobialni Dimki¢ a kol., 2016

Bae a kol., 1999

kurkumin  antimikrobialni Tyagi a kol., 2015

De a kol., 2009

2.2.3.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou aromatické hydroxykyseliny, které se fadi mezi polyfenoly.
Na zékladé rozdilnosti v poctu a polohdch hydroxylovych skupin na aromatickém kruhu
se fenolové kyseliny déli do dvou hlavnich skupin (tabulka 2). Prvni skupina zahrnuje
derivaty kyseliny skoficové, do které patii napt. kyselina kavova, sinapova, p-kumarova,
ferulova. Do druhé skupiny jsou fazeny derivaty kyseliny benzoové, napi. kyselina
gallova, syringova, protokatechova, salicylova (Goleniowski a kol., 2013; Marcanikova
a Benova, 2010).

Kyselina skofFicova je organicka kyselina, ktera se vyskytuje v rostlinach a vyznacuje
se Sirokou biologickou aktivitou. Jeji derivaty izolované z rostlin (obrazek 2, tabulka 2)
se vyznacuji antioxidacni, antibakterialni, antivirovou a antifungalni aktivitou (Sova,

2012).

(|ZOOH (IIZOOH c|300H COOH
TOOH e _CH - CH e CH e CH
CH
HCF | Sy | N | S | N
R e e - s
| OH OCH:  H;CO OCH;
-
OH OH CH CH
ghoficond ks, p-kumarod kys. kdvrovd k. ferulovd kys. sinapod ke,

Obrazek 2: Kyselina skoficova a jeji derivaty.

Upraveno podle Valentova (2012).
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Druhou skupinou fenolovych kyselin jsou derivaty kyseliny benzoové (obrazek 3,
tabulka 2). Kyselina benzoova je aromatickd karboxylova kyselina s antimikrobialni
a antifungalni aktivitou vyskytujici se u rostlin a v zivoc¢isnych tkanich. Mimo jiné

je pouzivana jako konzervac¢ni prostfedek (del Olmo a kol., 2015).

ox _OH c:u_x _OH oh _CH
Oy OH Osy AOH
CH
T
| OH HO
e
benzoTd ks, p-h}rdmxj,henmwa ks prc:tokatecl’u:rvak;rs gallw&kj,rs salicylovd ks,
O, ~OH Oy ol Oy, ~OH Oy o Oxg, A
@ocm @ocm H3CD/¢LOCH3 iP\ @
V&I]Jll:ﬁ.-'& ks, ‘.-'Elu]lm s;rrmgm-'ak;rs. 3,4—d1h5rd.mx3hemldﬂh5d p-h}ﬂr-:oc;rhemldeh;d

Obrazek 3: Kyselina benzoova a jeji derivaty.

Upraveno podle Valentova (2012).

Dihydroxybenzoové Kkyseliny jsou aromatické slouceniny obsahujici 2 funkcni
skupiny fenolu a karboxylovou kyselinu. Skupina je tvofena 6 izomery dihydroxybenzoové
kyseliny, kdy vramci experimentalni ¢asti této prace byly testovany 2 — Kkyselina
2,6-dihydroxybenzoova (obrazek 4A) a kyselina 3,5-dihydroxybenzoova (obrazek 4B).

COOH
A OH O B

S OH
G

OH HO OH

Obrazek 4: Chemicka struktura kyseliny (A) 2,6-dihydroxybenzoové; (B)
3,5-dihydroxybenzoové.
Upraveno podle Santoso a kol. (2016) a Anandha babu a kol. (2011).
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Tabulka 2: Fenolové kyseliny

Latka Utinek Reference
Derivaty kyselina 2,4- antibakterialni ~ Tiveron a kol., 2016
kyseliny dihydroxyskoficova protizanétlivy
skoficové antioxidacni
kyselina kavova antioxidaéni Prasad a kol., 2011
kyselina sinapova antivirovy Nic¢iforovi¢ a Abramovic,
protinadorovy 2014
antioxidacni
bakteriostaticky
kyselina p-kumarova antibakterialni ~ Afrouzan a kol., 2018
Lou a kol., 2012
kyselina felurova antioxidaéni Kumar a Pruthi, 2014
protizanétlivy
antimikrobialni
antitromboticky
kyselina isoferulicova protizanétlivé Jairajpuri a Jairajpuri, 2016
antivirové
antioxidacni
antidiabeticky
Derivaty kyselina gallova antioxida¢ni Limpisophon a Schleining,
kyseliny antimikrobialni 2017
benzoové Al-Zahrani, 2012
kyselina protokatechova  antioxidacni Liu a kol., 2017a
kyselina salicilova antimikrobialni ~ Sahoo a Paidesetty, 2015
antioxida¢ni Sedghi a Gholi-Toluie, 2013
cytotoxicky Ghasemzadeh a kol., 2012
antiproliferacni
kyselina syringova antimikrobialni  Dagdelen, 2016
kyselina isovanilinova protizanétlivy Denny a kol., 2013
analgeticky
kyselina 4- antimikrobialni ~ Guillén-Roman a kol., 2018
hydroxybenzoova antioxidacni
Dihydroxy- kyselina 2,6- antimikrobialni ~ Santoso a kol., 2016
benzoové  dihydroxybenzoova
kyseliny kyselina 3,5- antioxidac¢ni Sroka a Cisowski, 2003
dihydroxybenzoova
Ostatni kyselina 4- antimikrobialni ~ Flores a kol., 2017
fenolové hydroxyfenyloctova Cueva a kol., 2010
slouc¢eniny  kyselina protizanétlivé a Al Azzam a El Kassed, 2017
salicylhydroxamova antipyretické

Byl prokazan synergicky vztah mezi fenolovymi slouceninami (napf. kyselinou

protokatechovou,

gallovou),

izolovanych

z hroznovych

vyliski a antibiotiky

(napft. chinolony, fluorochinolony, tetracyklinem) na bakterialni kmeny S. aureus a E. coli.

V experimentu byly pouzity klinické

izolaty S.

aureus

(82982 a 8275),

meticilin-rezistentni kmeny S. aureus (622—4 a 97-7) a E. coli (33.1, 16.1 a A2UC).

16



Jako kontrolni kmeny slouzily S. aureus ATCC 6538 a E. coli ATCC 25922. Diky
interakcim fenolovych sloucen a antibiotik se snizila hodnota MIC 4 az 75krat. Ze studie
bylo také zjisténo, ze hodnoty MIC fenolovych sloucenin z extraktu hroznovych vyliskia
byly mensi, nez vysledné MIC stanovené u samostatnych fenolovych sloucenin. Extrakt
fenolovych sloucenin z hroznovych vyliskt snizil hodnotu MIC 8-65krat u S. aureus
a 4-125krat u E. coli (Sanhueza a kol., 2017).

2.2.3.3 Karboxylové kyseliny

Do skupiny karboxylovych kyselin patii ze zde testovanych latek kyselina azelaova,
Stavelova a kynurenova. Kyselina azelaova (obrazek 5) je nasycena dikarboxylova
kyselina, kterou tvoii nékteré druhy kvasinek, napf. Pityrosporum ovale vyskytujici
se v normdalni kozni mikrofléfe. V pfirodé se také nachazi v pSenici, zité, je¢menu,
pisobenim proti bakteriim zpusobujicim akné (Propionibacterium acnes) (Burchacka
a kol., 2016; Muthulakshmi a Saravanan, 2013). Antibakterialni aktivita kyseliny azelaové
byla testovana na kmenech Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (DSM 20044) a Propionibacterium acnes (DSM 1897) ve studii Charnock
a kol. (2004).

Obrazek 5: Chemicka struktura kyseliny azelaové.

Upraveno podle Burchacka a kol. (2016).

Kyselina $t’avelova (obrazek 6) je organicka kyselina izolovana z houby houzevnatec
jedly (Lentinula edodes). Nachazi se také v tropickém ovoci, tzv. Eleiodoxa conferta.
Antimikrobialni Uc¢inek tohoto ovoce byl testovan na 5 bakteridlnich kmenech
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli

a Salmonella sp.) (Mokhtar a Aziz, 2015).
o}
JYOH
HO
o

Obrazek 6: Chemicka struktura kyseliny stavelové.

Upraveno podle Chanakul a kol. (2016).
17



Kyselina kynurenova (obrazek 7) je metabolitem aminokyseliny tryptofanu
S protizanétlivou a antioxidaéni aktivitou. Vysoka koncentrace této kyseliny je obsazena
V zelening, zejména V brokolici a bramborech. Dale se mize vyskytovat v medu

a n¢kterych bylinkach, napt. tfezalce teCkované, kopiivé a maté (Turski a kol., 2016).

N COOH
S

F

OH
Obrazek 7: Chemicka struktura kyseliny kynurenové.
Upraveno podle Smith a kol. (2016).

2.2.3.4 Ostatni prirodni latky

Krocin (obrazek 8) je pfirodni latka vyskytujici se v Safranu. Tato bylina je znama svymi
léCivymi vlastnostmi, napt. zmiriiuje Alzheimerovu chorobu, premenstrua¢ni syndrom
a depresi. Krocin je dobfe rozpustny ve vodé¢ a fadi se do skupiny karotenoidti. Plsobi jako
antioxidant a chrani buiky pfed oxidativnim stresem tim, Ze redukuje volné radikaly
(Hoshyar a kol., 2016). Antibakterialni aktivita krocinu obsazeného v Safranu byla
testovana na celkem 45 klinickych izolatech Helicobacter pylori (Nakhaei, 2010).

OH
_— N oH
HO" I 2 (o}
o) | | 1 on
]
HO \[O‘]’O " "oH
Ho Y on O
OH

Obrazek 8: Chemicka struktura krocinu.

Upraveno podle Hoshyar a kol. (2016).

Reveratrol (obrazek 9) je derivatem stilbenu a patii do skupiny pfirodnich polyfenoli.
Nachazi se v ovoci, zejména hroznech, a dale v ofeSich. U resveratrolu jsou popsané
antimikrobidlni a antivirové G¢inky. Piisobi proti bakteriim, kvasinkach a plisnim. Jedna

Y L

2017; Hwang a Lim, 2015; Popova a kol., 2014). Ve studii Lai a kol. (2017) byla testovana
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antibakterialni aktivita resveratrolu na kmenech E. coli (BCRC 10675, BCRC 15374)
a S. aureus (BCRC 12655, BCRC 10780).

Obrazek 9: Chemicka struktura trans a cis konformace resveratrolu.

Upraveno podle Popova a kol. (2014).

Tropolon (obrazek 10) je piirodni latka produkovana fytopatogenni bakterii
Bulkhorderia plantarii, ktery zpusobuje onemocnéni ryzovych sazenic projevujici
se chlor6zou a inhibici rustu kofene. Chelata¢ni vlastnosti tropolonu pfispivaji k jeho

Sirokospektralnimu antimikrobidlnimu uc¢inku. Tropolon kromé svého pusobeni proti

rrrrr

(Wang a kol., 2016).
O

OH

Obrazek 10: Chemicka struktura tropolonu.

Upraveno podle Wang a kol. (2016).

Karvakrol (obrazek 11) je esencialni olejova slozka obsazena v oreganu, tymianu
a majorance. Karvakrol je povaZovan za antimikrobidlni latku s Sirokospektralnim
ucinkem, ktera je ucinna proti bakteriim, kvasinkam a houbam (Knowles a kol., 2005).
Ve studii Liu a kol. (2017b) byla testovana antimikrobialni aktivita karvakrolu a dal$ich
latek proti E. coli.
CHa
OH
H3C
CHs
Obrazek 11 : Chemicka struktura karvakrolu.
Upraveno podle Liu a kol. (2017b).
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2.3 Bakterialni rezistence

Rezistence bakterie k antimikrobialnim latkam je oznaCovana jako schopnost bakterialni
populace prezit uclinek inhibiéni koncentrace pfislusného antibiotika. Rezistenci
Ize rozdé€lit na ptirozenou (primarni) a ziskanou (sekundarni) (Kolaf a kol., 2002).
Rezistence bakterii k antimikrobidlnim piipravkim miize byt vyvoldna celou fadou
odlisSnych mechanismi: (a) bakteridlnimi enzymy, které narusuji nebo modifiku;ji strukturu
antibiotik; (b) zménou bakteridlni stény, kterda vede ke snizeni jeji permeability;
(¢) zménou cilovych mist antibiotik; (d) modifikaci bakteridlntho mechanismu
a (e) zvySenym vylu¢ovanim antibiotik z bakterialnich bungk, tzv. effluxem (Kolat, 2000).

Antibioticka politika fe$i problémy s nartstajici rezistenci bakterii k antibiotikiim,
zvysujici se pocet nozokomidlnich nakaz a rostouci spotiebu antimikrobidlnich latek. Jedna
se o souhrn opatfeni se snahou bezpecné¢ a G¢inné aplikovat antimikrobialni ptipravky.
Cilem antibiotické politiky je udrZeni antibiotické 1é€by na vysoké urovni, zahrnujici také
prevenci vzniku a dal$iho Sifeni multirezistentnich kmenti a udrZeni G¢innosti stavajicich
antibiotik a chemoterapeutik (Kolat, 2000).

Rezistence bakterii vici riznym skupindm antimikrobidlnich latek maze vznikat bud’
mutacemi nebo pienesenim gent pro rezistenci K ur¢itému antibiotiku pomoci plasmidu
a transpozonu. Piikladem vzniku rezistence mutaci je rezistence ke streptomycinu, ktera
vznika zménou ribosomalniho proteinu. Dal§im piikladem je rezistence Streptococcus
pneumoniae vuéi penicilinu, zménou proteint vazajicich penicilin.

Utinngj$i moznosti vzniku rezistence nez chromosomovou mutaci je pfenos pomoci
plasmidi, ve kterém mize byt uloZzen napt. gen kodujici beta-laktamazu. Nekteré
tzv. promiskuitni plasmidy pfekonavaji mezidruhovou bariéru a jsou schopny pirenaset gen
pro rezistenci mezi ruznymi druhy napf. z Escherichia coli na ostatni enterobakterie,
enterokoky nebo hemofily.

Geny rezistence nachazejici se u transpozonl se nazyvaji jako tzv. 'skakaci geny’,
které diky replika¢nimu procesu tvoii kopie a nasledné se integruji do chromosomu nebo

do plasmidt (Goering a kol., 2016).
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2.3.1 Problémy pri antimikrobialni terapii
Uginnost antimikrobialnich latek je ovlivnéna fadou faktorti. Jednim z vyznamnych faktort
je schopnost ristu mikroorganismii ve formé biofilmu. Mikroorganismy rostouci ve forme
biofilmu jsou vysoce odolné proti pusobeni vrozené a adaptivni slozky imunitniho
obranného systému makroorganismu. Také jsou rezistentni k plisobeni antimikrobialnich
latek a dezinfek¢nich prostiedki (Romling a Balsalobre, 2012; Votava, 2005).

Biofilm je oznacovan jako spoleCenstvi bunék mikroorganismu se schopnosti piilnuti
K pevnému povrchu obklopenych matrici extracelularnich polymernich latek (EPS),
do kterych patii prevazné polysacharidy a dale proteiny, nukleové kyseliny, lipidy
a huminové latky (obrazek 12). EPS vypliuji mezibunéény prostor a slouzi k zajisténi
pocatecni adheze bunék na povrch a jako ochrana pfed dehydrataci a vnéjsimi Skodlivymi

vlivy (Vu a kol., 2009).

Oddéleni biofilmu Jadro biofilmu
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Obrazek 12: Schéma znazornujici zraly biofilm.

Upraveno podle Lembre a kol. (2012).
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Vyvoj mikrobialniho biofilmu je dynamicky nékolikastupiiovy proces, ktery lze
obecné rozdélit do 3 kroki: adheze bunék k pevnému povrchu, vznik mikrokolonii a zrani

biofilmu (obrazek 13) (Dufour a kol., 2010).

1. Adheze k povrchu 2. Mikrokolonie 3. Makrokolonie
- reverzibilni - bunécna proliferace - houboviti struktura
- ireverzibilni - koagregace - uvolnéni bunék

planktonicka (volné plovouci)
bakterie g o
©
L J
2 . EPS matrix
prilnuté

prilnavy film bakterie \
— o —
\, coe%e h Y

Abioticky/Bioticky povrch

Obrazek 13: Schématické zndzornéni tvorby biofilmu.

Upraveno podle Dufour a kol. (2010).

V misté kontaktu mezi bakteriemi a povrchem dochazi k integraci mikrobialnich
bunék s povrchem prostiednictvim nékolika proteinovych a polysacharidovych struktur
(pili, flagella, lipopolysacharid a kapsularni polysacharidy) dle typu bakterie. Bakterialni
buniky nachazejici se v matrici obsahuji kromé& proteind, polysacharidii také vysokou
koncentraci extracelularni DNA (eDNA), ktera hraje vyznamnou roli v ¢asné fazi tvorby
biofilmu. V jadfe biofilmu se nachdzeji kandly iontl, které rozvadi ziviny a vodu
v biofilmové matrici, kde se nachazi vysoka koncentrace exopolymernich latek. VSechny
uvedené exopolymerni latky tvofi ochranny obal kolem mikroorganismd.

V misté, kde plisobi enzymy na mikrobialni biofilm, dojde k rozruseni exopolymerni
matrice a naslednému uvolnéni bunék. Bunky ziskaji znovu svou mobilitu potiebnou
pro kolonizaci novych povrcht (Lembre a kol., 2012).

Az v 80 % onemocnéni hraje roli schopnost tvorby biofilmu. Zejména se to tyka
chorob mocové soustavy a zanétd stfedniho ucha (Romling a Balsalobre, 2012; Lopez
a kol., 2010; Mangan a kol., 2002). Vhodné podminky pro tvorbu biofilmu jsou na cizich
télesech v lidském tele, jako jsou kanyly, katétry ¢i rizné implantaty (Donlan, 2002).

Metody stanoveni tvorby biofilmu lze rozdélit na fenotypové (Christensenova metoda,
rist na agaru skongo cerveni) a genotypové. Principem Christensenovy metody
je schopnost bakterii rostouci ve formé biofilmu adherovat na dno kultivacni nadoby.

Princip kultivace na agaru skongo cerveni je morfologické rozliseni kolonii
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biofilmpozitivnich a negativnich kmeni, kdy se kongo <cerven specificky vaze
na polysacharidy, které jsou soucasti EPS. Timto zplisobem lze rozlisit cerné zbarvené
biofilmpozitivni kmeny s krystalovou strukturou od cervené¢ zbarvenych
biofilmnegativnich kmeni bakterii.

Genotypové metody slouzi pro uréeni pfitomnosti ica operonu, ktery koduje produkci
extracelularniho polysacharidového adhezinu, ktery se tUcCastni pfi tvorbé biofilmu
(Lee a kol., 2016; Solati a kol., 2015; Hola a kol., 2004; Freeman a kol., 1989).

2.4 Charakteristika vybranych bakterialnich druhi

Déle budou Vtextu popsany bakteridlni druhy, se kterymi bylo pracovano v ramci

experimentalni ¢asti diplomové prace.

2.4.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus je grampozitivni oportunni patogen, ktery zpusobuje fadu
onemocnéni, jako jsou napf. béZzné kozni infekce, endokarditida, osteomyelitida a dalsi.
Pfi¢inou zavaznych chronickych onemocnéni je tvorba biofilmu na Iékatskych
implantatech, katétrech a poSkozenych tkanich (Chen a kol., 2016; Yarwood a kol., 2004).
Staphylococcus aureus muze vytvaret vicevrstvy heterogenni biofilm (Archer a kol.,
2014). Hlavni slozkou biofilmové matrice je polysacharidovy intercelularni adhezin (PIA)
také oznacovany jako polymerni N-acetylglukosamin, ktery se nachdzi u druhl
Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis. Syntéza PIA je zaloZena
na enzymech kodovanych geny intercelularniho adhezniho operonu (ica operonu).
S.aureus produkuje nekolik extracelularnich protedz, které Stépi extracelularni

polymerni matrici a umozni tak uvolnéni bunek z biofilmu a tim kolonizaci nové lokality

(Lister a Horswill, 2014; Kiedrowski a kol., 2011; Vuong a kol., 2005).

2.4.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je souc¢asti bézné mikroflory lidské kuze. Na rozdil od druhu
S. aureus, ktery produkuje toxiny, souvisi patogenita S. epidermidis zejména se schopnosti
tvorfit biofilm. Jedna se o oportunniho patogena kolonizujiciho implantované zdravotnické

pomucky, napt. centralni zilni katétry, umélé srde¢ni chlopné nebo umélé kloubni nahrady

(Biittner a kol., 2015; Schommer a kol., 2011; Fey a Olson, 2010).
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2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni nefermentujici bakterie vyskytujici se ve vodé,
pudé, na rostlinach a v téle obratlovcl. Jedna se o plivodce nozokomidlnich nakaz, ktery
muze Kolonizovat katétry, infuzni roztoky nebo dychaci pfistroje. Onemocnéni zptisobené
touto bakterii se nejCastéji tyka pacientl se sniZzenou imunitou vlivem nékterych
onemocnéni, napf. diabetes, autoimunitni choroby, cysticka fibr6za a pacientl
S popaleninami. Mezi faktory, které pfispivaji k rozvinuti infekce, patfi napt. dlouhodobé¢
zavedené cévky, trachealni kanyly a mocové katétry (Jamal a kol., 2015; VVotava, 2003).

P. aeruginosa vytvati tii typy exopolysacharidu (alginat, Pel a Psl), které stabilizuji
strukturu biofilmu. Vyznam a podil kazdého exopolysacharidu v matrici se 1isi podle
kmene. Naptiklad alginat je produkovan mukoidnimi kmeny P. aeruginosa, které
jsou Casto izolovany z plic pacientu trpicich cystickou fibrozou (Lopez a kol., 2010).
Pel a Psl jsou polysacharidy zapojené do pocatecni faze tvorby biofilmu (Rasamiravaka
a kol., 2015).

2.4.4 Burkholderia cenocepacia

Burkholderia cenocepacia je gramnegativni nefermentujici bakterie ty¢inkovitého tvaru,
fadici se do komplexu Burkholderia cepacia, ktery je slozen z celkem 17 genomovari.
Tento oportunni patogen vyvolava infekci u pacientll s cystickou fibréozou nebo
se snizenou imunitou (Fazli a kol., 2017; Loutet a Valvano, 2010). Nejznaméjsi formou
plicni exacerbace u nemocnych s infekci komplexem B. cepacia je tzv. cepacia syndrom.

Jedna se o Zivotu ohroZujici septicky stav pfi nekrotizujici pneumonii (Fila, 2014).

2.4.5 Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia je gramnegativni nefermentujici bakterie spojovana
s respira¢nimi infekcemi. Vyskytuje se v riznych prostiedich napf. ve vodé, pude,
na rostlinach. S. maltophilia se fadi mezi oportunni patogeny, které zptsobuji zavazné
infekce respira¢niho traktu, bakteriémie, infekce kosti, kloubli, mocovych cest a o¢i.
Patogenita S. maltophilia souvisi s produkci proteaz, elastaz, a schopnosti adheze
k syntetickym materialim. Bakterie kolonizuje 1ékatské implantaty, katétry kde vytvareji
biofilm, ktery poskytuje ochranu pfed imunitnim systémem hostitele nebo pisobenim
antimikrobidlnich latek. Také se fadi mezi vyznamné patogeny u pacientl s rakovinou,
zejména u pacientd s obstrukénim karcinomem plic (Heiby a kol., 2017; Brooke, 2012;
Nicodemo a Paez, 2007).
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Bakterialni kmeny

Antimikrobidlni aktivita byla testovana na celkem 9 Dbakteridlnich kmenech,
které zahrnovaly 6 referenénich kmend (tabulka 3) z Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy univerzity v Brné (CCM, Czech collection of microorganism), Ceské narodni
sbirky typovych kultur (CNCTC, Czech National Collection of Type Cultures) a Belgické
sbirky = mikroorganismi ~ (BCCM/LMG, Belgian  Coordinated  Collections

of Microorganisms/Laboratory of Microbiology Gent) a 3 klinické izolaty (tabulka 4).

Tabulka 3: Referen¢ni bakterialni kmeny

Druh Cislo kmene Material Charakteristika kmene

Staphylococcus epidermidis  CCM 7221 hemokultura  referenéni kmen pro
detekci biofilmu a ica

operonu
Staphylococcus aureus CCM 3953 klinicky referen¢ni kmen pro
izolat testovani citlivosti k
antibiotikiim
Staphylococcus aureus CCM 4223 stér z rany referenéni kmen pro
testovani citlivosti na
meticilin
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 hemokultura  referenéni kmen pro
testovani citlivosti k
antibiotiktim
Burkholderia cenocepacia LMG 16656  sputum, elektroforeticky typ ET12,
pacients CF genomovar 1A
Pseudomonas aeruginosa CNCTC 5537 Klinicky referenéni kmen pro
izolat NEFERMtest 24, OXltest,
mOXiltest, ONPtest a
ONPGtest

Klinické bakteridlni kmeny byly vykultivovany ze vzorkli sputa od pacientl
trpicich cystickou fibrozou (CF) vramci mikrobiologického vysetteni na Ustavu

mikrobiologie Fakultni nemocnice Olomouc (tabulka 4).

Tabulka 4: Klinické bakterialni kmeny

Druh Cislo kmene Material

Burkholderia cenocepacia CF5/358 sputum, pacient s CF
Pseudomonas aeruginosa CF5/362 sputum, pacient s CF
Stenotrophomonas maltophilia CF5/363 sputum, pacient s CF
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3.2 Testované latky

Byla testovana antimikrobialni aktivita celkem 26 piirodnich latek, gentamicinu a siranu
médnatého (tabulka 5). Pocatecni molarni koncentrace pro testovani vétSiny latek byla
100 mmol-1", vyjimkou byl krocin s pocate¢ni koncentraci 10 mmol-I* a gentamicin

s 134 mmol I,

Tabulka 5: Piehled testovanych latek

Koncentrace Koncentrace
Testované latky [ng-ml™] [mmol-1]
gentamicin 47,76 134
siran méd’naty 24,97 100
kyselina azelaova 18,82 100
kyselina kavova 18,02 100
karvakrol 15,02 100
katechin hydrat 29,03 100
p-kyselina kumarova 16,42 100
krocin B 97,70 10
kurkumin 36,84 100
kyselina 2,6-dihydroxybenzoova 15,41 100
kyselina 3,5-dihydroxybenzoova 15,41 100
kyselina 2,4-dihydroxyskoticova 18,02 100
kyselina gallova 17,01 100
hesperetin 30,23 100
kyselina 4-hydroxybenzoova 13,81 100
kyselina 4-hydroxyfenyloctova 15,22 100
kyselina isoferulicova 19,42 100
kyselina isovanilova 16,82 100
kyselina kynurenova 18,92 100
(+)-naringenin 27,23 100
kyselina $tavelova 9,00 100
kyselina protokatechuova 15,41 100
resveratrol 22,83 100
kyselina salicylova 13,81 100
kyselina salicylhydroxamova 15,31 100
kyselina sinapova 22,42 100
kyselina syringova 19,82 100
tropolon 12,21 100
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3.3 Material

3.3.1 Média a chemikalie

Chemikalie

Acetonitril (kat. ¢. 271004, Sigma-Aldrich)

Bezvoda glukoéza (I1ékarna Fakultni nemocnice Olomouc)
Deionizovana voda

Ethanol p.a. (kat. ¢. 20025-A96, Lach-Ner)

Gentamicin (kat. ¢. G0124.0001, Duchefa)

Krystalova violet’ (kat. ¢. C3886, Sigma-Aldrich)
Kyselina octova p.a. (kat. ¢. 19990-11000, Penta)
Matrice kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (kat. ¢. C8982-10X10MG, Sigma-Aldrich)
Methanol p.a. (kat. ¢. 20038-ATO0, Lach-Ner)

Resazurin (kat. ¢. 199303, Sigma-Aldrich)

Siran méd’naty (kat. ¢. 451657, Sigma-Aldrich)

Stavelan amonny p.a. (kat. &. 26750-30500, Penta)
Trifluoroctova kyselina (kat. ¢. 34957, Sigma-Aldrich)

Piirodni latky pro testovani antimikrobialni aktivity
(£)-naringenin (kat. ¢. N5893, Sigma-Aldrich)

Hesperetin (kat. ¢. H4125, Sigma-Aldrich)

Karvakrol (kat. ¢. 282197, Sigma-Aldrich)

Katechin hydrat (kat. ¢. C1788, Sigma-Aldrich)

Krocin B (kat. ¢. 17304, Sigma-Aldrich)

Kurkumin (kat. ¢. C7727, Sigma-Aldrich)

Kyselina 2,4-dihydroxyskoficova (kat. ¢. 663158, Sigma-Aldrich)
Kyselina 2,6-dihydroxybenzoova (kat. ¢. D109606, Sigma-Aldrich)
Kyselina 3,5-dihydroxybenzoova (kat. ¢. D110000, Sigma-Aldrich)
Kyselina 4-hydroxybenzoova (kat. ¢. 240141, Sigma-Aldrich)
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova (kat. ¢. H50004, Sigma-Aldrich)
Kyselina azelaova (kat. ¢. 246379, Sigma-Aldrich)

Kyselina gallova (kat. ¢. G7384, Sigma-Aldrich)

Kyselina isoferulicova (kat. ¢. 05407, Sigma-Aldrich)

Kyselina isovanilova (kat. ¢. 220108, Sigma-Aldrich)

Kyselina kavova (kat. ¢. C0625, Sigma-Aldrich)
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Kyselina kynurenova (kat. ¢. K3375, Sigma-Aldrich)
Kyselina protokatechuova (kat. ¢. 1579310, Sigma-Aldrich)
Kyselina salicylhydroxamova kat. ¢. S607, Sigma-Aldrich)
Kyselina salicylova (kat. ¢. S6271, Sigma-Aldrich)
Kyselina sinapova (kat. ¢. D7927, Sigma-Aldrich)

Kyselina syringova (kat. ¢. S6881, Sigma-Aldrich)
Kyselina stavelova (kat. ¢. 241172, Sigma-Aldrich)
P-kyselina kumarova (kat. ¢. C9008, Sigma-Aldrich)
Resveratrol (kat. ¢. R5010, Sigma-Aldrich)

Tropolon (kat. ¢. T89702, Sigma-Aldrich)

Kultiva¢ni piidy a média

Brain heart infusion broth (kat. ¢. M210-100G, HiMedia)
Columbia agar s 7% ov¢i krvi (kat. ¢. PBSO08A, Oxoid)
Kryobanka B (kat. ¢. PP64, ITEST)

Mueller-Hinton agar (kat. ¢. PO0152A, Oxoid)

Antibiotika

Amikacin 30 pg (kat. ¢. 66148, Bio-Rad)

Ciprofloxacin 5 pg (kat. ¢. 68648, Bio-Rad)

Clindamycin 2 pg (kat. ¢. 66328, Bio-Rad)

Erythromicin 15 pg (kat. ¢. 66448, Bio-Rad)

E-test Gentamicin 0,016-256 pg-ml™ (kat. & 512558, bioMérieux)
Gentamicin 10 ug (kat. ¢. 66608, Bio-Rad)

Ko-trimoxazol 25 pg (Trimethoprim + Sulfamethoxazol 1.25 + 23.75 pg, kat. ¢. 68898,
Bio-Rad)

Levofloxacin 5 pg (kat. ¢. 66858, Bio-Rad)

Meropenem 10 ug (kat. ¢. 67048, Bio-Rad)

Oxacillin 1 pg (kat. ¢. 66888, Bio-Rad)

Tetracyklin 30 pg (kat. ¢. 67448, Bio-Rad)

28



3.3.2 Laboratorni vybaveni a software

Analytické vahy KERN ABT (Kern)

Bambusova paratka (Spontex)

Biohazard Clean Air flow-box (Schoeller instruments)
Centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml (Biofil)

DEN-1B McFarland denzitometr (bioSan)

Hlubokomrazici box s pfislusenstvim (Sanyo)

Injekéni stiikacka o objemu 10 ml (P-lab)

Kahan (Trystom s.r.0.)

Laboratorni inkubator (termostat) Ecocell (BMT)

MALDI desticka z lesténé oceli (Bruker)

MALDI TOF spektrometr Microflex™ LT Systém (Bruker)
MIC inokulator (jezek) kalibrovany na 1 pl (na zakazku, Trios)
Mikrotitra¢ni desti¢ka P (Grama Group a.s.)

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

Multikanalova pipeta (Eppendorf)

Petriho miska o priméru 9 cm (Gama Group a.s.)

Pipety o objemu 0,5-10 ul a 100-1000 pul (Eppendorf)
Program Flex Control 3.4 microflex MBT (Bruker)
Rukavice (P-lab)

Software Dynex technologies revelation 4.25 (Dynex technologies, Inc.)
Software MALDI Biotyper 3.1 (Bruker)

Sterilni plastové klicky (Helago)

Stojan na zkumavky (Inset)

Sttikackovy filtr millipore millex GP 0,22 pm (Merci)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

3.4 Metody

3.4.1 Kultivace bakterii

Bakteridlni kmeny byly vockovany z kryozkumavky (ITEST kryobanka B) sterilni
bakteriologickou klickou na Columbia krevni agar. Poté se plotna nechala kultivovat
v termostatu pti 37 °C po dobu 24 hodin. Bakterialni kmeny byly uchovavany

v 0znacenych kryozkumavkach v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.
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3.4.2 ldentifikace bakterii metodou MALDI-TOF MS

Identifikace pomoci MALDI-TOF MS byla provadéna na pfistroji Microflex (Bruker)
podle manualu vyrobce za pouziti matrice HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid,
Sigma-Aldrich). Matrice HCCA byla resuspendovana v 1 ml standardniho solventu
(acetonitril 50%, voda 47,5% a trifluoroctovd kyselina 2,5%) dle pokynl vyrobce
a nasledn¢ homogenizovana dokud nebyl roztok ¢iry.

Z 24 hodin staré bakterialni kultury byla pomoci bambusového paratka nanesena jedna
bakterialni kolonie na ter¢ik MALDI desticky. Po zaschnuti kazdého terc¢iku na desticce,
byl vzorek pievrstven 0,75 pl roztoku matrice. Matrice se nechala zaschnout pii pokojové
teploté. Takto piipravena MALDI desticka s jednotlivymi vzorky byla vlozena
do hmotnostniho spektrometru LT Microflex, kde bylo provedeno méfeni systémem
MALDI-TOF MS. Identifikace bakteridlniho kmene byla provedena porovnanim
ziskaného hmotnostniho spektra s databazi typickych spekter pomoci softwaru MALDI
Biotyper 3.1.

Spolehlivost rodové a druhové identifikace bakterii byla ur€ovana pomoci hodnot
skére. Hodnota skore > 2 znacila velmi spolehlivou identifikace na urovni rodu
a pravdépodobnou identifikaci druhu. Hodnota skére > 1,7 a < 2 udéavala pravdépodobnou
identifikaci na trovni rodu. V pfipadé niz§i hodnoty nez 1,7 byla identifikace bakterii

povazovana za nespolehlivou.

3.4.3 Testovani antimikrobialni aktivity

3.4.3.1 Difuzni diskova metoda
Do zkumavky s 5 ml BHI bujonu (Brain Heart Infusion) byla sterilni bakteriologickou
klickou naockovéana bakteridlni kultura. Bakteridlni suspenze byla homogenizovana
na vortexu. Zakal této suspenze byl zméfen denzitometrem a piipadné upraven tak,
aby vytvoreny zakal odpovidal hodnoté¢ 0,5 McFarlanda. Nasledné byla bakterialni
suspenze inokulovdna pfelitim na pevnou pudu, odpovidajici kultivaénim narokim
testované bakterie. Pro kmeny Burkholderia cenocepacia LMG 16656 a Burkholderia
cenocepacia CF5/358 byl pouzit krevni agar, pro ostatni bakterialni kmeny Mueller-Hinton
agar. Piebytek inokula byl slit do nadoby s dezinfekci. Po zaschnuti bakteridlni suspenze
byly na ptidu umistény antibiotické disky.

Difuzni diskova metoda slouZila pro stanoveni citlivosti k vybrané sestavé antibiotik
dle doporuceni antibiotického stiediska Ustavu mikrobiologie FN Olomouc. Sestava

antibiotik pro grampozitivni bakterie byla slozena z 8 antibiotik: erythromicin 15 ug,
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clindamycin 2 pg, ko-trimoxazol 25 pg, ciprofloxacin 5 ug, gentamicin 10 ug, tetracyklin
30 ug, levofloxacin 5 pg a oxacillin 1 pg. Sestava antibiotik
pro gramnegativni bakterie obsahovala 5 antibiotik: gentamicin 10 pg, amikacin 30 pg,
meropenem 10 pg, ciprofloxacin 5 pg a ko-trimoxazol 25 pg. Nasledné byly vSechny
misky inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 16-20 hodin.

Po inkubaci misek s antibiotiky byly zméfeny pruméry vytvorenych inhibi¢nich zon.
Zmétené pruméry byly nasledné porovnany s tzv. klinickymi breakpointy antibiotik
(meznimi hodnotami) uvedenymi ve smérnici EUCAST.

Za citlivé bakterialni kmeny byly povazovany ty, které mély pramér inhibi¢nich zon
vetsi nebo roven stanovené hranici. Bakterie, u kterych nebyla viditelna zddné inhibice
ristu nebo prumér inhibi¢nich z6n byl mensi nez stanovena hranice, byla vyhodnocena
za rezistentni k danému antibiotiku. V piipad¢, kdyz se zméteny pramér inhibi¢nich zon

nachdzel mezi meznimi hodnotami, byla citlivost stanovena jako intermedidrni.

3.4.3.2 E-test
Dal$i pouzitou metodou bylo stanoveni citlivosti k antibiotikim pomoci diagnostickych
prouzki E-test Gentamicin (0,016-256 pg-ml™, bioMérieux). Bakterialni suspenze byla
pfipravena stejnym zpasobem jako pii difuzni metodé (viz 3.4.3.1 Difuzni diskova metoda).
Poté byla bakteridlni suspenze inokulovdna pfelitim na pevnou pudu. Pro kmeny
Burkholderia cenocepacia LMG 16656 a Burkholderia cenocepacia CF5/358 byl pouzit
krevni agar, pro ostatni bakterialni kmeny Mueller-Hinton agar. Piebytek inokula byl slit
do nadoby s dezinfekci. Po zaschnuti bakteridlni suspenze byl na pidu umistén E-test.
Nasledn¢ byly v§echny misky inkubovany v termostatu pti 37 °C po dobu 16-20 hodin.

Po inkubaci byl vizualné¢ odeéten vysledek E-testu a byla stanovena hodnota
MIC. Inhibi¢ni zéna ma tvar elipsy, kterd protind stupnici v misté odpovidajici hodnoté

MIC, kde koncentrace testovaného antibiotika inhibuje riist mikroorganismi.

3.4.3.3 Mikrodilu¢ni metoda

Nejprve byl pfipraven BHI bujon, ktery byl nasledné rozpipetovan po 50 pl do kazdé
jamky mikrotitraéni desticky v fadach B-H. Desticky byly do pouziti uchovavany
pii teplot¢ -60 °C. Dale byly pfipraveny zkumavky s4 ml BHI, ve kterych byly
resuspendovany testované latky. Vysledna koncentrace latek ve zkumavkéach odpovidala
100 mmol-I*. Vyjimkou byl krocin, jehoz vysledna koncentrace ve zkumavce byla

10 mmol-1™* a gentamicin s vyslednou koncentraci 134 mmol-1™.
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Do jamek tfady A bylo napipetovano 100 pl c¢ist¢tho BHI nebo BHI s testovanou
latkou. Nésledné bylo provedeno fedéni dvojkovou fadou pro ptipraveni koncentracni fady
100-0,78 mmol-I". Koncentraéni fada u krocinu byla 10-0,078 mmol-I* a u gentamicinu
134-1,05 mmol-I™.

Déle byla ptipravena bakterialni suspenze. Koncentrace inokula byla upravena sterilni
destilovanou vodou tak, aby bylo dosazeno koncentrace 1 x 10® bungk/ml. Inokulum bylo
nalito do Petriho misky, ze které byla pomoci MIC inokulatoru, tzv. jezka, provedena
inokulace jamek mikrotitraéni desticky. Jezek byl pted dalsi inokulaci vzdy umistén
do 96% ethanolu a vyzihan. Mikrotitratni desticky byly inkubovany pii teploté
37 °C po dobu 24 hodin.

Po inkubaci byla vizualn¢ odectena hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
V desti¢ce se stoupajici koncentraci antimikrobialni latky se MIC stanovuje jako prvni
jamka s ¢irym médiem bez zakalu.

Pro zjiSténi bakteriostatického a baktericidniho plisobeni byly jednotlivé jamky
vyockovany pomoci MIC inokulatoru na krevni agar. Pro kazdou desti¢ku byly pfipraveny
dva krevni agary, kde byly vyoCkovany sloupce 1-6 a 7-12. Kmeny Burkholderia
cenocepacia LMG 16656 a Burkholderia cenocepacia CF5/358 byly inkubovany pfi
30 °C po dobu 24 hodin. Ostatni testované bakterialni kmeny byly inkubovany pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti inkubace byla odectena hodnota minimalni
bakteriostatické koncentrace (MBS) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC).
Baktericidni ucinek byl prokazan kultivacnim testem na agarovych ptidach, kde nevyrostly

zadné kolonie bakterii.

3.4.4 Modifikovana Christensenova metoda

Pro prikaz tvorby biofilmu byla pouzita modifikovand Christensenova metoda
v mikrotitra¢ni desti¢ce. Schopnost biofilmu byla testovana v bujonu (BHI, Brain heart
infusion) bez piimési glukdézy a s pridavkem glukozy (0,25 % a 1 %). Médium
s 0,25% pridavkem glukézy bylo nasledné pouzito pii testovani pro zvySeni schopnosti
bakterii rust ve formé biofilmu. Byla pfipravena bakterialni suspenze. Zakal této suspenze
byl zméfen denzitometrem a piipadné€ upraven tak, aby vytvoreny zakal odpovidal hodnoté¢
0,5 McFarlanda. Bakterialni suspenze byla rozpipetovana po 200 pl do ctyf jamek
mikrotitraéni desticky typu P dle schématu (obrazek 14). Naockované desticky byly
inkubovany 24 hodin pti 37 °C v termostatu.
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Obrazek 14: Schéma mikrotitracni desti€Cky pro zjiSténi schopnosti ristu ve formé

biofilmu. NK = negativni kontrola (BHI); PK = pozitivni kontrola (Staphylococcus
epidermidis CCM 7221); Staphylococcus aureus (CCM 3953); Staphylococcus aureus
(CCM 4223); Burkholderia cenocepacia (LMG 16656); Burkholderia cenocepacia
(CF5/358); Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955); Pseudomonas aeruginosa (CNCTC
5537); Pseudomonas aeruginosa (CF5/362); Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363).

Po inkubaci byla desticka opatrné promyta vodou a po odstranéni vody, byla
provedena fixace methanolem po dobu 15 minut. Do kazdé¢ jamky bylo pfidano
200 pl 99% methanolu. Po odsati methanolu a vysuseni jamek mikrotitraéni desticky bylo
provedeno barveni fixované vrstvy biofilmu ptidanim 160 pl 1% roztoku krystalové violeti
po dobu 10 minut. Roztok krystalové violeti (1%) byl pfipraven do 50ml zkumavky
smichanim 20 ml zasobniho roztoku krystalové violeti (5 g krystalové violeti a 200 ml
ethanolu) a 30 ml Stavelanu amonného. Nasledné byla krystalova violet uvolnéna
pfidanim 160 pl 33% kyseliny octové. Roztok kyseliny octové (33%) byl pfipraven také
do 50ml zkumavky pfidanim 16,5 ml kyseliny octové (99,8%) do 33,5 ml destilované
vody.

NarGst  biofilmu byl hodnocen spektrofotometricky pifi  vlnové  délce
570 nm a vysledkem byla hodnota optické denzity (OD). Hodnota OD odrazela akumulaci
barviva na dné a sténach jamky. Byla porovnavana OD jednotlivych jamek s tzv. "cut off
value’, ktera byla vypoctena na zakladé naméfenych hodnot OD negativnich kontrol
pomoci softwaru Dynex technologie revelation 4.25. Bakterialni kmeny s vys$i hodnotou
‘cut off value” (+++) byly vyhodnoceny jako biofilmpozitivni. Kmeny s nizs$i hodnotou

“cut off value” (-/+/++) byly povazovany za biofilmnegativni.
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3.4.5 Stanoveni interference s tvorbou biofilmu

Byla testovdna interference testovanych latek s tvorbou bakteridlniho biofilmu
u referen¢niho kmene pro testovani schopnosti tvofit biofilm S. epidermidis CCM 7221,
tedy, Ze nedoslo k tvorb¢ biofilmu.

Nejprve byl po 50 pl rozpipetovan BHI bujon s 0,25% piimési glukozy do vsech
jamek v fadach B-H mikrotitra¢ni desticky typu P. Desti¢ky s bujonem byly do dalsiho
pouziti uchovavany pii teploté -60 °C.

Do jamek fady A mikrotitracni desticky bylo napipetovano 100 pl ¢istého BHI jako
negativni kontrola nebo 100 pl BHI s testovanou latkou. Nasledné bylo provedeno fedéni
dvojkovou fadou pro pfipraveni koncentracni fady 100-0,78 mmol-1™". Koncentraéni fada
u krocinu byla 10-0,078 mmol-I™* a u gentamicinu 134-1,05 mmol-I™.

Poté byla piipravena bakteridlni suspenze s koncentraci 1 X 108 bun&k/ml. Vzniklé
inokulum bylo nalito na Petriho misku a pomoci MIC inokulatoru byly inokulovany jamky
mikrotitra¢ni desti¢ky. Naockované mikrotitraéni desticky byly inkubovany pii teploté
37 °C po dobu 24 hodin. Nasledujici den byla odeftena hodnota minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a byla provedena modifikovana Christensenova metoda
v mikrotitra¢nich destickach (viz kapitola 3.4.4 Modifikovana Christensenova metoda).

Nésledné byla vizudlné zaznamendna minimalni koncentrace latky inhibujici rlst
ve formé biofilmu (MBIC), kdy bakterie netvofila biofilm, ale nachdzela se v planktonické
form¢. A déale byla stanovena nejniz§i koncentrace latky, kterd eradikovala biofilm
(MBEC). Zda latka pusobi interferenéné na biofilm, bylo stanoveno srovnanim hodnot
MBIC shodnotou MIC. V ptipadé zjisténé nizs$i koncentrace, nez MIC, byla latka

vyhodnocena jako ucinna pfi zabrané riistu bakterii ve formeé biofilmu.

3.4.6 Stanoveni antibiofilmové aktivity

Testovani antibiofilmové aktivity, tedy zda testovana latka ptsobi na narostly biofilm, bylo

provedeno u referen¢niho kmene pro detekci biofilmu S. epidermidis CCM 7221. Do vsech

jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano 50 pl BHI média s 0,25% piidavkem

glukozy. Poté byla pripravena bakterialni suspenze kmene S. epidermidis CCM 7221

stejnym zpusobem jako je popsano v kapitole (viz 3.4.3.1 Difuzni diskovd metoda).
Pripravena bakterialni suspenze byla pouzita k inokulaci vSech jamek mikrotitracnich

desti¢ek. Tyto desticky byly nasledné inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
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Déle byla piipravena V mikrotitratnich destickach koncentra¢ni tada testovanych
latek. Nejprve byl po 100 pl rozpipetovan BHI bujon do vSech jamek v fadach
B—H mikrotitra¢ni desticky.

Do jamek fady A bylo napipetovano 200 ul BHI s testovanou latkou, které byly
fedény dvojkovou fadou pro piipraveni koncentraéni fady 100-0,78 mmol-I" (krocin
10-0,078 mmol-I™* a gentamicin 134-1,05 mmol-17).

Po kultivaci pii 37 °C po dobu 24 hodin bylo zkazdé jamky naockovanych
mikrotitracnich desticek kmenem S. epidermidis CCM 7221 odsato 50 ul média. Poté bylo
do pfislusnych jamek desticky pfiddno 50 p média s testovanou latkou o wurcité
koncentraci. Mikrotitracni desticky po vyméné kultivacniho média byly inkubovany
pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Nasledujici den byl pfipraven 0,02% roztok resazurinu v destilované vod¢
(2 mg resazurinu bylo rozpuSténo v 10 ml destilované vody). Tento oxidoreduk¢ni
indikator byl  sterilizovan  filtraci pomoci  membrany  millipore = millex
GP 0,22 um. Viabilita bun¢k byla testovana ptidanim 20 pl resazurinu do vSech jamek
mikrotitracni desticky. Nakonec byla odectena vizudlni zména zbarveni jamek z modré
na rizovou po 30 minutdch a po 24 hodinové inkubaci pii teploté 37 °C. Zivotaschopné

bunky ucinngji redukovaly resazurin, coz se projevilo zménou barvy na rizovou.
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4 VYSLEDKY

Vysledky v této diplomové praci byly ziskany v laboratofich na Ustavu mikrobiologie

Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc.

4.1 ldentifikace bakterii metodou MALDI-TOF MS
Metodou MALDI-TOF MS bylo identifikovano celkem 9 bakteridlnich kmend, které byly

pouzity pro testovani antimikrobialni a antibiofilmové aktivity v ramci experimentalni ¢asti
prace. Vysledky identifikace s nejlepsi shodou, ktera je vyjadiena hodnotou skore, jsou

uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky identifikace metodou MALDI-TOF MS

Cislo kmene Druh Skore
CCM 7221 Staphylococcus epidermidis 1,969
CCM 3953 Staphylococcus aureus 1,925
CCM 4223 Staphylococcus aureus 2,086
LMG 16656 Burkholderia cenocepacia 2,370
CF5/358 Burkholderia cenocepacia 2,088
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa 2,331
CNCTC 5537  Pseudomonas aeruginosa 2,371
CF5/362 Pseudomonas aeruginosa 2,185
CF5/363 Stenotrophomonas maltophilia 2,025

4.2 Testovani citlivosti k antibiotikum

V ramci experimentll byla testovana citlivost k antibiotikim pro stanoveni antibiogramu
testovacich kment. Diskovou difuzni metodou byla testovana citlivost k sestavé antibiotik
pro grampozitivni a gramnegativni bakterie. Pro stanoveni citlivosti, respektive rezistence,
k antibiotikim byly pouzity disky napusténé antibiotiky o uréité koncentraci a E-test
Gentamicin (s koncentraci 0,016-256 pg-ml™). Pro interpretaci vysledka bylo pouZito
srovnani s breakpointy dle EUCAST (Clinical breakpoints — bacteria verze 8.0,

http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/, tabulka 7 a 8).

Nameéfené praméry inhibi¢nich zon jsou shrnuty v tabulce 9. Koneéné vyhodnocenti,
tedy jestli je testovany bakterialni kmen citlivy nebo rezistentni k danému antibiotiku,
je uvedeno v tabulce 10. Odectené hodnoty MIC z E-testu jsou uvedeny v tabulce 11.

Metodou E-test Gentamicin byla zjiSténa citlivost ke gentamicinu u 4 bakterialnich
kmend: S. aureus CCM 3953, S. aureus CCM 4223, P. aeruginosa CCM 3955
a P. aeruginosa CNCTC 5537. Dle antibiogramu, byl kmen S. epidermidis CCM 7221

36


http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/

citlivy pouze ke dvéma testovanym antibiotikim: ko-trimoxazolu (25 pg) a tetracyklinu

(30 ng).
Kmeny B. cenocepacia LMG 16656, B. cenocepacia CF5/358 a P. aeruginosa

CF5/362 byly rezistentni ke vSem testovanym antibiotikim. U bakteridlniho kmene
S. maltophilia CF5/363 byla stanovena pouze citlivost ke ko-trimoxazolu a k ostatnim

testovanym antibiotiklim byl tento kmen rezistentni.

Tabulka 7: Klinické breakpointy dle EUCAST pro grampozitivni bakterie

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC GMN*
S.epidermidis C>21 C>22 C>17 C>24 C>22 C>22 C>24 X C<1
R<I8 R<19 R<l4 R<24 R<22 R<19 R<24 R>1
S. aureus C>21 C>22 C>17 C>21 C>18 C>22 C>22 X C<l1
R<I8 R<19 R<14 R<21 R<I8 R<19 R<22 R>1

Sestava pouzitych antibiotik: ERY = erythromicin 15 pg; CMN clindamycin 2 pg;
SXT = Ko-trimoxazol 25 upg; CIP = ciprofloxacin 5 ug; GMN = gentamicin 10 pg;
TET = tetracyklin 30 pg; LVX = levofloxacin 5 pg; OXC = oxacillin
1 nug; * GMN= E-test Gentamicin (o koncentraci 0,016-256 pg-ml™); x = pro dané antibiotikum
nejsou uvedeny ve smérnici EUCAST breakpointy

Tabulka 8: Klinické breakpointy dle EUCAST pro gramnegativni bakterie

Kmen GMN AKN MEM CIP SXT GMN*
B. cenocepacia X X X X X X
P. aeruginosa C>15 C>18 C>24 C>26 X C<4
R<15 R<15 R<18 R<26 R>4
S maltophilia X X X X C>16 X
R<16

Sestava pouzitych antibiotik: GMN = gentamicin 10 ug; AKN = amikacin 30 pug;
MEM = meropenem 10 pg; CIP = ciprofloxacin 5 pg; SXT = ko-trimoxazol 25 pg;
* GMN= E-test Gentamicin (o koncentraci 0,016-256 pg-ml™); x = pro dané antibiotikum nejsou
uvedeny ve smérnici EUCAST breakpointy

Tabulka 9: Namétené priméry inhibi¢nich zon (mm)

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC MEM AKN

S. epidermidis 0 0 25 0 15 26 0 0 — —
CCMT7221

S. aureus 30 27 27 22 22 29 27 0 - -
CCM 3953

S. aureus 30 27 27 22 22 29 22 0 - -
CCM 4223

B.cenocepacia - - 0 0 0 - - - 0 0
LMG 16656
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Tabulka 9: Naméfené praméry inhibi¢nich zén (mm) — pokra¢ovani

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC MEM AKN
B.cenocepacia — — 0 0 0 — - - 0 0
CF5/358

P. aeruginosa - - 0 22 17 - - - 0 20
CCM 3955

P. aeruginosa - - 0 35 17 - - - 0 22
CNCTC 5537

P. aeruginosa — — 0 20 13 — — — 0 11
CF5/362

S. maltophilia - - 20 0 0 - - - 0 0
CF5/363

Sestava pouzitych antibiotik: ERY = erythromicin 15 pg; CMN = clindamycin 2 pg;
SXT = ko-trimoxazol 25 pg; CIP = ciprofloxacin 5 pg; GMN = gentamicin 10 pg;
TET = tetracyklin 30 pg; LVX = levofloxacin 5 pg; OXC = oxacillin
1 pg; MEM = meropenem 10 pg; AKN = amikacin 30 pg; — = nebylo testovano

Tabulka 10: Stanoveni citlivosti/rezistence bakterialnich kment

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC MEM AKN
S. epidermidis R R C R R C R R — -
CCM7221

S. aureus C C C C C C C R - -
CCM 3953

S. aureus Cc C C C Cc Cc C R - -
CCM 4223

B.cenocepacia  — — R R R — — - R R
LMG 16656

B.cenocepacia  — - R R R - - - R R
CF5/358

P. aeruginosa - - R R C - — - R C
CCM 3955

P. aeruginosa - - R C C - - - R C
CNCTC 5537

P. aeruginosa - - R R R - — - R R
CF5/362

S. maltophilia - - C R R - - - R R
CF5/363

Sestava pouzitych antibiotik: ERY = erythromicin 15 pg; CMN = clindamycin 2 pg;
SXT = ko-trimoxazol 25 pg; CIP = ciprofloxacin 5 pg; GMN = gentamicin 10 pg;
TET = tetracyklin 30 png; LVX = levofloxacin 5 pg; OXC = oxacillin
1 pg; MEM = meropenem 10 pg; AKN = amikacin 30 pg; R = rezistentni kmen; C = citlivy kmen;
— = nebylo testovano; x = nebylo stanoveno
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Tabulka 11: Hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace a stanoveni rezistence/citlivosti ke

gentamicinu dle E-testu

Kmen MIC [pg-ml™] * Rezistence/citlivost
S. epidermidis CCM 7221 4 R
S. aureus CCM 3953 0,75 C
S. aureus CCM 4223 0,75 C
B.cenocepacia LMG 16656 >256 X
B.cenocepacia CF5/358 >256 X
P. aeruginosa CCM 3955 2 C
P. aeruginosa CNCTC 5537 3 C
P. aeruginosa CF5/362 8 R
S. maltophilia CF5/363 >256 X

* E-test Gentamicin (0 koncentraci 0,016-256 pg-ml™); R = rezistentni kmen; C = citlivy kmen;
x = pro dané antibiotikum nejsou uvedeny ve smérnici EUCAST breakpointy

4.3 Antimikrobialni aktivita

Byla testovana antimikrobidlni aktivita gentamicinu, siranu méd’natého a 26 pfirodnich
latek. Rada latek byla v BHI $patn& rozpustna, coz mohlo naslednd negativné ovlivnit
jejich antimikrobialni puisobeni (pfiloha 1). U latek byla mikrodiluéni metodou zjisténa
hodnota MIC. Po pieoCkovani na krevni agar bylo stanoveno, zda se jednd o latku
s bakteriostatickym nebo baktericidnim pusobenim. Vysledky testovani jsou shrnuty
v tabulce 12-14. Vysledky testovani antimikrobialni aktivity v pg-ml™ koncentracich
jsou uvedeny v piiloze 2—4.

Gentamicin nevykazoval antimikrobialni ucinky u 4 kmeni:
S. epidermidis (CCM 7221), B. cenocepacia LMG 16656, B. cenocepacia CF5/358
a S. maltophilia CF5/363. Nejvétsi antimikrobialni G¢inky na vSechny testované bakterialni
kmeny vykazoval tropolon, kdy byla hodnota MIC < 0,78 mmol-I". Dal3i Gginnou latkou
byl karvakrol. Rast gramnegativnich kment inhibovala nejlépe  kyselina
salicylhydroxamova. Latky krocin, kurkumin, hesperetin, naringenin a resveratrol byly
Vv testovanych koncentracich neti¢inné na vSechny testované bakteridlni kmeny.

Vysledky testovani antimikrobidlni aktivity gentamicinu, siranu médnatého
a nejzajimavéjsich latek (kyseliny gallové, kyseliny salicylnydroxamové a tropolonu)
za pouziti kmene S. epidermidis (CCM 7221) s oznacenim hodnoty MIC jsou znazornény
na obrazcich 15 a 16. VSechny jamky byly pomoci inokulatoru vyo¢kovany na krevni agar

pro stanoveni MBS a MBC (obrazek 17).
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Tabulka 12: Vysledky testovani antimikrobialni aktivity mikrodiluéni metodou
v koncentracich  mmol-I*  u  kmene  Staphylococcus epidermidis (CCM 7221),
Staphylococcus aureus (CCM 3953) a Staphylococcus aureus (CCM 4223)

] CCM 7221 CCM 3953 CCM 4223
Latka MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
gentamicin >134 - - 4,19 — 419 8,38 — 8,38
siran méd’naty 6,25 6,25 1250 6,25 6,25 1250 6,25 6,25 12,50
k. azelaova 6,25 6,25 1250 1250 - 1250 1250 - 12,50
k. kavova 1250 1250 50 6,25 6,25 1250 12,50 1250 25
karvakrol 3,13 - 313 <0,78 - - <078 - -
katechin hydrat 25 25 - 50 - 50 50 50 100
p-k. kumarova 1250 - 12,50 50 - 50 50 50 100
k.2,6-dihydroxybenzoova 25 - 25 25 - 25 25 - 25
k.3,5-dihydroxybenzoova 25 - 25 1250 12,50 50 25 25 50
k.2,4-dihydroxyskoticova 25 - 25 25 25 50 50 50 100
k. gallova 25 25 50 25 25 50 25 25 50
k. 4-hydroxybenzoova 1250 - 1250 25 - 25 25 25 50
K. 4-hydroxyfenyloctova 25 - 25 25 - 25 25 25 50
k. isoferulicova 50 50 - 50 50 - 50 50 -
k. isovanilova 1250 1250 - 1250 1250 - 1250 12550 -
k. kynurenova 25 - 25 25 25 - 25 25 -
k. stavelova 6,25 6,25 1250 12,50 1250 25 1250 1250 25
k. protokatechuova 1250 1250 25 25 25 50 12,50 1250 25
k. salicylova 1250 1250 25 12550 1250 25 1250 12,50 25
K. salicylhydroxamova 12,50 12,50 - 25 25 - 25 25 -
K. sinapova 1250 1250 25 1250 - 1250 6,25 6,25 12,50
k. syringova 1250 - 1250 12550 1250 25 1250 1250 50
tropolon 039 039 313 <0,78 <0,78 6,25 <0,78 <0,78 12,50

MIC = minimalni inhibiéni koncentrace; MBS = minimdlni bakteriostatickd koncentrace;
MBC = minimalni baktericidni koncentrace
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Tabulka 13: Vysledky testovani

antimikrobialni

aktivity mikrodilu¢ni

metodou

v koncentracich mmol-I* u kment Burkholderia cenocepacia (LMG 16656), Burkholderia

cenocepacia (CF5/358) a Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363)

) LMG 16656 CF5 358 CF5 363
Latka MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
gentamicin >134 — — >134 - - >134 - -
siran méd’naty 12,50 - 12,50 12,50 - 1250 6,25 6,25 12,50
K. azelaova 1250 1250 25 25 - 25 6,25 6,25 12,50
K. kdvova 25 25 100 100 - 100 6,25 6,25 12,50
karvakrol <0,78 - - 0,78 0,78 3,13 <0,78 <0,78 1,56
katechin hydrat 25 — 25 50 50 100 50 - 50
p-k. kumarova 50 - 50 50 50 100 6,25 6,25 12,50
k.2,6-dihydroxybenzoova 25 — 25 25 — 25 12,50 12,50 25
k.3,5-dihydroxybenzoova 12,50 1250 25 25 - 25 1250 1250 25
k.2,4-dihydroxyskoficova 25 25 50 50 50 - 25 - 25
K. gallova 25 - 25 25 - 50 25 - 25
K. 4-hydroxybenzoova 25 - 25 25 - 25 1250 1250 25
K. 4-hydroxyfenyloctova 12,50 12,50 25 25 - 25 25 - 25
K. isoferulicova 25 25 50 50 50 - 25 25 50
K. isovanilova 12,50 - 1250 1250 1250 25 12,50 — 12,50
K. kynurenova 12,50 1250 25 25 25 - 25 - 25
k. stavelova 12,50 - 1250 12,50 - 1250 6,25 - 6,25
K. protokatechuova 25 - 25 25 - 25 25 - 25
resveratrol >100 - - >100 - - 100 — 100
k. salicylova 12,50 - 1250 1250 1250 25 6,25 6,25 12,50
K. salicylhydroxamova <0,78 — — 3,13 3,13 6,25 3,13 3,13 25
K. sinapova 25 25 50 25 - 25 12,50 - 12,50
k. syringova 6,25 6,25 1250 1250 1250 25 6,25 6,25 12,50
tropolon <0,78 - - <0,78 - - <0,78 — -
MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostatickd koncentrace;

MBC = minimalni baktericidni koncentrace
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Tabulka 14: Vysledky testovani

antimikrobialni

aktivity mikrodilu¢ni

metodou

v koncentracich mmol-I" u kment Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955), Pseudomonas
aeruginosa (CNCTC 5537) a Pseudomonas aeruginosa (CF5/362)

) CCM 3955 CNCTC 5537 CF5 362
Latka MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
gentamicin 2,09 - 2,09 4,19 - 419 8,38 - 8,38
siran méd’naty 12,50 — 12,50 12,50 - 12,50 12,50 - 12,50
k. azelaova 25 - 25 25 - 25 12,50 - 12,50
k. kdvova 100 - 100 100 - 100 50 50 100
karvakrol 12,50 - 1250 3,13 - 3,13 12,50 - 12,50
katechin hydrat 100 100 - 50 50 100 50 — 50
p-k. kumarova 50 50 100 50 50 100 50 50 100
k.2,6-dihydroxybenzoova 25 - 25 25 - 25 25 - 25
k.3,5-dihydroxybenzoova 25 - 25 25 - 25 25 - 25
k.2,4-dihydroxyskoficova 50 50 100 50 50 - 50 50 -
k. gallova 25 - 25 25 - 25 25 - 25
K. 4-hydroxybenzoova 25 25 50 25 25 50 25 25 50
K. 4-hydroxyfenyloctova 25 25 50 25 25 50 1250 1250 25
k. isoferulicova 100 - - 100 100 - 100 100 -
k. isovanilova 25 25 - 25 25 - 25 25 -
k. kynurenova 25 25 - 25 25 - 25 25 -
k. stavelova 12,50 - 1250 12,50 - 1250 6,25 - 6,25
K. protokatechuova 25 - 25 25 - 25 25 - 25
k. salicylova 1250 1250 25 1250 1250 25 6,25 6,25 12,50
k. salicylhydroxamova 3,13 3,13 50 3,13 3,13 100 <0,78 <0,78 25
k. sinapova 25 - 25 25 - 25 1250 1250 25
k. syringova 1250 1250 25 1250 1250 25 1250 1250 25
tropolon 039 1039 1078 1039 039 625 <0,78 <0,78 3,13
MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostatickd koncentrace;

MBC = minimalni baktericidni koncentrace
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25 AR st'v\!:&:) &" ”"c"%&’ k}\*&;”‘w
mmol-I e o
‘kjwf w’WW\, )&;’g,‘ 3
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6,25 mmol-I"!
3,13 mmol-I' | , M ) & ‘_ R _ N ) K
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0,78 mmol-I' : }k /\ h,\ A_,«‘K )
Obrazek 15: Vysledek mikrodilu¢ni metody u kmene
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221). PK = pozitivni kontrola

(S. epidermidis CCM 7221); NK = negativni kontrola (BHI); testované latky:
gen = gentamicin; CuSO, = siran médnaty; 11 = kyselina gallova; 23 = kyselina

salicylhydroxamova; 26 = tropolon.

PK gen gen Cuso, Cuso, 11 11 23 23 26 26 NK

0,39 mmol-I"' »

0,195 mmol-I"' : D 9
0,0975 mmol- et it ’Ng‘ ’%)MV'& A
0,0488 mmol-I" &A& \‘A‘A&N&%&A‘}% :
0,0244 mmol-I' ‘a'e
0,0122 mmol-I'
0,006 mmol-I"'
0,00305 mmol-I'
Obrazek 16: Vysledek mikrodilu¢ni metody u ‘ ene
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221). PK = pozitivni kontrola

(S. epidermidis CCM 7221); NK = negativni kontrola (BHI); testované latky:
gen = gentamicin; CuSO, = siran médnaty; 11 = kyselina gallova; 23 = kyselina

salicylhydroxamova; 26 = tropolon.
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Obrazek 17: Stanoveni MBS a MBC u kmene S. epidermidis (CCM 7221) na krevnim
agaru. (A) vyockovany sloupce 1-6 z mikrotitraéni desticky prezentované na obrazku 15;
(B) vyockovany sloupce 7-12 z mikrotitraéni desticky prezentované na obrazku 15;

(C) vyockovany sloupce 7-12 z mikrotitra¢ni desti¢ky prezentované na obrazku 16

4.4 Modifikovana Christensenova metoda

Pro prikaz tvorby biofilmu byla pouzita modifikovana Christensenova metoda
vV mikrotitracni desti¢ce. Schopnost biofilmu byla testovana v BHI bez ptimési glukozy
a s pridavkem glukozy (0,25% a 1%). Nejlepsi narust bakterii ve form¢ biofilmu byl
zaznamenan u desticky obsahujici BHI s 0,25% ptidavkem glukézy.

U bakterialniho kmene Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363) nebyla stanovena
schopnost tvofit biofilm. VSechny ostatni testované¢ kmeny byly biofilmpozitivni.
Schopnost tvorby biofilmu testovanych kment v BHI s pfidavkem 0,25% glukozy
je zobrazena na obrazku 18. Vysledné namétené hodnoty optické denzity pro jednotlivé

bakterialni kmeny jsou uvedeny v tabulce 15.

Obrazek 18: Vysledek testovani schopnosti rist ve formé biofilmu modifikovanou
Christensenovou metodou (rozmisténi kmenti viz tabulka 15).
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Tabulka 15: Naméfené hodnoty optické denzity

1 2 3 4 5
A (NK) (CCM 3953)  (LMG 16656)  (CCM 3955) (CF5/362)
0.373 3.999 +++ 2.625 +++ 2.921 +++ 3.999 +++
B (NK) (CCM 3953)  (LMG 16656)  (CCM 3955) (CF5/362)
0.324 3.999 +++ 2.280 +++ 3.432 +++ 2.693 +++
C  (NK) (CCM 3953)  (LMG 16656)  (CCM 3955) (CF5/362)
0.276 3.999 +++ 2.796 +++ 3.215 +++ 2.368 +++
D (NK) (CCM 3953)  (LMG 16656)  (CCM 3955) (CF5/362)
0.357 3.999 +++ 2.273 +++ 3.999 +++ 3.999 +++
E  (PK) (CCM 4223) (CF5/358)  (CNCTC5537)  (CF5/363)
3.999 3.999 +++ 1.822 +++ 3.999 +++ 0.698 ++
F  (PK) (CCM 4223) (CF5/358) (CNCTC5537) (CF5/363)
3.999 3.999 +++ 1.824 +++ 3.999 +++ 0.606 +
G (PK) (CCM 4223) (CF5/358) (CNCTC5537) (CF5/363)
3.999 3.999 +++ 1.806 +++ 3.620 +++ 0.474 +
H  (PK) (CCM 4223) (CF5/358)  (CNCTC5537)  (CF5/363)
3.999 3.999 +++ 1.348 +++ 3.999 +++ 0.636 +

NK = negativni kontrola (BHI); PK = pozitivni kontrola (Staphylococcus epidermidis
CCM 7221); Staphylococcus aureus (CCM 3953); Staphylococcus aureus (CCM 4223);
Burkholderia cenocepacia (LMG 16656); Burkholderia cenocepacia (CF5/358);
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955); Pseudomonas aeruginosa (CNCTC 5537);
Pseudomonas aeruginosa (CF5/362); Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363);
+++ biofilmpozitivni; -/+/++ biofilmnegativni

4.5 Stanoveni interference s tvorbou biofilmu

Mimo antimikrobidlni aktivitu byla testovana schopnost interference testovanych latek
s tvorbou bakteridlniho biofilmu u referenéniho kmene pro testovani schopnosti tvofit
biofilm S. epidermidis CCM 7221. Pro stanoveni interference s tvorbou biofilmu byla
pouzita modifikovana Christensenova metoda v mikrotitracnich destickach. Vysledky
srovnani hodnot MIC a MBIC vmmol-I* jsou uvedeny v tabulce 16. Nejsilngjsi
interferen¢ni u¢inek byl stanoven u latek: kyseliny 2,4-dihydroxyskoficové, kyseliny
isoferulicové, naringenininu, resveratrolu a kyseliny sinapové. Tyto latky zamezovaly
tvorb& biofilmu pfi nizsi koncentraci, nez byla hodnota MIC.

Hodnota MBIC u tropolonu byla stanovena mensi nebo rovna 0,78 mmol-I*
koncentraci a hodnota MIC 0,39 mmol-I™. ProtoZe interference s tvorbou biofilmu nebyla
testovana pii nizsi nez 0,78mmol/l koncentraci, nelze hodnotu MBIC piesné stanovit a tak
urcit, zda tropolon zabranuje tvorbé biofilmu pfi nizsi koncentraci nez je hodnota MIC.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace u vySe zminénych latek je zobrazena na obrazku

19 a vysledky interference na obrazku 20.
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Tabulka 16: Minimalni inhibi¢ni koncentrace a koncentrace informujici o interferenci

biofilmu u kmene Staphylococcus epidermidis (CCM 7221)

Latka MIC B MBIC_1 I\/IBEC;1 Interference
[mmol-1"] [mmol-1"] [mmol-17]
gentamicin >134 134 >134 X
siran méd’naty 6,25 - 6,25 x
k. azelainova 6,25 - 6,25 X
k. kdvova 12,5 — 12,5 X
karvakrol 3,13 1,56 3,13 I
katechin hydrat 25 12,50 25 I
p-k. kumarova 12,50 6,25 12,50 |
krocin B >10 - >10 X
kurkumin >100 - >100 X
K. 2,6-dihydroxybenzoova 25 12,50 25 |
k. 3,5-dihydroxybenzoova 25 12,50 25 I
K. 2,4-dihydroxyskoficova 25 3,13 25 |
k. gallova 25 - 25 X
hesperetin >100 - >100 X
K. 4-hydroxybenzoova 12,50 6,25 12,50 |
K. 4-hydroxyfenyloctova 25 12,50 25 I
k. isoferulicova 50 6,25 50 |
k. isovanilova 12,50 6,25 12,50 |
k. kynurenova 25 6,25 25 |
(+)-Naringenin >100 25 >100 I
k. stavelova 6,25 3,13 6,25 |
k. protokatechuova 12,50 - 12,50 X
resveratrol >100 <0,78 >100 |
k. salicylova 12,50 6,25 12,50 I
k. salicylhydroxamova 12,50 1,56 12,50 |
k. sinapova 12,50 1,56 12,50 |
k. syringova 12,50 1,56 12,50 I
tropolon 0,39 <0,78 0,39 ND
MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBIC = minimalni biofilm inhibujici koncentrace;
MBEC = minimalni biofilm eradikujici koncentrace; | = byla pozorovana interference s tvorbou

biofilmu, bylo zabranéno tvorbé biofilmu pfi nizsi koncentraci nez, byla hodnota MIC; x = nebyla
pozorovana interference s tvorbou biofilmu; ND = nebylo stanoveno

46



50 mmol-I'!
25 mmol-I!
12,50 mmol-I'
6,25 mmol-I"!
3,13 mmol-I"
1,56 mmol-I"!
0,78 mmol-I"!

NN Wi et

Obrazek 19: Stanoveni MIC mikrodilu¢ni metodou u kmne S. epidermidis (CCM 7221).
PK = pozitivni kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativni kontrola (BHI);
testované latky: 10 = kyselina 2,4-dihydroxyskoficova; 15 = kyselina isoferulicova;
18 = naringeninin; 21 = resveratrol; 24 = kyselina sinapova.

PK 10 10 15 15 18 18 21 21 24 24 NK

RS N

100 mmol-I"!
50 mmol-I"!
25 mmol-I"

12,50 mmol-I' |
6,25 mmol-I" |
3,13 mmol-I"
1,56 mmol-I'’
0,78 mmol-I"!

Obrazek 20: Interference s tvorbou biofilmu u kmene Staphylococcus epidermidis (CCM
7221). PK = pozitivni kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativni kontrola
(BHI); testované latky: 10 = kyselina 2,4-dihydroxyskoticova; 15 = kyselina isoferulicova;

18 = naringeninin; 21 = resveratrol; 24 = kyselina sinapova.
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4.6 Stanoveni antibiofilmové aktivity

V posledni €asti této prace byla testovana antibiofilmova aktivita u referencniho kmene
pro detekci biofilmu S. epidermidis CCM 7221. Zda testovana latka pusobi na narostly
biofilm, bylo vizualizovano pfidanim barviva resazurinu. Podle zmény zbarveni z modré
na ruzovou po 30 minutové a 24 hodinové inkubaci pii teploté¢ 37 °C byla stanovena
viabilita bunék.

Z divodu generaéni doby bakterie byla odecitdna antibiofilmova aktivita
po 30 minutové inkubaci, pfi které bylo pozorovano modré zbarveni pouze u 3 latek:
karvakrolu (50 mmol-I"), katechin hydratu (25 mmol-I*) a tropolonu (12,5 mmol-1™)
(obrazek 21). Tyto 3 latky pomaleji prostupovaly do vyzralého biofilmu. Po 30 minutové
inkubaci zminéné latky neprostoupily do struktury biofilmu. Propustnost latek do biofilmu
byla zaznamenéna az po 24 hodinové inkubaci. VSechny ostatni testované latky na narostly
biofilm nepusobily, coZ znalilo rGzové zbarveni jamek jiz po 30 minutové inkubaci.
Po 24 hodinové inkubaci na biofilm nebylo pozorovano pusobeni zadné z testovanych
latek (obrazek 22).

PK gen gencuso,cuso, 3 3 4 4 26 26 NK

100 mmol-I"!
50 mmol-I’
25 mmol-I'

12,50 mmol-I"!
6,25 mmol-I"
3,13 mmol-I'’
1,56 mmol-I'’
0,78 mmol-I"!

N

p—
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" il b > i B

e eppp——— e TE

Obrazek 21: Vysledek stanoveni antibiofilmové aktivity testovany u kmene
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) odecteny po 30 minutach plsobeni resazurinu.
PK = pozitivni kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativni kontrola (BHI);
testované latky: gen = gentamicin; CuSO, = siran méd’naty; 3 = karvakrol; 4 = katechin
hydrat; 26 = tropolon.
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Obrazek 22: Vysledek stanoveni antibiofilmové aktivity testovany u kmene
Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) odecteny po 24 hodinach pisobeni resazurinu.
PK = pozitivni kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativni kontrola (BHI);
testované latky: gen = gentamicin; CuSO,4 = siran méd’naty; 3 = karvakrol; 4 = katechin
hydrat; 26 = tropolon.
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5 DISKUZE

Diplomova prace je zaméfena na studium antimikrobidlni aktivity 26 piirodnich latek,
gentamicinu a siranu médnatého. Mikrodiluéni metodou byla stanovena minimalni
inhibuje rGst a mnoZeni testované bakterie. Dale bylo zjistovano, zda se jednd o latku
s bakteriostatickym nebo baktericidnim u¢inkem. U referen¢niho kmene Staphylococcus
epidermidis CCM 7221 byla testovana antibiofilmova aktivita a interference s tvorbou
biofilmu.

Antimikrobidlni aktivita byla testovana na celkem 9 bakteridlnich kmenech, které
zahrnovaly 6 referencnich kment a 3 klinické izolaty. Jako referencni kmeny byly pouzity
S. epidermidis CCM 7221, S. aureus CCM 3953, S. aureus CCM 4223, B. cenocepacia
LMG 16656, P. aeruginosa CCM 3955, P. aeruginosa CNCTC 5537. Klinické bakterialni
kmeny byly vykultivované ze vzorkli sputa od pacientl trpicich cystickou fibr6zou
a jednalo se o kmeny B. cenocepacia CF5/358, P. aeruginosa CF5/362, S. maltophilia
CF5/363.

Mezi faktory, které mohly ovlivnit antimikrobialni G¢innost latek, patii napf. slozeni
kultivaéniho média, testované mikroorganismy, extrakéni metoda, pH a rozpustnost
vzorku v kultiva¢nim médiu (Rios a kol., 1988). Podle studie Aleksic a Knezevic (2014)
antimikrobialni aktivitu komplikuje Spatnd rozpustnost ptfirodnich latek a nestabilita.
Pro zvySeni rozpustnosti se pouzivaji latky Tween 80 nebo dimethylsulfoxid, které ale maji
antimikrobialni Gi¢inek. Rada testovanych latek byla v BHI $patn& rozpustna, coz mohlo
nasledné negativné ovlivnit jejich antimikrobialni ptisobeni (pfiloha 1).

Z hlediska antimikrobialni aktivity bylo nejzajimavéjSich 5 latek, zahrnujici
gentamicin, siran méd’naty, kyselina gallova, kyselina salicylhydroxamova a tropolon.

Vysledky testovani prezentované v této praci ukazuji, Ze gentamicin pulsobil
baktericidnd pii hodnotich MIC 2 pg:ml™ pro S.aureus CCM 3953 a 4 pgml?
pro S. aureus CCM 4223, 1 pgmlt pro P. aeruginosa CCM 3955, 2 ugml™
pro P. aeruginosa CNCTC 5537 a 4 pg-ml™ pro P. aeruginosa CF5/362.

Ve studii Rodrigues a kol. (2017) byla testovana antimikrobialni aktivita gentamicinu
proti kmentim S. aureus a P. aeruginosa. U téchto kmenti byla mikrodilu¢ni metodou
zjisténa hodnota MIC a MBC. Hodnota MIC gentamicinu pro kmen S. aureus byla
12,5 pg'ml™ a MBC 100 pg:ml™. U bakterialniho kmene P. aeruginosa byla stanovena
MIC gentamicinu 12,5 ug-ml™a MBC 25 pg-ml™. Ve studii byl pouzit Mueller-Hintondv

bujon a vytvorena bakterialni suspenze méla hodnotu 1 McFarlanda.
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Zvysledki vyplyva, ze v této praci byl pozorovan vétsi antimikrobidlni efekt
gentamicinu na testované kmeny nez ve studii Rodrigues a kol. (2017). Rozdilné vysledky
hodnot MIC mohou byt zplsobeny napf. pouzitim kment sniz$i citlivosti
na antimikrobidlni latky nez v této praci. Ve studii byl pouzit také jiny typ média
s odlisnou hustotou zakalu, coz také mohlo ovlivnit naméfené hodnoty MIC.

Citlivost ke gentamicinu byla také testovana metodou E-test . Byly zjistény odchylky
mezi vysledky MIC stanovenymi mikrodiluéni metodou a E-testem u grampozitivnich
kmeni: S. epidermidis CCM 7221, S. aureus CCM 3953 a S. aureus CCM 4223. Hodnoty
MIC ziskané z E-testu u tSchto kmend byly 4 pg-ml?, 0,75 pgml* a 0,75 pgmi™.
Vysledné hodnoty MIC zjisténé mikrodiluéni metodou byly pro uvedené kmeny
>64 pg-ml™?, 2 pg-ml™*a 4 ug-ml™. Vysledky hodnot MIC stanovenych u gramnegativnich
bakterii se nelisily.

Srovnanim mikrodilu¢ni metody a E-testu se zabyvala studie Prakash a kol. (2008),
ve které bylo testovano MIC vankomycinu proti meticilin-rezistentnimu kmenu S. aureus
(MRSA). V uvedené studii byly prokazany odchylky hodnot MIC mezi pouzitymi
metodami, coz odpovida vysledkim prezentovanych v pfedlozené diplomové praci.
Odchylky mezi vysledky MIC ziskanymi z jednotlivych metod mohou byt zplsobeny
napf. jinou varkou pouzitého bujonu, pouzitim suspenze pro inokulaci o jiném zakalu
atd. Metoda E-test je ovliviiovana nejvice schopnosti difuze antibiotika do agaru na rozdil
od mikrodiluéni metody, kde naopak mohou vznikat odchylky béhem tvorby koncentra¢ni
fady (Amsler a kol., 2010).

Mikrodilu¢ni metodou byla zjisténa hodnota MIC siranu méd’natého pro testované
kmeny Vv rozmezi 6,25-12,5 mmol-I". Na grampozitivni kmeny pisobil siran médnaty
bakteriostatickym Uc¢inkem na rozdil od gramnegativnich, kde byl pozorovan baktericidni
ucinek. Ve studii FeBler a kol. (2017) se vyrazné nelisila zjisténa hodnota MIC
u testovaného kmene S. aureus RN4220, kterd byla 6 mmol-1™. Vysledky hodnot MIC
ziskané v experimentalni ¢asti této prace se shoduji s poznatky uvedené ve studii.

Pii testovani kyseliny gallové byl pozorovan bakteriostaticky G¢inek na grampozitivni
kmeny a naopak baktericidni u¢inek na gramnegativni kmeny. Hodnota MIC byla u vsech
testovanych kmenti 25 mmol-I?, coz odpovida koncentraci 4,25 pg-ml™. Ve studii
Sanhueza a kol. (2017) byla testovana antimikrobialni aktivita kyseliny gallové ziskana
z hroznovych vyliskd proti referencnim kmentim S. aureus ATCC 6538 a E. coli ATCC
25922 a klinickym izolatim S. aureus (8298-2 a 8275), meticilin-rezistentni S. aureus
(622-4 a 97-7) a E. coli (33.1, 16.1 a A2UC). Hodnota MIC pro testované kmeny byla

v rozmezi od 1 500 do 3000 pg-ml™.
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Vysledné hodnoty MIC fenolovych kyselin proti kontrolnimu kmenu S. aureus ATCC
6538 ziskané v uvedené studii byly porovnany s vysledky MIC ptirodnich latek proti
kmenam S. aureus (CCM 3953) a S. aureus (CCM 4223) pouzitych v experimentalni ¢asti
této prace (tabulka 17). Pii testovani antimikrobialni aktivity kyseliny gallové a dalSich
fenolovych kyselin vV ramci prezentované diplomové prace bylo dosazeno lepsi G¢innosti
u testovanych bakteridlnich kmentl, nez ve zminéné studii. Rozdil mezi vysledky miize byt
dan napf. citlivosti testovanych kment nebo pouzitym bujénem pro testovani, jak bylo
zminéno diive. Bakteriostaticky a baktericidni u¢inek fenolovych kyselin nelze srovnat,

protoze ve studii Sanhueza a kol. (2017) nebyla uvedena hodnota MBC a MBS.

Tabulka 17: Srovnani vysledkt MIC u kmene S. aureus ATCC 6538 ze studie Sanhueza a
kol. (2017) a testovanych kment S. aureus (CCM 3953)
a S. aureus (CCM 4223)

MIC [pg-ml™]

Samostatné fenolové  Fenolové slouceniny Samostatné fenolové

Latka slou¢eniny z extraktu * slouceniny
ATCC 6538 ATCC 6538 CCM 3953 CCM 4223

K. gallova 1500 47 4,25 4,25
K. syringova 625 39 2,48 2,48
p- k. kumarova 1500 24 8,21 8,21
K. protokatechova 750 23 3,85 1,93

* fenolové slouceniny ziskané z extraktu hroznovych vyliska

Kyselina salicylhydroxamova byla uc¢inngjsi na gramnegativni bakterie
nez grampozitivni. Ve studii Algadi a kol. (2017) byla difuzni diskovou metodou
prokdzana antimikrobialni aktivita proti kmenim Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853 a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Kyselina
salicylhydroxamova nepusobila na grampozitivni kmen Bacillus subtilis NCTC 8236.
Stanovend zvySend antimikrobidlni aktivita kyseliny salicylhydroxamové proti
gramnegativnim kmentim v uvedené studii potvrdila vysledky ziskané v rdmci této prace.
Vyjimkou byl kmen S. aureus ATCC 25923, ktery byl ve studii G¢inn¢ inhibovan
kyselinou salicylhydroxymovou.

Nejucinngjsi latkou pfi testovani antimikrobialni aktivity pro vSechny pouzité kmeny
byl tropolon s hodnotou MIC 0,39 mmol-I™. U této latky nelze srovnat namé&fené hodnoty
MIC s jinymi vysledky, protoze dosud nebyla provedena studie antimikrobialni aktivity
tropolonu na bakterialni druhy pouzité v této praci.

Ve studii Donlin a kol. (2017) byl testovan tropolon a jeho derivaty na kvasinku

Cryptococcus neoformans. Tropolon neptisobil cytotoxicky a inhiboval rust kryptokoka
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pfi hodnoté MIC 0,024 mmol-I". Neju¢inngjsim inhibitorem byl thiotropolon, derivat
tropolonu, s hodnotou MIC 0,0002 mmol-1™.

Dale byla v ramci prezentované diplomové prace testovana schopnost tvorby biofilmu
pomoci modifikované Christensenovy metody V mikrotitracnich destickdch. Bakterialni
kmen S. maltophilia CF5/363 jako jediny z deviti testovanych kment netvofil biofilm.
Ve studii Madi a kol. (2016) bylo na prikaz tvorby biofilmu otestovano celkem 42 kmeni
S.  maltophilia izolovanych =z pacienti s cystickou fibrézou. Byly zjistény
jak biofilmpozitivni, tak biofilmnegativni kmeny.

Pomoci Christensenovy metody Pinheiro a kol. (2016) sledovali tvorbu biofilmu
u Dbakterialnich kmenti Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus haemolyticus
izolovanych z krve pacientll z brazilské nemocnice. U kmene S. epidermidis byl zjistén
vétsi pocet biofilmpozitivnich bakterii nez u S. haemolyticus. V této studii bylo pouzito
jiné médium tzv. tryptézo-soéjovy bujon (TSB) s ptidavkem 2% glukoézy na rozdil od zde
pouzitého BHI s 0,25% piidavkem glukozy.

Studie Stepanovi¢ a kol. (2007) se zabyvala jednotlivymi kroky pii prikazu tvorby
biofilmu u stafylokoki. Zjistili, Ze nejvétsi odchylky od spravného vysledku mohou
vzniknout béhem testovani pii promyvani desti¢ek a volbé vhodného média. Kvuli
zabranéni naruSeni integrity biofilmu doporucuji minimalné¢ 3 opakované promyti
za pouziti mikropipety. Jako kultivacni médium je nejcastéji uzivan trypt6zo-soéjovy bujon
(TSB). Dalsim uzivanym médiem je BHI. U obou médii je doporucovan 0,25% az 4%
ptridavek glukozy.

Ptidavkem gluko6zy do kultivaéniho média se zvySuje schopnost bakterii tvofit biofilm.
To bylo prokazano ve studii Mathur a kol. (2006), ve které bylo testovano 152 klinickych
izolati Staphylococcus spp. Ze 152 izolati bylo v médiu bez glukézy stanoveno pouze
7 biofilmpozitivnich kmenl. Po pfidani 2% glukézy do BHI se zvysil pocet
biofilmpozitivnich kment na 70. Ve studii Veh a kol. (2015) a Knobloch a kol (2002) byla
také pro zlepSeni schopnosti bakterii rlist ve formé biofilmu pfidana gluk6za do média.

U kmene S. epidermidis CCM 7221 byla navic testovana schopnost interference
pfirodnich latek, gentamicinu a siranu médnatého na tvorbu bakteridlniho biofilmu
a antibiofilmova aktivita. Nejsiln€j$i interferencni uCinek byl zjistén u péti testovanych
latek: kyselina 2,4-dihydroxyskoticova, kyselina isoferulicova, naringeninin, resveratrol
a kyselina sinapova. Rust a mnozeni pfi téchto koncentracich latky neni inhibovano,
ale bakterie roste v planktonni form¢, coz ma vyznam napf. pii antibiotické terapii. Bunky
Vv planktonické formé jsou lépe eradikovany pii pouziti antibiotik, mechanické ocisté
a dezinfekci nez bunky v biofilmu.
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Interferenci pfirodni latky geraniolu na tvorbu bakteridlniho biofilmu u kmene
S. epidermidis se zabyvala studie Kannappan a kol. (2017). Hodnota MBIC geraniolu byla
200 pg-ml™a MIC byla 512 pg-ml™. Tato piirodni latka pisobila interferenéné pfi nizsich
koncentracich nez MIC, jako vySe zminéné latky, které byly testovany
V ramci prezentované prace.

Antibiofilmova aktivita byla testovana u kmene S. epidermidis CCM 7221. Zadna
z testovanych latek nebyla G¢inna natolik, aby prostoupila do struktury vyzralého biofilmu.

Bakterie se schopnosti rist ve formé¢ biofilmu jsou odolnéjsi viici plsobeni
antimikrobialnich latek. Problémem je, Ze hodnota MIC a MBC antibiotik proti bakteriim
rostoucim ve formé biofilmu je 100-1000 krat vyS$i nez u bakterii rostoucich
v planktonické formé. Také jsou tyto bakterie 150—3000 krat odolngjsi vici pasobeni
dezinfekénich prostiedkl (Paraje, 2011).

Stejnou problematikou se zabyvala studie Hola a kol. (2004), ve které bylo pouZito
45 kment S. epidermidis izolovanych z hemokultur pacientd s ptiznaky sepse. Ve studii
byl pouzit stejny referenéni biofilm pozitivni kmen S. epidermidis CCM 7221. Prace
se zabyvala antimikrobidlni aktivitou antibiotik a porovnanim hodnot MIC s minimalni
biofilm inhibujici koncentraci (MBIC) a minimdlni biofilm eradikujici koncentrace
(MBEC). Hodnoty MBIC i MBEC mnohonésobné piesahovaly hodnoty MIC. Vysledkem
této studie je zjisténi, ze pouhé stanoveni MIC nestaci ke zjisténi koncentrace antibiotika,

ktera je schopna u¢inn¢ zlikvidovat mikrobialni bunky v biofilmu.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byla mikrodiluéni metodou testovana antimikrobidlni aktivita
26 ptirodnich latek, gentamicinu a siranu médnatého. Celkové nejucinnéjsi latkou byl
tropolon, ktery inhiboval rist vSech 9 testovanych bakteridlnich kment jiz pfi velmi
nizkych koncentracich.  Zcela neucinné byly latky krocin, kurkumin, hesperetin,
naringenin a resveratrol.

Pti prikazu tvorby biofilmu byla pouzita Christensenova metoda v mikrotitracnich
destickach. Bylo zjisténo, Ze jen jeden bakterialni kmen Stenotrophomonas maltophilia
(CF5/363) z testovanych netvofil biofilm.

Otestovanim antibiofilmové aktivity na bakterialnim kmeni S. epidermidis CCM 7221
bylo prokazano, ze zadna z testovanych latek nepisobila na narostly bakterialni biofilm.
Nékteré latky (kyselina 2,4-dihydroxyskoficova, kyselina isoferulicova, naringeninin,
resveratrol a kyselina sinapova) ovSem pusobily interferenéné na schopnost tvorby
biofilmu v nizsich koncentracich nez je MIC.

VétSina prirodnich latek byla u¢innd pifi vysokych koncentracich. Ptirodni latky
by se mohly uzivat v kombinaci s antibiotiky, kdy by mohlo dojit ke snizeni potfebné
davky nebo ke zvySeni uc¢innosti antibiotika. Pisobenim piirodnich latek muze dojit
k zabranéni schopnosti bakterie vytvaret biofilm, kdy bakterie v planktonni formé mohou
byt ucinngji 1éCeny s pouzitim nizsi davky antibiotika, neZ pfi eradikaci bakterii rostoucich

ve formé biofilmu.
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8 PRILOHY

Priloha 1: Informace o testovanych latkach

Mw navazka  koncentrace rozpustnost v

[g'mol™]  [mg] [ng-mI™*]* BHI

Nazev latky
[mmol-1"]

gentamicin 477,60 191,04 47,76 R
siran méd’'naty 249,69 99,88 24,97 R
k. azelaova 188,22 75,29 18,82 R
k. kavova 180,16 72,06 18,02 R
karvakrol 150,22 60,09 15,02 R
katechin hydrat 290,27 116,11 29,03 12,50
p-kyselina kumarova 164,16 65,66 16,42 12,50
krocin B 976,96 390,78 97,70 R
kurkumin 368,38 147,35 36,84 1,56
K. 2,6-dihydroxybenzoova 154,12 61,65 15,41 R
k. 3,5-dihydroxybenzoova 154,12 61,65 15,41 R
K. 2,4-dihydroxyskoficova 180,16 72,06 18,02 12,50
k. gallova 170,12 68,05 17,01 R
hesperetin 302,28 120,91 30,23 3,13
K. 4-hydroxybenzoova 138,12 55,25 13,81 R
K. 4-hydroxyfenyloctova 152,15 60,86 15,22 R
k. isoferulicova 194,18 77,67 19,42 25
k. isovanilova 168,15 67,26 16,82 12,50
k. kynurenova 189,17 75,67 18,92 12,50
naringenin 272,25 108,90 27,23 N
k. stavelova 90,02 36,01 9,00 R
k. protokatechova 154,12 61,05 15,41 12,50
resveratrol 228,28 91,31 22,83 N
k. salicylova 138,12 55,25 13,81 50
k. salicylhydroxamova 153,14 61,26 15,31 12,50
K. sinapova 224,21 89,68 22,42 12,50
k. syringova 198,17 79,27 19,82 25
tropolon 122,12 48,85 12,21 R

* pro roztok o koncentraci 100 mmol-I"; R = rozpustnd od nejvyssi testované koncentrace;
N = nerozpustna



Priloha 2: Vysledek testovani antimikrobialni aktivity v koncentracich ug-ml'1 u
kmene S. epidermidis (CCM 7221), S. aureus (CCM 3953) a S. aureus (CCM 4223)

) CCM 7221 CCM 3953 CCM 4223
Latka MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
gentamicin >64 - - 2 - 2 4 - 4
siran méd’naty 156 156 3,12 15 156 3,12 1,56 156 3,12
k. azelaova 1,18 1,18 235 2,35 - 2,35 2,35 - 2,35
k. kavova 225 225 9,01 1,13 113 225 225 225 451
karvakrol 0,47 - 0,47 <0,12 - - <0,12 - -
katechin hydrat 7,26 7,26 - 14,52 - 1452 1452 14,52 29,03
p-k. kumarova 2,05 - 2,05 821 - 821 821 821 1642
krocin B >9,77 - - >9,77 - - >9,77 - -
kurkumin >36,84 - - >36,84 - — >36,84 - -
K. 2,6-dihydroxybenzoova 3,85 - 385 3,85 - 385 385 - 3,85
k. 3,5-dihydroxybenzoova 3,85 - 3,85 193 193 771 38 38 7,71
K. 2,4-dihydroxyskoficova 4,51 - 451 451 451 901 901 9,01 18,02
k. gallova 425 425 851 425 425 851 425 425 851
hesperetin >30,23 - - >30,23 - — >30,23 - -
K. 4-hydroxybenzoova 1,73 - 1,73 345 - 345 345 345 691
k.4hydroxyfenyloctova 3,81 - 381 381 - 381 38L 381 761
k. isoferulicova 9,71 971 - 971 9,71 - 9,71 9,71 -
k. isovanilova 2,10 210 - 2,10 210 - 2,10 2,10 -
k. kynurenova 4,73 — 4,73 473 473 — 4,73 4,73 -
(£)-naringenin >27.23 - - >27,23 - - >27,23 - -
k. $tavelova 0,56 056 1,13 1,13 1,13 225 1,13 1,13 2,25
k. protokatechuova 193 193 38 38 38 7,71 1,93 193 3,85
resveratrol >22,83 - - >22,83 - — >22,83 - -
k. salicylova 1,73 1,73 3,45 1,73 1,73 3,45 1,73 1,73 345
k.salicylhydroxamova 1,91 1,91 — 3,83 3,83 — 3,83 3,83 —
k. sinapova 280 280 561 2,80 - 2,80 1,40 1,40 2,80
k. syringova 2,48 - 248 248 248 496 248 248 991

tropolon 005 005 038 <010 <010 0,76 <0,10 <0,10 1,53




Priloha 3: Vysledky testovani antimikrobialni aktivity v koncentracich ug-ml'1 u

kmeni B. cenocepacia (LMG 16656), B. cenocepacia (CF5/358)a S. maltophilia

(CF5/363)

) LMG 16656 CF5 358 CF5 363
Latka MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
gentamicin >64 - - >64 - - >64 - -
siran méd’naty 3,12 - 3,12 3,12 - 3,12 1,56 156 3,12
k. azelaova 2,35 235 471 4,71 - 4,71 1,18 1,18 2,35
k. kavova 4,51 451 18,02 18,02 — 18,02 1,13 1,13 2,25
karvakrol <0,12 - - 0,12 0,12 047 <012 <0,12 0,23
katechin hydrat 7,26 - 7,26 14,52 14,52 29,03 14,52 - 14,52
p-k. kumarova 8,21 - 8,21 8,21 8,21 16,42 1,03 1,03 2,05
krocin B >9,77 - - >9,77 - - >9,77 - -
kurkumin >36,84 - - >36,84 — — >36,84 - —
k.2,6-dihydroxybenzoova 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85 1,93 193 3,85
k.3,5-dihydroxybenzoova 1,93 193 3,85 3,85 — 3,85 1,93 193 3,85
k.2,4-dihydroxyskoficova 4,51 451 9,01 9,01 9,01 — 451 - 4,51
k. gallova 4,25 - 4,25 4,25 - 4,25 4,25 - 4,25
hesperetin >30,23 - - >30,23 — — >30,23 - —
K. 4-hydroxybenzoova 3,45 — 3,45 3,45 — 3,45 1,73 1,73 345
K. 4-hydroxyfenyloctova 1,90 190 3,81 3,81 — 3,81 3,81 - 3,81
k. isoferulicova 4,86 486 9,71 9,71 9,71 - 486 486 9,71
k. isovanilova 2,10 - 2,10 2,10 210 421 2,10 - 2,10
k. kynurenova 2,37 2,37 473 473 4,73 — 4,73 - 4,73
(£)-naringenin >27.23 - - >27,23 - - >27,23 - -
k. stavelova 1,13 - 1,13 1,13 - 1,13 0,56 - 0,56
k. protokatechuova 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85
resveratrol >22,83 - - >22,83 — — 22,83 - 22,83
k. salicylova 1,73 - 1,73 1,73 1,73 3,45 0,86 086 1,73
k. salicylhydroxamova <0,12 - - 0,48 0,48 0,96 0,48 0,48 3,83
K. sinapova 5,61 561 11,21 5,61 - 5,61 2,80 - 2,80
k. syringova 1,24 1,24 2,48 248 248 4,96 1,24 1,24 2,48
tropolon <0,10 — - <0,10 — - <0,10 - —




Priloha 4: Vysledky testovani antimikrobialni aktivity v koncentracich ug-ml'1 u

kmenia P. aeruginosa (CCM 3955), P. aeruginosa (CNCTC 5537)a
P. aeruginosa (CF5/362)

] CCM 3955 CNCTC 5537 CF5 362
Latka MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
gentamicin 1 — 1 2 - 2 4 — 4
siran méd’naty 3,12 - 3,12 3,12 - 3,12 3,12 - 3,12
k. azelaova 4,71 - 4,71 4,71 - 4,71 2,35 — 2,35
k. kdvova 18,02 - 18,02 18,02 - 18,02 9,01 9,01 18,02
karvakrol 1,88 - 1,88 0,47 - 0,47 1,88 - 1,88
katechin hydrat 29,03 29,03 1452 1452 29,03 14,52 — 14,52
p-k. kumarova 821 821 1642 821 821 1642 8,21 821 16,42
krocin B >9.77 — - >9,77 - - >9,77 - -
kurkumin >36,84 - - >36,84 - - >36,84 — -
k. 2,6-dihydroxybenzoova 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85 3,85 — 3,85
k. 3,5-dihydroxybenzoova 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85 3,85 — 3,85
k. 2,4 dihydroxyskoficova 9,01 9,01 18,02 9,01 9,01 - 9,01 9,01 -
k. gallova 4,25 - 4,25 4,25 — 4,25 4,25 - 4,25
hesperetin >30,23 - - >30,23 — - >30,23 — -
K. 4-hydroxybenzoova 3,45 3,45 6,91 3,45 3,45 6,91 3,45 3,45 6,91
k. 4-hydroxyfenyloctova 381 381 761 381 381 761 190 1,90 381
k. isoferulicova 19,42 — — 19,42 19,42 — 19,42 19,42 —
k. isovanilova 4,21 4,21 - 4,21 4,21 - 4,21 4,21 -
k. kynurenova 4,73 4,73 - 4,73 4,73 - 4,73 4,73 -
(£)-naringenin >27,23 - - >27,23 - - >27,23 - -
k. stavelova 1,13 - 1,13 1,13 - 1,13 0,56 - 0,56
k. protokatechuova 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85 3,85 - 3,85
resveratrol >22.83 - - >22.83 - - >22.83 — -
k. salicylova 1,73 1,73 345 1,73 1,73 345 0,86 086 1,73
k. salicylhydroxamova 0,48 0,48 7,66 0,48 0,48 1531 <0,12 <0,12 3,83
k. sinapova 5,61 - 5,61 5,61 - 5,61 2,80 2,80 5,61
k. syringova 2,48 2,48 4,96 2,48 2,48 4,96 2,48 2,48 4,96

tropolon 005 005 0,10 005 005 076 <010 <0,10 0,38




