0 TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
Fakulta zdravotnickych studii [ |

Studium biofilmove rezistence na vybrane

spektrum antibiotik

Bakalaiska prace

Studiini program:  B3944 - Biomedicinska technika

Studijni obor: 3901R032 - Biomedicinska technika

Autor prdce: Petra Subrtova

Vedouci prdce: doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.
Liberec 2017



TECHNICAL UNIVERSITY OF LIBEREC
Faculty of Health Studies [

Study of Biofilm Resistance on Chosen
Antibiotic Spectra

Bachelor thesis

Study programme:  B3944 - Biomedical Technology

Study branch: 3901R032 - Biomedical Technology
Author: Petra Subrtova
Supervisor: doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

Liberec 2017



Technicka univerzita v Liberci
Fakulta zdravotnickych studii
Akademicky rok: 2015/2016

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Petra Subrtova

Osobni ¢islo: D15000154

Studijni program: B3944 Biomedicinska technika

Studijni obor: Biomedicinska technika

Néazev tématu: Studium biofilmové rezistence na vybrané spektrum
antibiotik

Zadavajici katedra: Fakulta zdravotnickych studii



Zisady pro vypracoviani:

Cile prace:

Vypracovini reSerSe na dané téma: biofilmové rezistence na antibiotika. Vybér biofilm pozi-
tivnich bakteridlnich kmeni a jejich kultivace. Vybér vhodného spektra antibiotik vzhledem
k testovanym bakteridlnim kmentim, zjisténi MIC (minimélni inhibi¢ni koncentrace testova-
biofilmu). Testy budou provadény modifikovanou Christensenovou zkumavkovou metodou.
Teoreticka vychodiska (v&etné vystupu z BP):

V laboratofi budou kultivovény a testovany vybrané biofilm-pozitivni mikrooragnismy. K je-
jich kultivaénimu médiu (BHI) budou pfidavéna vybrané antibiotika v riizném fedéni a bude
zjistovana MIC a MBEC. Vybér testovanych mikroorganismii a antibiotik bude provadén dle
modelu redlnych situaci (konzultace v KNL - oddéleni Klinickd mikrobiologie a virologie).
V rameci studia bude sledovana riistova rychlost mikroorganismi, ktera dle literdrnich zdroji
v biofilmu ovliviiuje jeho citlivost na antibiotika.

Vyzkumné otazky:

Hlavni vyzkumnou otédzkou prace: jaka je MIC a MBEC u konkrétnich mikroorganismi a tes-
tovanych antibiotik. Jaky vliv ma citlivost testovanych antibiotik na riistovou rychlost mikro-
organismi. Dalsim vystupem je pfehled vhodnych antibiotik na biofilm-pozitivni bakteriilni
kmeny.

Metoda:

Kvantitativni

Technika prace, vvhodnoceni dat:

Jedné se o praci experimentélni (laboratorni).

Prace v mikrobiologické laboratori - vlastni testovani, optimalizace metody, studium a testo-
vani MIC a MBEC.

Ziskané vysledky (data) budou zpracovana pomoci grafickych softwart a vypocetnich metod.
Vizualizace bude provadéna pomoci optického mikroskopu. Dle dosaZzenych vysledkii bude
provedeno vyhodnoceni jednotlivych zadanych tkoli a vyzkumnych otéazek.

Misto a ¢as realizace vyzkumu:

Préce bude probihat v laboratofich Ustavu zdravotnickych studii TUL v mésicich kvéten az
listopad.

Vzorek:

Hodnocenym vzorkem budou vybrané bakteridlni kmeny G+ a G- bakterii, ddle spektrum
antibiotik.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy: 50 - 70
Forma zpracovani bakaldfské prace: tisténd/elektronicka
Seznam odborné literatury: viz pfiloha

Vedouci bakalafské prace: doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

Katedra chemie

Datum zadéani bakaldrské price: 1. srpna 2016
Termin odevzdani bakalaiské prdace: 30. dubna 2017

A ’ ’ Lot ; Mgr. Marie Froikova
. povéfena vedenim fakulty

V Liberci dne 30. listopadu 2016



Priloha zadani bakalarské prace

Seznam odborné literatury:

1. RULIK, M. Mikrobidlni biofilmy. Univerzita Palackého v Olomouci, 2011.
ISBN 978-80-244-2747-8.

2. RUZICKA, F., V. HOLA a M. VOTAVA. MoZnosti prikazu tvorby biofilmu
v rutinni mikrobiologické praxi. Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie. 2006,
1(55), 2329. ISSN 1210-7913.

3. DJORDJEVIC, D., M. WIEDMANN a L. A. MCLANDSBOROUGH.
Microtiter Plate Assay for Assessment of Listeria monocytogenes Biofilm
Formatien. Applied and Environmental Microbiology. 2002, 68(6), 2950 - 2958.
ISSN 0099-2240.

4. SCHINDLER, J. Mikrobiologie: pro studenty zdravotnickych obora. Praha:
Grada, 2010. ISBN 978-80-247-3170-4.

5. SCHINDLER, J. Mikrobiologie: pro studenty zdravotnickych oboru. 2., dopl.
a preprac. vyd. Praha: Grada, 2014.

ISBN 978-80-247-4771-2.

6. BROWN, M. R. W., D. G. ALLISON a P. GILBERT. Resistance of bacterial
biofilms to antibiotics a growth-rate related effect? Journal of Antimicrobial
Chemotherapy. 1988, 22(6), 777 - 780. ISSN 0305-7453.

7. MAH, T. C a G. A O°TOOLE. Mechanisms of biofilm resistance to
antimicrobial agents.Trends in Microbiology. 2001, 9(1), 3439. ISSN 0966-842X.
8. STEWART, P. S. Mechanisms of antibiotic resistance in bacterial biofilms.
International Journal of Medical Microbiology. 2002, 292(2), 107 - 113. ISSN
1438-4221.

9. STEWART, P. S. a J. W. COSTERTON. Antibiotic resistance of bacteria in
biofilms. The Lancet. 2001, 358(9276), 135 - 138.

ISSN 0140-6736.

10. DOBROVOLNA, L. Biochemické aspekty uZivini antibiotik [online]. Brno,
2010 [cit. 2016-03-28]. Dostupné

z:https://is.muni.cz/th /220879 /pedf_b/Bakalarska_prace.pdf. Bakalifska price.
Vedouci prace Mgr. Petr Ptaéek, Ph.D.



Prohlaseni

Byla jsem seznamena s tim, ze na mou bakalaiskou préci se plné vzta-
huje zékon €. 121/2000 Sb., o prévu autorském, zejména § 60 - Skolni
dilo.

Beru na védomi, Zze Technickd univerzita v Liberci (TUL) nezasahuje do
mych autorskych prav uzitim mé bakalarské prace pro vnitini potfebu
TUL.

Uziji-li bakalarskou préci nebo poskytnu-lilicencik jejimu vyuziti, jsem
si védoma povinnosti informovat o této skuteénosti TUL; v tomto pfi-
padé mé TUL préavo ode mne pozadovat thradu nakladd, které vyna-
loZila na vytvoreni dila, az do jejich skutecné vyse.

Bakalatskou préci jsem vypracovala samostatné s pouzitim uvedené
literatury a na zékladé konzultaci s vedoucim mé bakaléiské préace
a konzultantem.

Soucasné cestné prohladuji, Ze tisténd verze prace se shoduje s elek-
tronickou verzi, viozenou do IS STAG.

Datum: 72 4. 2077

[ 8%

Podpis:



Podékovani:

Na tomto mist¢ bych rada podckovala vedouci prace doc. Mgr. Irené
Lovétinské-Slamborové, Ph.D. za jeji cenné rady, pfipominky a &as, ktery mi vénovala
pfi vytvareni mé bakalaiské prace. Déle bych chtéla pod€kovat Mgr. Marii Fronikové za
konzultace a rady pfi vytvareni citaci. A také bych chtéla podékovat svému partnerovi

a rodiné, ktefi me po celou dobu studia podporovali.



Anotace v ¢eském jazyce

Autor: Petra Subrtova
Instituce: Technicka univerzita v Liberci, Fakulta zdravotnickych studii
Nazev prace: Studium biofilmové rezistence na vybrané spektrum antibiotik

Vedouci prace:  doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

Pocet stran: 63

Pocet ptiloh: 5

Rok obhajoby: 2017

Kli¢ova slova: biofilm, testovani biofilmu, biofilmova rezistence, antibiotika,

rastova kiivka bakterii

Anotace: Obsahem této bakalarské prace je testovani vlivu konkrétniho
antibiotika na vybrané bakteridlni kmeny. Cilem bylo urc¢it nejnizsi
mozné koncentrace antibiotika, kde je stadle mozné prokazat
eradikaci biofilmu. Dal§im cilem prace bylo zjistit minimalni

inhibi¢ni koncentraci testovaného antibiotika.



Anotace v anglickém jazyce

Annotation

Author: Petra Subrtova

Institution: Technical university of Liberec, Faculty of Health Studies

Title: Study of Biofilm Resistance on Chosen Antibiotic Spectra

Supervisor: doc. Mgr. Irena Lovétinska-Slamborova, Ph.D.

Pages: 63

Apendix: 5

Year: 2017

Keywords: biofilm,  biofilm testing, biofilm rezistence, antibiotics,
growth curve of bacteria

Annotation: This bachelor thesis disserts upon testing of particular antibiotic

influence on selected bacterial phyla. The main goal was to establish
antibiotic's minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
biofilm eliminating concentration (MBEC) for selected bacterial

biofilm.



Obsah

Seznam symbolll @ ZKIatek ..........ccooviiiiiiiiiii 12
TIVOQ. vttt 13
1 TEOTEHICKA CASE...uiiiieiiiie ittt 14
L1 BIOTHM o 14
111 REZISTENCE ..ottt 16
111 Moznosti testovani biofilmu .........cceeiiiiiiiiiiii e 16

1.2 ANLIDIOUKA. .....oviiiicicc s 18
121 UGNEK ANUDIOLK . .cvvverirerirceieeieiserieesess st 18
1.2.2  Rozd¢leni antibiotik podle zpisobu inhibice...........c.cceovvviiiiininiiiiennn, 19
1.2.3  VySetieni CIIIVOSHL ....cveiieiiiiieiiieiicee e 24
124 AUGMENTIN cooiiiiiice ettt sre e e e re e e e 25
1.25  TetraCyKIiN ....ooveiiee e 25

1.3 BAKIEIIE v 26
1.4 Testovane DAKLETIC ......c.ccveeiiiiiiieiii et 28
141 ESCherichia COli......ccooioiiiiiiiiiiic e 28
1.4.2  StaphylOCOCCUS QUIBUS........ecveivreeeeriesteeteeeesteesre e steeste e e e e sreeresneenne s 28
143 MRS A s 29
1.4.1  Pseudomonas aBrugiNOSa .........ccuciueeveireeiueaieeseesreesesseesseasesseesseessesseesseens 29
141  Proteus VUIQArIS......c.ccoviiueeiiiie ittt ettt 30

2 VYZKUMNA CASE .vviiiiiiiiiiici e 31
2.1  Cile a vyzkumné predpoklady..........ccccoeviiiiiiiiiiiiiiii e, 31
2.2 MetodiKa VYZKUMU......ooiiiiiiieiicieee e 31
2.2.1  Modifikovana Christensenova zkumavkova metoda..........cccceerierrinnnnnn. 31
2.2.2  Test planktonickych bun€k biofilmu ...........ccooveiiiiiiiiiic 36
2.2.3  RTS-1C Personal BIOr€aCtOr ..........c.ccovirriieiininieesesreeeese e 37

2.3 Analyza vyzkumnych dat..........cccoriiiiiiiiiiii 40
< PSPPSR RURRRPRPR 55
Seznam POUZItE IEETATULY .......vveviiiiieiee e 57
SEZNAM TADUIEK ..o 60
SeZNAM ODTAZKIUL ... 61
SeZNAM GIafll ...oeiiiiiieee s 62
Seznam PIION ......ovie s 63



Seznam symboli a zkratek

BHI
CD
CFU
cm
DNA
G+
G-

h

KV

I

M
MBEC
mg
MH
MIC
mm
nm
MRSA
Obr.
PBP
pdf
pH
RNA
rpm
Tab.
tzv.
WHO
°C

um

Brain Heart Infusion Agar

Compact Disc

jednotky tvorici kolonie (Colony Forming Units)
centimetr

deoxyribonukleova kyselina
grampozitivni

gramnegativni

hodina

kompaktni vysev

litr

molarni hmotnost

nejnizsi koncentrace antibiotika, kde je jesté prokazana eradikace biofilmu
miligram

Miiller Hinton

minimalni inhibi¢ni koncentrace

milimetr

nanometr

Meticillin - rezistentni zlaty stafylokok
obrazek

penicillin-binding protein

Portable Document Format

sila vodiku (potential of hydrogen)
ribonukleova kyselina

otacky za minutu (revolutions per minute)
tabulka

takzvané

Svétova zdravotnicka organizace

stupent Celsia

mikrometr

12



Uvod

Jiz od vzniku zivota na na$i planeté¢ byly bakterie vzdy hlavnimi Ciniteli vSech
dilezitych udélosti. Dilezitou roli hraji v kazdodennich procesech kolem nés, naptiklad
pfi vyrobé potravin nebo rozkladu riznych materidlti. Diive bakterie zplsobovaly
epidemie a ztraty Zivotd mnoha lidi. Dnes jiz o bakteriich a jejich Zivoté vime mnoho
informaci a snazime se problémum, které bakterie zplisobuji, piedejit. Tvorba novych
bakterialnich rezistenci neustale stoupa. Vzhledem Kk vysokym nakladim na vyvoj
avyrobu antibiotik i k vysokym pozadavkim kontrolnich tfadt 1é¢iv tak mohou

zavadét nové preparaty pouze financné nejsilnéjsi spolecnosti.

cey

Pfirozenou formou Zzivota vétSiny bakterii je mikrobidlni biofilm. Bunky Zijici
Vv biofilmu se od bunck zijicich planktonicky odliSuji pfedev§im zvySenou rezistenci
vuci antimikrobidlnim latkdm, antibiotikim. V mediciné se mikrobidlni biofilmy stavaji
velkym problémem piedevSim diky své schopnosti pfilnout k povrchiim
implantovanych chirurgickych ndhrad nebo proto, diky infekcim, které komplikuji 1é¢bu
pacienta. Pfirozeny vznik rezistenci mikrobidlnich biofilmi mizeme oznacit za neustaly
boj cloveéka s ptfirodou, kde ¢loveék na jedné strané neustdle vyviji lepsi a ucinnéjsi
antibiotika nebo aplikuje antimikrobialni latky a na strané¢ druhé se na né piiroda

adaptuje a tvoii si bariéry, diky kterym je imunni.

Je dtlezité, aby pifi mikrobidlni 1écbé byla antibiotika pouzivdna v co nejnizsi
koncentraci. Zbyte¢né velké davky antibiotik pacientliv organismus pouze zatiZi, coz
muze plsobit dalsi zdravotni komplikace. Tato prace se zabyva testovanim Augmentinu
a Tetracyklinu na danych bakteridlnich kmenech a zkouménim jejich G¢inku pfi riznych
koncentracich. Tato antibiotika byla vybrana z toho diivodu, aby byly pokryty oba typy
inhibice. Augmentin je bakteriostatické a Tetracyklin bakteriocidni antibiotikum.
Velkym piinosem jsou ziskané unikatni vysledky z RST-1C Personal Bioreactor, coz je
novy pfistroj s prevratnou technologii inovativniho principu mikrobidlni kultivace, kdy
muzeme okamzité pozorovat, CO Se S testovanou bakterialni suspenzi déje. Tento pfistroj
nam umozni ziskat data, ktera jest¢ nebyla nikdy publikovand. Pro ovéfeni spravnosti

vysledkl byly pouzité dalsi postupy a metody, které potvrdily ziskané vysledky.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Biofilm

Biofilm je vrstva tvofena jednotlivymi bunikami trvale pfichycenymi k povrchu
nebo Kk okolnim bunikam, které spolu komunikuji. Zpravidla byva zachyceny
v extracelularni (mimobunécné) hmoté, ktera je vylucovana samotnou populaci
biofilmu. Jednd se o prisedlé struktury, kdy bakterie tvofi odolna spolecenstvi.
Umoznuje buitkdm lepsi adaptaci na podminky okolniho prostiedi, efektivnéjsi vyuziti
zivin a zvySenou odolnost vii¢i vn€j§im vlivim. Téz tedy napomaha ke zvySené

rezistenci bunék v biofilmu na antibiotika.

Vznik biofilmu za¢iné adsorpci organickych molekul na pevny povrch nasledovany
prichycenim mikrobidlnich bunék k tomuto povrchu. Jakmile se bakterie zachyti
K vyhovujicimu povrchu, zafnou se rozmnozovat délenim. Nasledné se mohou
shlukovat a vytvafet primarni biofilm, na ktery se mohou pfichytavat dal§i bunky
z okoli (sekundarni biofilm). RozSifuje se pomoci koagregace, tedy vazby bakterii
k bakteriim v biofilmu. Usazené buriky tvofi polymerni latky, pfedevsim polysacharidy,
které jsou jednou ze zdkladnich stavebnich sloZek biofilmové vrstvy. Plné vyzraly
biofilm neni homogenni, ale ma heterogenni strukturu. Vytvaii jej velké mnoZstvi
bun¢k rozptylenych v matrici S mezerami a kanalky naplnénymi vodou a propojenymi
s okolnim kapalnym prostfedim kvtli pfijmu zivin a odvadéni metabolitli pryc. Bakterie

Vv biofilmu Ziji v mikrokoloniich, jako jsou shluky kuZelovitého nebo houbovitého tvaru.

Ve chvili, kdy zraly biofilm dosdhne urcité bunééné hustoty, zacnou se z ncho
oddélovat bud’ jednotlivé bunky, nebo jejich shluky i s ¢astmi biofilmu. Bunky se tak
dostavaji zpét do okolniho prostfedi a mohou kolonizovat dalsi, pro né¢ vyhovujici,

povrchy.

Buiiky v biofilmu spolu metabolicky spolupracuji a diky velice blizkému kontaktu
si mohou vyménovat genetickou informaci pfenosem plazmidi a konjugaci. Timto

zpusobem se v biofilmu mohou rychle §ifit plazmidy kédujici rezistenci k antibiotikiim.
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Bakteridlni biofilmy jsou velice rozsifeny a jejich pfitomnost ma vliv na spoustu
primyslovych c¢innosti. Naptiklad v potravinaiském primyslu mohou ovliviiovat
kvalitu a bezpe¢nost potravinaiskych vyrobkid. Déle pak mikroorganismy v biofilmu
katalyzuji chemické a biologické reakce a reakce zplisobujici korozi kovii v nadrzich
I potrubich. Naopak vyuzit jich mizeme pii ¢isténi odpadnich vod, kde je biofilm
uchycen na povrchu filtru a ¢isti vodu, kterd jim protékd. Z Iékarského hlediska je

nejznamejSim biofilmem pravdépodobné plak, ktery se neustale tvoii na zubni skloving.

Pro clovéka je biofilm velkou komplikaci ve spojeni s riznymi typy infekci.
Patogenni bakterie se mohou usadit naptiklad na sliznici nebo ve tkani, kde mohou
zpusobit naptiklad srde¢ni zanét, kdy biofilm pokryva chlopen. Biofilmy se dale mohou
tvofit na cizich télesech v lidském téle (napft. katetry, kloubni nahrady nebo kontaktni
¢ocky). Tyto infekce mohou byt Casto 1é€eny pouze odstranénim implantatu, ¢imz se
zvySuje jak trauma pro pacienta, tak i ndklady na 1é€bu. Také se odhaduje, Ze biofilmy

zpiisobuji az 65% nozokomialnich infekei.

N 24

umélych implantatii zavedenych do krevniho fecisté. Jedna se tedy predevsim o katetry,
cévni protézy, kardiostimulacni elektrody nebo umélé chlopné. Biofilm, ktery se vytvori
na katetrech, se Casto stava zdrojem dalSich infekci a mize vést az k sepsi a selhani

zivotné dilezitych organt.

V dneSni dobé existuje velké mnoZstvi studii, jak se biofilmu zbavit. Jeho
odstrafiovani pomoci fyzikalnich metod, jako jsou napiiklad ultrazvuk ¢i mechanické
Cisténi, je dostatecné ucinné (60% - 70%), ale v praxi se da jen obtizné kontrolovat.
Chemické metody jsou Casto neucinné, protoZze si na né biofilm diky své vysoké
adaptivité¢ béhem kratké doby vytvoii rezistenci. Pokud nedojde k v€asnému odstranéni
biofilmu z implantat, vznik4 v téle pacienta infekce, kterd prodluzuje dobu léceni,
zvySuje naklady na lécbu a v nékterych piipadech je jejim jedinym feSenim odstranéni
implantatu z pacientova téla. Prozatim je neju¢innéjSim zptisobem odstranéni biofilmu

kombinace antibiotik a ptisobeni elektrického pole.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [1], [2], [3] a [4].
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1.1.1 Rezistence

U nékterych bakterii se pfirozené vyviji rezistence k urCitym antibiotikiim. Tento
zptisobenou nepropustnosti zevni membrany buiikky nebo produkci inaktivujicich
enzymu. Rezistence mize byt zptsobena i nedostateCnou citlivosti cilovych struktur
k antibiotiku. Je dulezité znat tyto pfirozené rezistence u danych bakterialnich druhd,
aby se predeslo problémim spojenym S neucinnosti antibiotika. Rezistence mitize
vznikat také v dusledku nespravného davkovani, nedodrzovani predepsané doby 1écby
¢i Castého a nadmérné uzivani. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) Klasifikuje

problém s rezistenci na antibiotika jako jednu z nejvétSich hrozeb pro lidské zdravi.

Vyvoj rezistenci miizeme oznacit za neustaly boj cloveéka s prirodou, kde ¢lovek na
jedné strané neustdle vyviji lepsi a G€innéjsi antibiotika a na druhé stran€ se na né
ptiroda adaptuje a tvofi si bariéry, diky kterym je imunni. Moderni éra zacala objevem
penicilinu Alexandrem Flemingem v roce 1928 a jeho vyrobou v pribéhu druhé svétové
valky. Podrobnéjsi prehled vyvoje antibiotik a naslednych rezistenci na né mizete vidét

na obrazku 16 v ptiloze A.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [5] a [6].

1.1.1 Moznosti testovani biofilmu

Jak jiz bylo zminéno vysSe, mnoZstvi rezistentnich bakterii se zvySuje predevsim
diky tvorbé jejich biofilmu, ve kterém jsou mnohem odolnéjsi neZ jako osamocené
buniky. Proto je potieba k jeho detekci pouzivat standardizované metody. Metody
délime na genetické a fenotypové. Genetické metody jsou zaloZeny na prikazu gent
kédujicich enzymy tvofici biofilm nebo na studiu genové exprese za danych podminek.
Fenotypové metody se zakladaji na kultivaci mikroorganismu a nasledném obarveni
vzniklého biofilmu (Christensenova metoda), na posouzeni vzhledu na pudach s kongo-
¢erveni, ¢i na posuzovani povrchovych vlastnosti dané bakterie. Tyto metody jsou

popsané nize.

Princip Christensenovy zkumavkové metody je zaloZzeny na kultivaci testované
bakterie ve zkumavce s tryptonosojovym bujonem nebo Brain Heart Infusion Agar

(BHI) a nasledném obarveni vzniklého biofilmu. Kultivaéni médium je zpravidla
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inokulovano mikrobidlni suspenzi o hustot¢ 1 podle McFarlandovy zakalové stupnice
tak, aby vysledna hodnota bakteridlnich bundk v médiu byla 10° — 10" bundk/ml.
Je dokazano, ze s rostouci hustotou inokula roste i denzita biofilmu. To je padny davod
pro to, aby se pouzivalo standardizované inokulum. Inkubace probihd obvykle pii
teplot¢ 37 °C vrozmezi 24 az 48 hodin. Po inkubaci jsou zkumavky vyprazdnény
a promyty destilovanou vodou a fyziologickym roztokem kvuli vyplaveni pfichycenych
bunck. Nasleduje fixace a barveni krystalovou violeti, safraninem ¢i karbolfuchsinem.
Jako biofilm pozitivni se hodnoti kmeny, které maji dobfe patrnou obarvenou vrstvu
Vv Casti, kde byla zkumavka naplnéna médiem. Jako biofilmnegativni se pak hodnoti
kmeny, které nevykazuji Zaddnou obarvenou vrstvu na sténdch zkumavky.
Diky nenaro¢nosti k laboratornimu vybaveni a jednoduchosti provedeni je tato metoda

fazena mezi nejCastéji vyuzivané metody v klinické biologii.

Casto se pouzivda modifikace Christensenovy metody pro provedeni
v mikrotitra¢nich destickdch nebo na podloznich sklech. Postup je shodny s plivodni
metodou s tim rozdilem, ze vzorky se inkubuji v mikrotitracnich destickach a nasledné
vyhodnoceni probiha spektrofotometricky. Je vyuzivana predevs§im v piipadech, kdy je

nutné testovat velké mnozstvi vzorkl najednou.

Pfi studiu biofilmu se také vyuziva mikroskopickych metod: rastrovaci i transmisni
elektronova mikroskopie, konfokalni rastrovaci laserova mikroskopie, fluorescencni
mikroskopie 1 bézna svételnd mikroskopie. Pro vSechny mikroskopické techniky je také
nutné vzorek nejprve pripravit napiiklad fixaci, barvenim, dehydrataci, suSenim nebo

fezanim.

Dal8i moznosti prikazu biofilmu je kultivace bakterii na agaru s kongocerveni.
Tento agar se pfipravuje z BHI, 5% sachar6zy a kongocervené. Nartst kolonii a jejich
vzhled se obvykle hodnoti po 24 a 48 hodinach. Pokud jsou narostlé kolonie na agaru
cerné a suché, jde o biofilm pozitivni kmen. Pokud jsou narostlé kolonie ¢ervené
a hladké, pak se jedna o biofilm-negativni kmen. OvSem vyhodnocovani je zde velice

subjektivni a Casto se stava, ze testovani biofilmu touto metodou je nevypovidajici.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [7] a [8].
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1.2 Antibiotika

Antibiotika jsou latky ptivodné¢ mikrobialniho piivodu, které jsou uzivany pro lécbu
infekénich onemocnéni. Problémy s mikrobidlnimi infekcemi jsou popisovany jiz
ve starovékém Egypté, Recku i Ciné. Moderni éra antibiotik vSak zatala objevem
penicilinu v roce 1928 Alexandrem Flemingem. Od té doby byla antibiotika vylep$ena
moderni medicinou do velké dokonalosti a zachranila miliony zivotti. Postupem casu
byl setien rozdil mezi antibiotiky a chemoterapeutiky, ktera byla vytvotfena podle vzoru
antibiotik nebo podle zpisobu jejich ucinku. Dnes se tedy hovoii piesngji

0 antimikrobialnich latkach, které ovSem z vétsi ¢asti obsahuji antibiotika.

V dnesni dobé je mozné na trhu najit ptiblizné¢ 150 druht antibiotik. Vzhledem
k pozadavkim kontrolnich tradu 1é¢iv a k pfili§ vysokym nakladim na vyrobu i vyvoj,
mohou pouze finanéné nejsilnéjsi spolecnosti zavadét nové preparaty. K tomu, aby se
mikrobialni latka dala vyuzivat jako 1ék, musi splnit celou fadu pozadavki. V prvni fadé
nesmi v zddném ohledu poSkozovat eukaryotni burniky. Déle je nutné, aby Gc¢inkovala jiz
pii nizkych koncentracich, fadové v mg/l. Dalsim pozadavkem je jejich piiméfené
rychld reakce. A v neposledni fadé¢ musi spliiovat piisné farmakologické pozadavky.
Tvorba latek s antibiotickym ucinkem byla v nejvétsi mife pozorovana u pidnich

mikroorganismu.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [9],[10] a [11].

1.2.1 Uginek antibiotik

Pokud antibiotika pouze zabrafuji riistu a mnozeni bakterii, jsou oznacovana jako
bakteriostaticka. Uginek bakteriocidni je charakterizovan usmrcovanim bakterii. Toto
rozdéleni vSak neni zcela pfesné, protoze velké mnozstvi bakteriostatickych antibiotik
pusobi ve vysSich koncentracich také bakteriocidné. Jednou z nejpouzivangjSich
anejstarSich metod pro zjisténi U¢innosti antibiotik v praxi neboli v klinickych
laboratotich je tzv. diskova difuze. Je vhodnd k testovani vétSiny bakteridlnich
patogentli, vyhovuje pro vysetfovani téméf vSech antibiotik, a navic nevyzaduje zadné
zvlastni vybaveni. U¢inek antibiotik je sledovan na agarové plotnd. Disk s agarem
nasycenym roztokem antibiotika o vhodné koncentraci se poloZi na plotnu, na které jsou

husté naockovany bakterie. Antibiotikum se §ifi ve sméru svého poloméru do agarového
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gelu. Na zivné pudé vyrostou bakterie vSude tam, kde neni antibiotikum v inhibi¢ni
koncentraci. Tim se v urcité vzdalenosti od okraje disku vytvofi inhibi¢ni zoéna. Jeji
prumér zavisi na hustoté bakterialniho inokula a difuzi antibiotika. Velikost praméru
inhibi¢ni zény pii pouziti standardniho kmene se znamou citlivosti slouzi k urceni

koncentrace antibiotik v roztocich i t€lesnych tekutinach. [9], [12]

1.2.2 Rozdéleni antibiotik podle zptsobu inhibice

Antibiotika specifickym zpisobem zasahuji do syntézy makromolekul burky.
Ackoli je antibiotik velké mnozstvi, existuje jen nékolik bunéénych procesi, u kterych

uplatiuji svoji aktivitu:

e syntéza bunécné stény

e syntéza bilkovin

e syntéza nukleovych kyselin

e alterace selektivni permeability bunééné membrany

e inhibice metabolickych drah.

Piedevsim diky omezenému poctu mist, kde muize antibiotikum pisobit, snadno
dochdzi k vytvoreni rezistence u ptvodné citlivych bunék. Vyvoj novych ucinnych

antibiotik je timto faktem vyrazné€ limitovan.

Antibiotika, inhibujici syntézu bunécné stény, jsou baktericidniho typu. Murein
(peptidoglykan), ktery tvofi bunécnou sténu, je v konecné fazi sitovan a zpevilovan
enzymy PBP (penicillin-binding protein). PBP obsahuji vazebné misto pro penicilin
a dalsi B-laktamy, jejichz struktura je ve vazebném misté podobna dipeptidu mureinu.
Po navéazani dochazi k acylaci PBP, ¢imz PBP ztraci schopnost enzymaticky sitovat
murein a buiika tak neni schopnd déleni a umird. Rlst bunécné stény inhibuji
i glykopeptidy vazici se na prekursor mureinu a zabranuji tak dalSimu sitovani. Pouziti

glykopeptidl je u€¢inné jen u grampozitivnich bakterii.

Ribozom je bunécna organela odpovédna za syntézu bilkovin, ktera muze byt
naruSena nékolika zpusoby. Jednim je vazba antibiotika na tzv. 30S podjednotku

ribozomu. Tim se zabrani v pfistupu aminokyselinam, ze kterych by se vytvarela

.....

komplexu na 30S podjednotce pomoci aminoglykosidi. Vysledkem je ptredcasné
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ukonceni translace, a tedy nedokoncend bilkovina. Vznik peptidi lze také naruSit pfi
transpeptidaci na 50S podjednotce ribozomu. Bakteriostatickym u¢inkem je zde
zabranéni vzniku peptidové vazby béhem elongace peptidu. Na 50S podjednotku

Ize pusobit i kompetici vazebného mista.

Antibiotika mohou dale inhibovat syntézu nukleovych kyselin, DNA a RNA.
Béhem syntézy DNA, tzv. replikaci DNA, dochazi k inhibici naptiklad navézanim
chinolinii na gyrazu, enzymu odpovédného za rozplétani fetézcii DNA, ¢imz dojde

k jeho zablokovani.

Dalsim mechanismem pisobeni antibiotik je poSkozeni bunétné membrany.
K tomu mize dochazet napiiklad snhizenim povrchového napéti fosfolipidi a tim
poSkozeni cytoplazmatické membrany. Membrany nékterych organismi obsahuji
steroly, které v kombinaci s antibiotiky vytvari detergentni komplex a také rozpousti
cytoplazmatickou membranu. Ne¢které latky dokazi inhibovat enzymy potiebné

Kk syntéze membran.

Metabolismus bunky inhibuji zejména sulfonamidy kompetitivni inhibici pfemény
kyseliny p-aminobenzoové na dihydrolistovou. Sulfonamidy vykazuji v kombinaci
S trimetroprimem a pyrimetaminem synergicky efekt, tyto dvé latky také kompetitivné
inhibuji metabolické d&je tykajici se derivati kyseliny listové. V obou ptipadech

se jedna o bakteriostatické piisobeni.

Velice rozdilnd je i chemickéd stavba antibiotik. Jejich molekuly jsou tvofeny
aminokyselinami a obvykle také D-enantiomery nekédovanych aminokyselin ¢i cukry
a jejich derivaty. Mohou obsahovat steroidni skelet nebo byt odvozena od purinovych
a pyrimidinovych nukleosidfi. Pomoci chemické struktury délime antibiotika na né¢kolik

skupin:

e [p-laktamy

e aminoglykosidy
o tetracykliny

e makrolidy

e linkosamidy

o glykopeptidy

e chinolony
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e antimykotika

e sulfonamidy.
Toto rozdéleni antibiotik i s konkrétnimi zastupci naleznete v tabulce 1 a tabulce 2.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citace [9].
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Tab. 1 - Rozdéleni antibiotik 1 Pfevzato a upraveno autorkou z [9]

Nazvy zastupci

Skupina Zarazeni podskupin
Prirozené peniciliny penicilin G penicilin V
o _ ) o oxalicin nafcilin -
Peniciliny rezistentni k f-laktamazam | . . cloxacilin
- dicloxacilin fluoxacilin
Peniciliny — — .
i - ampicilin amoxicilin/klavulanat
Aminopeniciliny ALk o
amoxicilin ampicilin/sulbactam
- : , ticarcilin ticarcilin/sulbactam
Peniciliny protipseudomonadové . . .
mezlocilin piperacilin
B-laktamy Cefalosporiny 1. generace cefalotin cefazolin cefalexin
. cefuroxim cefuroxim axetil
Cefalosporiny 2. generace . cefamandol
. cefoxitin cefaclor
Cefalosporiny - .
. ceftriaxon cefotaxim
Cefalosporiny 3. generace L cefoperazon
ceftazidim moxalactam
Cefalosporiny 4. generace cefepim cefpirom
Karbapenemy imipenem meropenem
Monobactamy aztreonam
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Tab. 2 - Rozdéleni antibiotik 2 Pfevzato a upraveno autorkou z [9]

Skupina Nazvy zastupci

Aminoglykosidy |streptomycin kanamycin gentamicin  tobramycin netilmicin amikacin

Tetracykliny tetracyklin doxycyklin minocyklin

Makrolidy erythromycin roxitromycin azitromycin  josamycin

Linkosamidy linkomycin clindamycin

Glykopeptidy vancomycin teicoplanin

Chinolony ciprofloxacin norfloxacin ofloxacin perfloxacin  lomefloxacin
amphotericin B ketoconazol fluconazol  clotrimazol flucytosin  miconazol

chloramfenikol

spectinomycin

Antimykotika - -
rifampin

colistin

fusidova kyselina

Sulfonamidy sulfametoxazol  sulfonamid/trimetoprim
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1.2.3 VySetreni citlivosti

Testovani citlivosti se provadi s cilem zjistit, zda je dana bakterie citliva vic¢i dané
latce a v jakém mnozstvi. Metody, kterymi se citlivost zjiStuje, se rozdé€luji

na kvalitativni a kvantitativni, pficemz muize jit o metody pfimé a nepiimé.

Diskovy difuzni test je nepiimé kvalitativni metoda zalozena na méfeni inhibi¢ni
zony kolem antibiotika. Tento test je striktné standardizovan. Provadi se na
tzv. MH (Miiller Hinton) agaru, ktery je nality v Petriho misce do standardizované
vrstvy s kontrolovanym pH v rozmezi 7,2 az 7,4. Standardni inokulum obsahuje
bakterie s koncentraci 10° na 1 ml roztoku. Inokulum se pomoci sterilniho tamponu
nands$i na ztuhly MH agar rovnomérné po celé ploSe. Nasledné se aplikuji disky
obsahujici rizna antibiotika. Po skonéeni inkubace (18 aZz 24 hodin) se zmé# pruméry
inhibi¢nich z6én, které se nasledné interpretuji podle tabulek hrani¢nich hodnot danych

pro jednotlivé antibiotikum i bakterii.

Dilu¢nim testem v bujonu se zji§tuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
antibiotické latky. Jde o nejnizs§i koncentraci antibiotika, pii které nedochazi
Kk viditelnému rustu bakterie. Pfi tomto testu se kazdy nasledujici roztok antibiotika
dvojnasobné tedi z ptfedeslého roztoku. Bézn¢ se pouzivd 100 ml bujonu o osmi
riznych koncentracich antibiotika, kterymi se naplni jamky mikrotitracni desticky.
Nasledné se jehlami ofkuje 1 ml az 2 ml standardniho inokula, tedy s koncentraci
10° bakterii na 1 ml. Po inkubaci se hledd prvni nezakalend jamka S co nejmensi

koncentraci antibiotika.

Alternativou k diluénimu testu v bujonu je dilu¢ni test v agaru. Do Petriho misek
jsou nalité standardizované agary s rdznymi koncentracemi antibiotika. Na agar
se jehlové ockuje 30 az 40 kmenti a po inkubaci se sleduje rust kolonie. Opét se hleda

MIC antibiotika, kde jiz neni rust pozorovan.

Poslednim zptsobem, jak najit MIC, je tzv. E-test. Jedna se o metodu, kdy je
na agar aplikovan kalibrovany prouzek obsahujici gradientové umisténé koncentrace
antibiotika. Kolem prouzku se po inkubaci vytvofi inhibi¢ni zéna sméfujici od konce

prouzku s nejvyssi koncentraci az po bod s koncentraci, kterd odpovida MIC.
Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citace [9].
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1.2.4 Augmentin

Augmentin je smés dvou léCivych latek s antibakteridlnimi ucinky, amoxicilinu
ainhibitoru B-laktamazy, kyseliny klavulanové. Jejich sumarni vzorec je
C16H19N3OsS - 3H,0, strukturni vzorce muzete vidét na obrazku 17 a obrazku 18
v ptiloze B. Funguji na stejném principu jako ostatni peniciliny, tedy inhibuji syntézu

bunécné stény bakterii.

Plsobeni amoxicilinu je G¢inné pii syntéze peptidoglykanu v ristové fazi mnozeni.
Amoxicillin je polysyntetické Sirokospektralni antibiotikum. Je ufinné na G+ i G-
mikroorganismy. Neni vSak odolny vici B-laktamézam, coz je divod pro¢ spektrum
jeho uc¢inku nezahrnuje mikroorganismy produkujici tyto enzymy. Augmentin proto
obsahuje 1 kyselinu klavulanovou, kterd chrani amoxicillin pied rozkladem
B-laktamézami. Tim vyznamné rozSifuje antibakteridlni spektrum amoxicillinu

0 mikroorganismy, které by vii¢i nému byly jinak rezistentni.
Vyuziva se nejcastéji pii [&Cbé:

e bakteridlnich zanéta lokalizovanych v dychacich cestach

e zanétech stiedniho ucha

e rlznych zanétech mocového Ustroji, chlamydiovych infekcich
e lymské borelioze

e salmoneloze

e prilezitostné miize byt pouzivan pii 1écbe akné.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [13],[14],[15],[16]

1.2.5 Tetracyklin

Tetracyklin je Sirokospektralni antibiotikum, které plisobi bakteriostaticky. Pouziva
se na vétsinu G+ i G- bakterii vCetné anaerobil, dale na mykoplasmata, chlamydie,
spirochety a améby. Vykazuji vSak ftadu nezddoucich vedlejSich ucCinkd.
nedoporucuje jejich podavani détem mladSim 6 let a téhotnym Zendm. Jako prvni

ze skupiny tetracyklini byl vroce 1948 popsan chlortetracyklin a kratce po ném
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I oxytetracyklin jako metabolické produkty z rGznych druhti streptomycet. Dnes se

ptipravuji jako semisyntetické latky zahrnujici tetracyklin.

Do bun¢k bakterii pronikaji difuzi pies jejich bunéCnou sténu 1 pies
cytoplazmatickou membranu pomoci aktivniho transportu. Uvniti buniky se reverzibilné
vazi na receptor 30S podjednotky ribozomi. Zde Tetracyklin brani vazb¢
aminoacyl - tRNA a mRNA a nemize tedy dojit k navazani aminokyselin k praveé
vytvafenému peptidovému fetézci. Zpisobuje inhibici proteosyntézy a zastavuje rast

bakterie. Strukturni vzorec tetracyklinu mizete vidét na obrazku 19 v piiloze B.

V dnesni dob¢ se jiz Casto setkame s rezistenci na Tetracyklin, pfedevSim u G-
bakterii jako jsou rody Pseudomonas a druh Proteus vulgaris. Pisobeni nejéastéji
selhavd diky interferenci aktivniho transportu tetracyklinu do buiiky a jeho piili$
velkému vypuzovani z nitra bunky. Dalsim divodem selhani GCinnosti muze byt
bunécna ochrana ribozomu, pii které je proces vyroby proteini chranén proti jeho
utlumeni prostiednictvim cytoplazmatickych proteini. Rezistence proti jednomu

konkrétnimu Tetracyklinu znamena rezistenci proti celé skuping.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [13], [17], [18].

1.3 Bakterie

Zivé organismy, jejichz zakladem je bunéény typ organizace, miizeme rozdélit do
péti 1i8i: Protista (prvoci a eukaryotické fasy), Fungi (houby), Animalia (mnohobuné&éni
zivocichové), Plantae (vys$i rostliny) a Procaryotae. Do posledni skupiny patii Bacteria

(bakterie) a Cyanobacteria (prokaryotické fasy).

Podle zdkladni bunéfné organizace a struktury rozezndvame dva typy
bunék - prokaryoticka a eukaryoticka. Do eukaryotickych bunék spadaji tise Protista,
Fungi, Animali a Plantae. Prokaryota jsou vzdy jednobunééné organismy, které nikdy
netvoii funkéné a morfologicky diferencované tkané, ale mohou se shlukovat a tvofit
kolonie. Mivaji kokovity ¢i tyCinkovity tvar a dosahuji velikosti v fadu né¢kolika
mikrometri. Soucasti bakteridlnich buné€k je jaderna oblast, neboli nukleoid, ribozomy
(podilejici se na vyrobé bilkovin), plazmidy, cytoplazma, cytoplazmaticka membrana

a bunéc¢na sténa. Prifez prokaryotickou buiikou muzete vidét na obrazku 20 v pfiloze C.
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Bakterie jsou nejrozsifenéj$i skupinou organisml na svété. Jejich pfirozenym
prostiedim je voda, ptda, povrch téla i sliznice zivo€ichd. RozmnoZzuji se pouze
nepohlavné, vétSinou piicnym délenim buné¢k nebo pucenim. Pfi pficném déleni se
matefska buinika prodluzuje az do dvojnasobku své pavodni délky. Nasledné
se uprostied buiiky vytvoii septum (cytoplazmatickd membrana a bunécna sténa), které
rozdéli matefskou buniku na dvé stejné sesterské buniky. Nékteré bakterie se rozmnozuji
pucenim. Jakmile matefska bunka doroste do své normalni velikosti a dozraje
k rozmnozovani, za¢ne se na jejim povrchu tvofit nova buiikka. Nové vznikajici dcefina
burika je mensi nez builka matefskd a oznacuje se jako pupen. Jakmile do ni matetska
bunka vysle rozdélené jadro, dojde k zaskrceni a oddé€leni. Nasledné dcefina bunka

dorusta do velikosti matetské.

Rychlost mnozeni bakterii pfi statické kultivaci je ovlivnéna nejen stafim inokula,
ale také zménami v prostfedi. Sled jednotlivych fadzi mnozeni v zavislosti na dobé
kultivace mizeme graficky vyjadtit pomoci ristové kiivky bakterii, ktera je na obrazku
21 v priloze C. Rustovou kiivku délime na 4 faze. Prvni je lag faze neboli klidové
obdobi. Nastavad ve chvili pfenosu bakterie do nového prostiedi. Builky se téméf
nemnozi, jejich pocet se mize dokonce snizovat odumirdnim vyvojove starSich.
Prezivajici bakterie se pfizptisobuji novym podminkdm a pfipravuji se na déleni. Dalsi
casti rustové kiivky je faze exponencidlni, pfi které nastava intenzivni mnozeni
bakteridlnich bunék, jejichz pocet nartsta geometrickou fadou. Nasleduje Stacionarni
faze, ptfi niz se postupné zpomaluje proces mnozeni i celkovy metabolismus,
az do stadia rovnovahy, kdy se uz pocet bun¢k vyrazné neméni. Tato faze byva spojena
pfedevSim s postupnym vycerpanim zivin a hromadénim metabolickych produktt
toxické povahy. Nakonec nastava faze odumirani, kdy uz ptevySuje pocet odumielych

buné¢k nad vzniklymi.

Grammovo barveni umoziuje rozdélit bakterie na dvé skupiny; grampozitivni (G+)
s modrym zabarvenim a gramnegativni (G-) S ¢ervenym zabarvenim. Vysledky barveni
vedouci k rozdéleni na dvé zakladni skupiny jsou zalozené na rtizné stavbé bakterialni
stény. G+ maji v bunééné sténé silnou vrstvu peptidoglykanu, kterd zabrani vymyti
modrého barviva z buiky acetonem. G- maji, na rozdil od G+, vngj$i membranu
(fosfolipidovou dvojvrstvu), v niz jsou obsazeny poriny umoziujici pasivni transport
nizkomolekularnich latek do bakterialni buiiky. To ma vyznam piedevsim pfi transportu

nekterych antibiotik, kdy druhy svelkou molekulou (glykopeptidy) pies poriny
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nepiechédzeji, a proto na G- bakterie neplisobi. Navic maji jen tenkou vrstvu
peptidoglykanu a ztoho divodu se acetonem odbarvi. Nasledné¢ se obarvi

karbolfuchsinem a jsou pod mikroskopem vidét ¢ervené.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [11], [19] a [20].

1.4 Testované bakterie

1.4.1 Escherichia coli

E. coli je bakterie, kterou vroce 1885 popsal bakteriolog a pediatr Theodor
Escherich. Predstavuje gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterii (roste Iépe
v piitomnosti kysliku, ale dokaze rust i bez n¢ho). E. coli je nesporotvorna ty¢inka,
ktera se pohybuje pomoci biciku. Patii do kmene Proteobacteria, do celedi
Enterobacteriaceaea. Tvoii ty¢inkovité bunky o velikosti cca 2 um a tloustce 0,5 pum.
Je schopna rust za teploty od 10 do 46 °C, ovsem jeji optimalni teplota je 37 °C. Rozsah
pH pro rist se pohybuje v rozmezi 6 — 8. Za idealnich podminek dosahuje jeji generacni
doba dvaceti minut. [21]

E. coli mizeme najit u véetSiny teplokrevnych organismt. Tvoifi soucast
fyziologické mikroflory tlustého a Césti tenkého stfeva. Jedince kolonizuje prakticky
hned po narozeni. Patii mezi symbionty, svym puisobenim znemoziiuje prunik patogend.
Produkce takzvanych kolicini muze byt toxicka pro ostatni bakterie. Dale se pfimo
podili na tvorbé nékterych vitaminti, pfedevsim vitaminu K. Patogenni kmeny tohoto
druhu vSak mohou vyvolavat onemocnéni dychacich cest, gastrointestinalniho
| urogenitalniho traktu nebo centralni nervové soustavy. Slouzi jako nejbéznéjsi
indikator fekalné znecisténé vody. Nejveétsi problémy zplisobuje v rozvojovych zemich,

predevsim u kojenct a malych déti. Vidét ji mizete na obrazku 23A v ptiloze D. [4]

1.4.2 Staphylococcus aureus

S. aureus byl poprvé objeven ve Skotsku v roce 1880 chirurgem Alexandrem

Ogstonem jako grampozitivni fakultativné anaerobni nesporulujici bakterie. Patfi do
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kmene Firmicutes, do celedi Staphylococcaceae. Bunky maji tvar kokti o pruméru
0,7-1,2 pm. Vyskytuje se v pomérné velkych shlucich pfipominajicich hrozny Zzluté
barvy. Teplotni rozmezi, ve kterém muze rust, je od 15 °C az do 45 °C avSak ideélni

teplota je 37 °C.

Vice nez 20 % na$i populace tvoii dlouhodobé ptfenaSece S. aureus, piestoze se
U nich ¢asto nevyskytuji zadné znamky onemocnéni. I kdyz je lidsky organismus proti
stafylokokovym infekcim zna¢né odolny, muze zplsobovat hnisavé kozni infekce,
bronchopneumonie, sepse, urogenitalni infekce, meningitidy a endokarditidy. Vidét ho

muzZete na obrazku 23 B v ptiloze D.

Tato kapitola byla zpracovana na zaklad¢ citaci [9], [21].

1.4.3 MRSA

MRSA je Meticillin - rezistentni zlaty stafylokok. Oznacuje kmeny bakterie
Staphylococcus aureus, které vykazuji minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) pro
meticillin > 4 mg/l. Krom¢ meticillinu jsou tyto kmeny rezistentni i vi¢i ostatnim

antibiotikiim ze skupiny beta-laktami, mezi néz patii peniciliny a cefalosporiny.

MRSA se vyskytuje jako komenzal na pokozce i sliznicich zhruba u tietiny nasi
populace. Ovsem, pokud pronikne pies prirozené télni bariéry, mize vyvolat nejen leh¢i
zanéty kaze a sliznic, ale i zanéty vnitinich organti nebo zpusobit sepsi ¢i celkové

selhani organismu. Vyvoj rezistence MRSA bakterii je znazornény na obrazku 22. [22]

1.4.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je aerobni gramnegativni bakterie. Ma tvar tycky
0 prim&ru 1 mm X 3 mm. Najdeme u ni polarni bi¢iky a miva povrch bunky pokryty
hlenovou substanci. Patfi mezi extrémné adaptivni a nenaro¢né bakterie. Idealni rlistova
teplota je 35 °C, ale teplotni rozmezi, ve kterém zvlada prosperovat, je od 10 °C az po
42 °C. Inkubacéni doba se pohybuje v rozmezi 24 - 72 h. Patii do kmene Pseudomonas,

do celedi Pseudomonadaceae. [21]

Vyskytuje se bézné po celém svété v prirode, v pudé a ve vode. Najdeme ji na

lidské kzi 1 v mnoha ¢lovékem vytvotenych prostiedcich. Jako Ziviny je schopna

29



vyuzivat Siroké spektrum organickych latek, proto ma moznost kolonizovat rizna
ptirodni i uméla prostiedi. Jeji infekce obvykle zplsobuji zanéty a sepse. P. aeruginosa
je nejcastéjsi pricinou infekce popalenin, zanétti vnéjsiho stfedniho ucha i kontaminace
katetri a ostatnich zdravotnickych pomucek. Vidét ji muzete na obrazku 23 C
v priloze D. [21]

1.4.1 Proteus vulgaris

Proteus vulgaris poprvé popsal v roce 1885 némecky patolog G. Hauser jako
gramnegativni fakultativné anaerobni nesporulujici bakterii. Buitkky maji tvar rovnych
nebo zahnutych tycinek. Jeho specifickou vlastnosti je plazivy rist. Patii do kmene

Proteus, do ¢eledi Enterobacteriaceae. Idealni ristova teplota je 37 °C. [23]

Nejcastéji ho miizeme najit jako rozkladace organické hmoty v odpadcich,
ve vykalech lidi i zvifat, na rostlinach i v pud¢. Jako komenzal se vyskytuje v travicim
traktu ¢lovéka. Casto migruje do molovych cest, kde zptisobuje infekce. Ma silnou
schopnost pieZivat v nemocni¢nim prostiedi. Casto se tedy podili na vzniku infekci,
predevsim tam, kde jsou naruSené bariéry - rany, popaleniny, cizi télesa. Vidét ho

muzete na obrazku 23 D v pfiloze D. [9]
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2 Vyzkumna c¢ast

2.1 Cile a vyzkumné predpoklady

Po zpracovani resersi na téma biofilm, a jeho rezistence na antibiotika bylo dalSim
cilem vybrat biofilm pozitivni bakterialni kmeny, které se budou v ramci této bakalaiské
prace testovat. Aby bylo mozné zajistit stejné podminky pro vSechna testovani, bylo

vybrano pét bakterialnich kmend. Jednalo se o kmeny:

e Escherichia coli (CCM 2024)

e Proteus vulgaris (CCM 1956)

e Pseudomonas aeruginosa (CCM 1959)
e Staphylococcus aureus (CCM 2260)

e MRSA (CCM 4223).

Blizsi vlastnosti téchto kment byly specifikované v teoretické Casti prace. Stejné
tak byla vyse popsana i antibiotika, ktera byla k vyzkumu pouzita, tedy Tetracyklin

a Augmentin.

DalSimi cili této prace bylo zjistit MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace
jesté prokazana eradikace biofilmu). Tyto vyzkumné cile byly testovany pomoci tfi
zakladnich metod: modifikovanou Christensenovou zkumavkovou metodou, testem
planktonickych bun¢k biofilmu a pomoci piistroje RTS-1C Personal Bioreactor, ktery je

uréeny ke sledovani mikrobialniho riistu v redlném case.

2.2 Metodika vyzkumu

2.2.1 Modifikovana Christensenova zkumavkova metoda

Christensenova zkumavkova metoda je metoda osvéd¢ena pii prukazech schopnosti
daného mikroorganismu tvofit biofilm. V naSem pfipadé je metoda modifikovana,
nebot’ testy byly provadény ve sklenénych kontejnerech na podloZznich sklech, misto

zkumavek.

31



Nejdiive bylo nutné ozivit dany bakteridlni kmen. VSechny pouzit¢ kmeny byly
pofizovany z Ceské sbirky mikroorganisméi v Brné, lyofilizované a uchovavané
ve sklenénych ampulich obsahujicich silikagel kvtli vlhkosti. Oziveni lyofilizované
kultury probihalo v n€kolika krocich. Nejprve se sklenénd ampule v oznaceném misté
naruSila pomoci pilniku a pak se vlivem tepla nechala prasknout. Vrchni ¢ast ampule
se odlomila a do zbylé c¢asti, ktera obsahovala lyofilizat se pfidalo 0,3 ml bujonu.
Po nékolika minutach se suspenze mohla pfenést na misku s krevnim agarem nebo
do tekutého média, kde se pfi idealnich podminkach kultivovala 24 hodin. Takto
nakultivované bakterie se uschovavaly v kryozkumavkach dodévanych firmou Itest plus

S.r.0. v mrazéku pfi -85 °C.

Z kryozkumavky byla vyjmuta jedna kulicka daného bakteridlniho kmene
a umisténa do malé sklenéné sterilni kadinky. Nasledné byla zalita 1 ml fyziologického
roztoku, ktery byl pfipraven navazenim 8,5 g NaCl, zalitim jednim litrem destilované
vody a nasledné vysterilizovan pii 100 °C po dobu 60 minut autoklavu. Roztok
s bakterialni suspenzi byl po 5 minutach odpocinku nalit na misku s krevnim agarem
ado druhého dne nechan pii 37 °C inkubovat. Druhy den byl bakteridlni kmen
pfeockovan na misky Skrevnim agarem a ponechan v chlazeném laboratornim
inkubétoru Q-CELL 60 - 240 dalSich 24 hodin, aby bylo mozné oddé¢lit jednotlivé
kolonie.

Bakterialni kmeny byly v této metod¢ testovany v BHI od firmy Sigma Aldrich
s.r.o. pfipraveném dle navazky 26 g/l. Takto navaZzené BHI bylo nutné sterilizovat
za stalého michani po dobu 15 minut na 121 °C. Uvatené BHI bylo rozlito po 50 ml do
sterilnich lahvi na vzorky oobjemu 100 ml. Nasledné¢ bylo do lahvi ptidano
5 jednotlivych kolonii daného bakteridlniho kmene. Dale byly do vzorku pfidany Ziviny
Vv podobé gluk6zy nebo chloridu sodného (NaCl) dle schématu na obrazku 1. Glukéza
byla ptidana jako 5% roztok, tedy 2,5 g / 50 ml a chlorid sodny jako 0,5% roztok, tedy
059 /50ml. Lahve se vzorky byly dikladné promichany pomoci IKA® vortexu
Genius 3 po dobu jedné minuty a ulozeny na 24 hodin do inkubatoru pii 37 °C.

Dalsi den experimentu byly vzorky vyjmuty z inkubatoru a byla do nich pfidana
antibiotika. Nasledovalo fadné promichani kazdého vzorku na vortexu po dobu jedné
minuty. Potom byly jednotlivé vzorky pfelity do sklenénych kyvet, do kterych

se vzapéti vlozila sterilni podlozni mikroskopicka skla tak, aby byla ze dvou tretin
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ponotena ve vzorku. Kyvety se zakryly vickem a ulozily do inkubatoru na 72 hodin pfi

teploté 37 °C.

1 2
BHI — Slepé stanoveni BHI
bez bakterie + dany bakteridlni kmen
3 4

BHI + bakterialni kmen BHI+ bakteridlni kmen

+ Glukosa 2,5 gf 50 ml

T~

+ Naclo,25 g/ 50 ml

5 BHI + bakterialni kmen
+ Glukosa 2,5 gf 50 ml

+ Tetracyklin 1 mg/1 ml

6 BHI + bakterialni kmen
+ Glukosa 2,5 gf 50 ml

+ Augmentin 1 mg/1 ml

7 BHI + bakteridlni kmen
+ Nacl0,25 g/ 50 ml

+ Tetracyklin 1 mg/1 ml

1]
& BHI + bakterialni kmen
+ Nacl0,25 g/ 50 ml

+ Augmentin 1 mg/1 ml

Obr. 1 - Schéma vzorku pii modifikované Christensenové zkumavkové metodé
[Zdroj: Autorka]

Po 72 hodinach byly kyvety se vzorky vyjmuty z inkubatoru. Podlozni skla byla
dukladn¢é oplachnuta nejdiive ve dvou kadinkach s destilovanou vodou ziskanou
Z ptistroje Smart2Pure Ultrapure water systems 08.2030 (3 Standard) od firmy TKA
a nasledn¢ ve dvou kadinkéch s fyziologickym roztokem. Takto ditkladné oplachovani
bylo nutné z toho ditvodu, aby se vSechny planktonické buiiky pfichycené na skle smyly
a zustal pouze pevné pfichyceny bakteridlni biofilm. Po oplachu se skla ponoftila
na 20 minut do kontejneru s 96% ethanolem z divodu fixace biofilmu na skle pted
barvenim. Po uplynuti 20 minut se skla zetanolu vyjmula a jednou oplachla

destilovanou vodou.
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Poslednim krokem byla detekce biofilmu jeho obarvenim. Oschlé a zafixovana skla
byla uloZzena do kontejneru s krystalovou violeti na 45 minut. Nasledné bylo sklo
odebrano z kontejneru a nékolikrat oplachnuto v destilované vodé. Po oschnuti bylo
sklo pfipraveno k pozorovani pod optickym mikroskopem a k vyhodnoceni. Cely
postup této metody naleznete graficky znazornény na obrazku 2. Vsechna testovani
modifikovanou Christensenovou zkumavkovou metodou byla provadéna v duplikatu,

aby se tyto vysledky daly povazovat za relevantni.

Roztok krystalové violeti, ktera byla v experimentu pouzita, byl pfipraven
nasledujicim postupem. Bylo rozpusténo 2,5 g krystalové violeti ve 100 ml etanolu
béhem 24 hodin pti 37 °C. Déle se rozpustily 4 g stavelanu amonného ve 400 ml
destilované vody. Oba tyto roztoky byly smichdny a ptefiltrovany pies filtra¢ni papir.

Vznikl staly roztok, ktery byl uchovavan v lednici.
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1. den 2 den
-Oziveni bakterialniho

-Pieockovani bakterii
kmene

~N

3.den

-BHI - navazeni, ptiprava a rozliti do
vzorkovacich lahvi

- Pfidani 5 bakterialnich kolonii do
vzorkovacich lahvi

- Navézeni gluk6zy a NaCl a jejich
pridani do vzorkovacich lahvi

Inkubace 24 h v inkubdatoru pii 37 °C

4 )
~ ™\ 7. den

- Oplach destilovanou
4.den vodou
- NavaZeni a pfidani - Oplach fyziologickym
antibiotik roztokem
- Preliti vzorki do - Fixace ethanolem
sklenénych kyvet - Oplach destilovanou
- Vlozeni podloznich skel vodou
do sklenénych kyvet - Obarveni krystalovou
- Inkubace 72 h v violeti
inkubitoru pfi 37 °C - Oplach destilovanou
vodou
\- J - Vyhodnoceni

& J

Obr. 2 - Schématické znazornéni postupu pii modifikované Christensenové
zkumavkové metodé [Zdroj: Autorka]
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2.2.2 Test planktonickych bunék biofilmu

Test planktonickych buné¢k biofilmu byl provadén z toho diivodu, aby bylo mozné
vyjadiit kvantitativni mnozstvi planktonickych bunék uchycenych na podloznim skle.
U této metody bylo také nutné si nejdfive ozivit dany bakteridlni kmen. 5 jednotlivych
kolonii bylo aplikovano do 50 ml piipraveného BHI, které bylo nalito ve sterilnich
lahvich na vzorky s objemem 100 ml. Dale byla do BHI pfidana glukéza nebo chlorid
sodny, viz schéma na obrazku 1. Kazdy vzorek byl fadné vortexovan po dobu 1 minuty

a na 24 hodin byl inkubovén pti 37 °C.

Dalsi den bylo do smési pfidano antibiotikum. Smés byla opét vortexovana po dobu
jedné minuty a nasledné prelita do sklenénych kyvet, kam byla umisténa i podlozni
mikroskopickd skla. Sklenéné kyvety byly uzavieny pomoci vicka a smés byla
inkubovana po dobu 72 hodin pi#i 37 °C. Po této inkubaci byla skla vyjmuta z kyvet

a postupné oplachnuta ve dvou kadinkach s destilovanou vodou.

Pied nasledujicim krokem bylo nutné ptipravit fosfatovy pufr s pH 7,2. Ten byl
pfipraven smichanim roztoku A sroztokem B. Roztok A byl 0,1 M KH,PO,, tedy
13,61 g KH,PO,4 rozpusténého v jednom litru destilované vody. Roztok B byl piipraven
0,1 M Na;HPO, - 12 H,0, tedy 35,81 g Na;HPO, - 12 H,0 rozpusténého v jednom litru

destilované vody.

Z oplachnutych podloznich skel byly pomoci sterilnich vatovych tampont
namoc¢enych ve fosfatovém pufru provedeny stéry (o velikosti 2,5 cm x 2,5 cm),
viz CSN ISO 17604 - stanoveni celkového podtu mokroorganismii a vyhlaska
MZd 289/207 Sb. v platném znéni (Stéry z povrchu -z plochy 10 cm2). Na jednom
vatovém tamponu byly setfené planktonické buniky z obou stran podlozniho skla.
Vatovy tampon, kterym byl proveden stér, byl vlozen do sterilni vzorkovaci nadoby
a bylo k nému napipetovano 10 ml fosfatového pufru. Vzorek byl fadn€ uzavien vickem
a vortexovan po dobu 2 minut. Po promichédni bylo ze vzorku odebrano 500 pl vzorku,
ktery byl nasledné vyockovan na krevni agar. Misky s krevnim agarem byly inkubovany
po dobu 24 hodin a poté bylo spocitano, kolik jednotlivych kolonii z dané¢ho stéru
narostlo. U této metody bylo méteni kazdého vzorku provadéno v triplikatu aby mohly

byt vysledky povazovany za relevantni.
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Test planktonickych bun¢k biofilmu se vyhodnocuje pomoci vzorce na obrazku 3,
kde R vyjadiuje, jak moc je biofilm pozitivni. Zjisti se tak, ze se zlogaritmuje pocet
bakterialnich kolonii, které narostly na misce vii¢i standardu zakladniho pouzitého

fedéni (CFU).

R =1log(CFU) [em™?]
Kmeny slabé pozitivni (+)
2<R=3
Kmeny stfedné pozitivni (++)
3=R=4
Kmeny extrémné pozitivai (+++)

R=5

Obr. 3 - Vzorec pro vyhodnocovani testu planktonickych bunék biofilmu [Zdroj:
Autorka]

2.2.3 RTS-1C Personal Bioreactor

Biosan RTS-1C je bioreaktor, ktery poskytuje data o agregaci mikrobialniho rtstu
dané bakterie v redlném case. Pfedstavuje inovativni princip mikrobidlni kultivace, kde
muizeme okamzit¢ pozorovat, co se s testovanou bakterialni suspenzi déje. Je vhodny
pro Kkultivace vrozmezi +4 °C az +70 °C, pozadovanou teplotu je tieba vyplnit
V nastaveni s pfesnosti +0,1 °C. M¢éfeni se provadi se specidlnimi centrifugacnimi
zkumavkami o objemu 50 ml, které maji ve vicku membranovy filtr pro aerobni nebo
anaerobni meétfeni. Lze nastavit 1 rychlost ota¢eni zkumavky okolo jeji sttedové osy

v rozmezi 50 — 2000 rpm. Obrazek 4 ukazuje pfistroj Biosan.

Po nastaveni a zapnuti za¢ne pfistroj pracovat. Rovnomérné michani suspenze je
zajiSténo centrifugaénim pohybem. Ziskavani dat funguje na principu méteni optické
denzity pfi vinové délce 850 nm bez zavislosti na barvé bakteridlni suspenze. Ptistroj
zrychli otadCeni centrifugacni zkumavky na 2000 rpm, ¢imZ vznikne monovrstva

bunécné suspenze po sténach zkumavky, kterd zkracuje optickou dréhu vzorku. V ten
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okamzik vyjde ze svételného zdroje paprsek, ktery je na detektoru (fotodiod€) odecten

a zaznamendn. Schéma pfistroje pfi méteni optické denzity mtizete videt na obrazku 5.

Obr. 4 - RTS-1C Personal Bioreactor [Zdroj: Autorka]

Specialni centrifugacnizkumavka

Mono - vrstva bakterialni suspenze

Stény pristroje obsahujici
termostat

Fotodioda

Zdroj svétla (LED)

Obr. 5 - Schéma RTS-1C pfi méfeni optické denzity [Zdroj: Autorka]



Tato metoda byla vybrana z divodu, Ze pfistroj simuluje vnitini prostiedi
organismu a tak vytvari idedlni prostfedi pro bakterie. Data se shromazd’uji pribézné,
proto je mozné sledovat prubéh ucinku davkovanych antibiotik v dané koncentraci
na dany kmen. Jako u piedeslych metod bylo nejprve nutné ozivit bakterialni kmen.
Do zkumavky bylo napipetovano 5 ml fyziologického roztoku. Dale byla ockovaci
klickou ptidana jedna kolonie testované bakterie. Smés byla fadn¢€ promichana pomoci
vortexu a zméfena na densitometru DEN-1 od firmy Biosan. Smés se fedila tak dlouho,

dokud nebylo dosazeno koncentrace 10® CFU/m.

Do sterilni centrifugaéni zkumavky se speciadlni aerobni membranou bylo
nadavkovano 20 ml zivného bujonu ¢islo 2 a 10 pl pfipravené bakteridlni suspenze
o koncentraci 10° CFU/ml. Testovéani probihalo podle stejného schématu jako
u modifikované Christensenovy zkumavkové metody, které je na obrazku 1. OvSem zde
se muselo mnozstvi Zivin a antibiotik pfepocitat na celkovy objem 20 ml misto 50 ml.
Glukozy se piidaval 1g, chloridu sodného 0,25 g, Augmentinu 0,2 g a Tetracyklinu
0,2g.

Pred zaCatkem testovani se do bakteridlni suspenze ptidaly navdzené ziviny
a antibiotikum. Poté byla centrifugacni zkumavka peclivé uzaviena a vlozena
do ptistroje. Pfistroj byl propojen s poéitatem a k jeho ovladani byl vyuzit software
RTS control program, verze 2.7.3.6. Po spusténi softwaru byla nejdfive vyplnéna
kolonka s nazvem vzorku, teplota 37 °C a objem vzorku 20 ml. Dale byla doplnéna
rychlost otaceni zkumavky na 1500 rpm, a frekvence zmény sméru otaceni zkumavky
na 3 sekundy. Po spusténi uZ byly vSechny nastavené parametry pfistrojem dodrzovany.
Opticka denzita vzorku byla métena pii vinové délce 850 nm. Méteni kazdého vzorku

probihalo zpravidla 24 hodin.
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2.3 Analyza vyzkumnych dat

Prvni pouzitou metodou byla modifikovand Christensenova metoda, kterd
je popsana v kapitole 2.2.1. Na zaklad¢ literatury byla zvolena prvni testovana
koncentrace antibiotik v suspenzi 1 mg/ml. Na obrazku 6 je zobrazen vysledek tetovani
biofilmu naosmi podloznich sklech testovanych na kmenu Escherichia coli.
Je viditelny rozdil mezi vysledky ristu biofilmu, ktery se projevil intenzitou obarveni
biofilmu. Nejintenzivnéji se projevil rast biofilmu na skle 2 (tento vzorek povazujeme
jako standard). Vzorek byl testovan pouze v BHI s bakteridlnim kmenem. Nejlepsi
ucinek antibiotika a téméf Zadny narast biofilmu je patrny na skle
3 (gluk6za + Augmentin). Potlageni ristu biofilmu pusobenim antibiotik je viditelné

I na sklech 5 (glukoza + Tetracyklin) a 6 (NaCl + Tetracyklin).

1. BHI - slepé stanoveni 5. BHI + Glukéza + Tetracyklin
Eschedehiacell 2. BHI - pouze s bakterii 6. BHI + NaCl + Tetracyklin oblast

3. BHI + Glukéza + Augmentin 7, BHI + Glukéza sledovaného

4. BHI +NaCl 8. BHI + NaCl + Augmentin biofilmu

1 2. | s 5. AR TR

Obr. 6 - Christensenova metoda pro Escherichia coli, 1 mg antibiotika na 1 ml
vzorku. [Zdroj: Autorka]

Druhym testovanym kmenem byl Staphyloccoccus aureus. Vysledky tohoto testu
jsou na obrazku 7. Podle zabarveni byl nejvyraznéjsi nartst biofilmu na skle 8, ptfestoze
to bylo slepé stanoveni na BHI. Nejvyssi nariist biofilmu byl pfedpoklddan na skle ¢islo

1 (BHI pouze s bakterii) na kterém se mél pfirozené nejlépe tvofit. Naopak u skel
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6 (NaCl + Tetracyklin) a 7 (NaCl + Augmentin) byl splnén piedpoklad, ze zde bude
méng¢ biofilmu nez na skle 4 (BHI + NaCl).

1.BHI - pouze s bakterii 5. BHI + Glukéza + Augmentin
Staphylococcus aureus 2. BHI + Glukéza 6. BHI + NaCl + Tetracyklin
3. BHI + NaCl 7. BHI + NaCl + Augmentin

4. BHI + Glukoéza + Tetracyklin 8. BHI - slepé stanoveni

Obr. 7 - Christensenova metoda pro Staphylococcus aureus, 1 mg antibiotika na
1 ml vzorku. [Zdroj: Autorka]

Ttetim testovanym kmenem byla MRSA. Vysledky tohoto testu jsou na obrazku 8.
Nejveétsi nartst biofilmu byl na skle 4, coz odpovida predpokladiim, nebot’” NaCl byl
do vzorkul pifidavan jako ziviny pro podporu tvorby biofilmu. Dale je ze zabarveni skel
patrné, Ze vSechny Ctyfi vzorky (5, 6, 7, 8), do kterych byla davkovana antibiotika,

obsahovaly mén¢ biofilmu nez vzorek kontrolni (2).

1. BHI - slepé stanoveni 5 BH] + Glukéza + Tetracyklin
O 2. BHI - pouze s bakterii 6 BHI + Glukéza + Augmentin

3. BHI + Glukéza 7. BHI + NaCl + Tetracyklin

4. BHI + NaCl 8. BHI + NaCl + Augmentin

1. I 2;
Obr. 8 - Christensenova metoda pro MRSA, 1 mg antibiotika na 1 ml vzorku.
[Zdroj: Autorka]
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Ctvrtym testovanym kmenem byla Pseudomonas aeruginosa. Vysledky tohoto
testu jsou na obrazku 9. Vtomto testu se opét potvrdila hypotéza, ze nejlepsi
z testovanych podminek pro rust biofilmu bylo samotné BHI s testovanou bakterii
a BHI s pifidavkem NaCl. Naopak glukoza se u tohoto kmene neprojevila jako dobry
substrat pro tvotreni biofilmu. Podle pfedpokladu ve vSech ctyfech vzorcich, do kterych

byla davkovana antibiotika, byla pozorovana nizsi tvorba biofilmu nez u kontrolniho

vzorku.
1. BHI - pouze s bakterii 5. BHI + Gluké6za + Augmentin
2. BHI + Glukéza 6. BHI + NaCl + Tetracyklin
i i 3. BHI + NaCl 7. BHI + NaCl + Augmentin

4. BHI + Glukoéza + Tetracyklin 8. BHI - slepé stanoveni

Obr. 9 - Christensenova metoda pro Pseudomonas aeruginosa, 1 mg antibiotika na
1 ml vzorku. [Zdroj: Autorka]

Poslednim testovanym kmenem byl Proteus vulgaris. Vysledky tohoto testu jsou
na obrazku 10. Jako v pfedchozich testech 1 v tomto bylo mozné sledovat, ze biofilm
nejlépe narostl na vzorcich BHI se samotnou bakterii (1) a BHI s pfidavkem NaCl (3).
Na vzorcich 4 az 7 byl pozorovan vliv davkovanych antibiotik, ktery vyrazné snizil

tvorbu biofilmu.
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1. BHI - pouze s bakterii

2. BHI + Glukoza

3. BHI + NaCl

4. BHI + Glukoza + Tetracyklin

Proteus vulgaris

Obr. 10 - Christensenova metoda pro Proteus vulgaris, 1 mg antibiotika na 1 ml

vzorku. [Zdroj: Autorka]

U vsech ptedeslych testli bylo prokdzano, ze ptidavek antibiotik v danych vzorcich
mel na tvorbu biofilmu vyznamny vliv. Ve vSech piipadech, kde byla davkovéana
antibiotika, byla tvorba biofilmu viditelné niz$i nez na vzorcich, kde antibiotika
davkovana nebyla (standard). Na druhou stranu lIze fici, ze u zadného ze vzorkl
nenastala situace, kdy by biofilm nenarostl vibec. Z toho diivodu byla pro testovani
zvolena vyssi koncentrace davkovanych antibiotik a to 5 mg na 1 ml vzorku.
Na obrazku 11 je vidét vysledek tohoto testovani u kmene Escherichia coli.
Nejvyznamnéj$i vliv na snizeni ristu biofilmu mél vzorek obsahujici kombinaci

glukozy a Tetracyklinu. Nejmensi vliv na potlaceni rastu biofilmu mél v tomto ptipadé

vzorek s kombinaci NaCl a Augmentinu.
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5. BHI + Glukéza + Augmentin
6. BHI + NaCl + Tetracyklin

7. BHI + NaCl + Augmentin

8. BHI - slepé stanoveni
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1. BHI + Gluko6za + Tetracyklin
2. BHI + Gluk6za + Augmentin
3. BHI + NaCl + Tetracyklin
4. BHI + NaCl + Augmentin

Escherichia coli

1. 2. 3. b

Obr. 11 - Christensenova metoda pro Escherichia coli, 5 mg antibiotika na 1 ml
vzorku. [Zdroj: Autorka]

Na obrazku 12 je vidét vysledek testovani kmene Staphylococcus aureus
s ptidavkem antibiotik v koncentraci 5 mg antibiotika na 1 ml vzorku. Zde byla sytost
obarvenych skel téméf srovnatelnd, tedy vSechny kombinace antibiotik se zivinami byly
priblizn€ stejn€ ucinné v potlaceni ristu biofilmu.
1. BHI + Gluko6za + Tetracyklin
2. BHI + Gluko6za + Augmentin

3. BHI + NaCl + Tetracyklin
4. BHI + NaCl + Augmentin

Staphylococcus aureus

1. 2. 3. 4.

Obr. 12 - Christensenova metoda pro Staphylococcus aureus, 5 mg antibiotika
na 1 ml vzorku. [Zdroj: Autorka]
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Dalsi testovani s danou koncentraci davkovanych antibiotik probihalo na kmeni
MRSA. Vysledky tohoto testu jsou na obrazku 13. Nejvétsi vliv v potlaceni tvorby
biofilmu byl pozorovan u kombinace glukézy a Tetracyklinu. U ostatnich vzorka byl

vliv antibiotik viditelny, ale ne tak vyznamny jako u kombinace glukézy a Tetracyklinu.

1. BHI + Gluko6za + Tetracyklin
2. BHI + Gluk6za + Augmentin
3. BHI + NaCl + Tetracyklin
4. BHI + NaCl + Augmentin

Mrsa

1. 2. 3. 4.

Obr. 13 - Christensenova metoda pro MRSA, 5 mg antibiotika na 1 ml vzorku.
[Zdroj: Autorka]

Stejnd koncentrace davkovanych antibiotik byla testovana 1 na kmeni Proteus
vulgaris. Vysledky tohoto testovani jsou na obrazku 14. Opét bylo pozorovano,
ze vSechny kombinace davkovanych antibiotik potlacily rist biofilmu. Zaroven se ale

ani v jednom piipad¢ nepovedlo zabranit rustu biofilmu uplné.
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1. BHI + Glukéza + Tetracyklin
2. BHI + Gluk6za + Augmentin
3. BHI + NaCl + Tetracyklin
4. BHI + NaCl + Augmentin

Proteus vulgaris

1. 2. 3. 4.

Obr. 14 - Christensenova metoda pro Proteus vulgaris, 5 mg antibiotika na 1 ml
vzorku. [Zdroj: Autorka]

Koncentrace 5 mg antibiotika na 1 ml vzorku byla ddvkovana také na kmeni
Pseudomonas aeruginosa. Vysledky tohoto testovani jsou na obrazku 15. Znovu bylo
pozorovano, ze vSechny tyto kombinace davkovanych antibiotik potlacily rast biofilmu,
ale zaroven se ani v jednom piipadé nepovedlo zabranit ristu biofilmu tGplné.

1. BHI + Glukéza + Tetracyklin
2. BHI + Glukéza + Augmentin

3. BHI + NaCl + Tetracyklin
4. BHI + NaCl + Augmentin

Pseudomonas aeruginosa

watd &

ey o s gt h,

4 2. 3. 4.

Obr. 15 - Christensenova metoda pro Pseudomonas aeruginosa, 5 mg antibiotika
na 1 ml vzorku. [Zdroj: Autorka]
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Druhou pouzitou metodou pro testovani G¢innosti kombinaci antibiotik a zivin byl
test planktonickych bunék biofilmu. Tato metoda je podrobné popsana v kapitole 2.2.2.
Test planktonickych bunék biofilmu byl provadén, aby bylo mozné vyjadiit
kvantitativni mnozstvi planktonickych bunék uchycenych na podloznim skle.
V tabulce 3 jsou uvedena vysledna data z méfeni touto metodou na kmeni MRSA pro
koncentraci antibiotik 1 mg na 1 ml vzorku. MRSA byla jedinym testovanym kmenem,
kde bylo po vyockovani vzorku na misku s krevnim agarem mozné alespon u casti
vzorkl spocitat jednotlivé narostlé kolonie. Po dosazeni do vzorce na obrazku 3 vysla
u tfech vzorkil slabé biofilm pozitivita. U vSech Ctyt zbylych testovanych kmenii byly
vSechny misky s vyockovanymi vzorky pferostlé a nebylo mozné spocitat jednotlivé
kolonie. Takto nepocitatelné vzorky nazyvame kompaktnim vysevem (KV) a jsou

extrémné biofilm pozitivni.

Tab. 3 - Test planktonickych bunék biofilmu pro MRSA, 1 mg antibiotik na 1 ml
vzorku

MRSA

A B C Pramér | Pozitivita
1| KV KV KV - +++ BHI - slepé stanoveni
2| KV KV KV - +++ BHI — pouze s bakterii
3| KV KV KV - +++ BHI + Glukoza
4| KV KV KV - +++ BHI + NaCl
5/ 168 178 190 179 + BHI + Glukoza + Tetracyklin
6| 268 200 190 219 + BHI + Glukdza + Augmentin
7| 168 166 172 169 + BHI + NaCl + Tetracyklin
8| KV KV KV - +++ BHI + NaCl + Augmentin

| vtéto metod€ byla druhd testovana koncentrace 5 mg davkovaného antibiotika
nal ml vzorku. Vtabulce 4 jsou uvedeny vysledky pro méfeni skmenem
Escherichia coli. Zde byl pozorovan jiz viditelny rozdil v porovnani s pivodni
testovanou koncentraci antibiotik. U vSech vzorkl vyockovanych na krevnim agaru
bylo mozné spocitat mnozstvi jednotlivych kolonii. Tyto hodnoty nebyly nulové, ale

mira biofilmové pozitivnosti byla pod hranici vyznamnosti.
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Tab. 4 - Test planktonickych bunék biofilmu pro Escherichia coli, 5 mg antibiotik

na 1 ml vzorku

Escherichia coli
A B C Pramér Pozitivita
1 21 8 9 13 2 BHI + Glukoza + Tetracyklin
2 14 23 22 20 ) BHI + Gluko6za + Augmentin
3 40 43 52 45 2 BHI + NaCl + Tetracyklin
4 4 37 20 20 o BHI + NaCl + Augmentin

Vysledky testovani kmene Staphylococcus aureus jsou uvedeny v tabulce 5.

VSechny testované vzorky byly po vyockovani na misku s krevnim agarem pocitatelné.

AvsSak po dosazeni do vzorce popsaného v teorii byla mira pozitivnosti mikrobidlniho

biofilmu pod hranici.

Tab. 5 - Test planktonickych bunék biofilmu pro Staphylococcus aureus, 5 mg
antibiotik na 1 ml vzorku

Staphylococcus aureus
A B C Pramér Pozitivita
1 4 3 66 24 o BHI + Glukoéza + TKC
2 3 10 70 28 2 BHI + Glukoza + Augmentin
3 14 60 21 32 o BHI + NaCl + TKC
4 46 36 48 43 o BHI + NaCl + Augmentin

S koncentraci 5 mg davkovaného antibiotika na 1 ml testovaného vzorku bylo

testovani provadéno i pro kmen MRSA. Vysledky tohoto testovani jsou v tabulce 6.

| zde bylo mozné u vSech vzorkii vyo¢kovanych na misce s krevnim agarem spocitat

jednotlivé kolonie. Vysledky se zde jiz lehce liSily. U vzorkl, kde byl davkovany

Tetracyklin, byla mira pozitivnosti mikrobialniho biofilmu pod hranici. Ovsem

u vzorki, kde byl davkovany Augmentin, byly vzorky slabé biofilm pozitivni.

Tab. 6 - Test planktonickych bunék biofilmu pro MRSA, 5 mg antibiotik na 1 ml

vzorku
MRSA
A B C Pramér | Pozitivita
1 25 50 5 27 o BHI + Glukoza + Tetracyklin
2| 120 33 250 134 + BHI + Gluko6za + Augmentin
3 3 6 12 o BHI + NaCl + Tetracyklin
4 93 200 200 164 + BHI + NaCl + Augmentin
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Dalsim testovanym kmenem byl Proteus vulgaris. Vysledky z tohoto testovani jsou
uvedeny v tabulce 7. V tomto ptipadé byl patrny rozdil mezi jednotlivymi kombinacemi
davkovanych antibiotik, jako bylo u pfedesSlého kmene. V piipadé¢ kombinace NaCl
s Augmentinem byl vysledek slabé pozitivni. U ostatnich kombinaci testovanych na

tomto kmeni vysla mira pozitivnosti pod hranici.

Tab. 7 - Test planktonickych bunék biofilmu pro Proteus vulgaris, 5 mg antibiotik
na 1 ml vzorku

Proteus vulgaris
A B C Primér | Pozitivita
1 1 4 1 2 ) BHI + Glukoza + Tetracyklin
2 1 3 1 2 2} BHI + Gluko6za + Augmentin
3 1 2 2 2 o BHI + NaCl + Trtracyklin
4|1 304 365 315 328 + BHI + NaCl + Augmentin

Poslednim testovanym kmenem s koncentraci 5 mg antibiotika na 1 ml vzorku byla
Pseudomonas aeruginosa. Pro vzorek s glukézou a Tetracyklinem vysla mira
pozitivnosti mikrobialniho biofilmu pod hranici. Vzorky, ve kterych byl davkovan NaCl
s Tetracyklinem a NaCl s Augmentinem, vysly biofilm stfedné pozitivni. A vzorek, kde

byla davkovana gluk6za s Augmentinem vySel extrémné biofilm pozitivni.

Tab. 8 - Test planktonickych bunék biofilmu pro Pseudomonas aeruginosa, 5 mg
antibiotik na 1 ml vzorku

Pseudomonas aeruginosa
A B C Pramér | Pozitivita
1 17 19 17 18 o BHI + Glukdza + Tetracyklin
2 KV KV KV - +++ BHI + Gluk6za + Augmentin
3 700 700 700 700 ++ BHI + NaCl + Tetracyklin
4 800 800 800 800 ++ BHI + NaCl + Augmentin

Bioreaktor RTS-1C od firmy Biosan byl pouzit jako tieti zptsob testovani vlivu
riznych koncentraci antibiotik na danou mikrobidlni suspenzi. Tento typ méteni byl
zvolen z divodu poskytovani dat o agregaci mikrobidlniho rustu dané bakterie
vV redlném case. Pomoci bioreaktoru je mozné pozorovat, jak se mikrobialni suspenze

chova v jednotlivych fazich bakterialniho rastu.

Nejprve bylo potieba otestovat Cisté bakterialni kmeny v suspenzi s BHI pro mozné

porovnani S nasledujicimi testy, kde byla ddvkovana antibiotika. Srovnani jednotlivych
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bakterialnich kment v suspenzi s BHI je znazornéno v grafu 1. U vsech testovanych
kment trvala prvni faze rustové kiivky, tedy lag faze, po dobu piiblizné ¢tyi hodin od
zacCatku testovani. Poté nasledovala faze exponencidlniho riistu bakterii, kde se jiz
tvofily rozdily v délce trvani mezi jednotlivymi kmeny. Pro kmeny Staphylococcus
aureus, MRSA a Pseudomonas aeruginosa nastal konec exponencialni faze rastu kolem
devatenacté hodiny od pocatku testovani. Pro Escherichia coli byla exponencialni faze
ristu ukoncena jiz mezi patnidctou a Sestnidctou hodinou testovani. Naopak

u Proteus vulgaris za celych 24 hodin testovani nenastalo ukonceni exponencialniho

rustu.
Cisté kultury
| =
4,5
3,5
3 . == Escherchia colii
8 25 MRSA
2 / == Pseudomonas aeruginosa
11E >
7 = Staphylococcus aureus
0,5 Proteus vulgaris
-1 4 9 14 19 24
€as [hod]

Graf 1- Biosan RTS-1C - prehled rustovych kfivek testovanych ¢istych kultur
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Pii dal$im testovani na bioreaktoru byla jiz davkovana antibiotika. V grafu 2 jsou
zaznamenany prubchy rastu mikrobidlnich suspenzi s danymi testovanymi kmeny,
ke kterym byla davkovana glukéza a 1 mg Tetracyklinu na 1 ml vzorku. Zde byl jiz
béhem prvni hodiny testovani pozorovan vyznamny Ucinek antibiotika, diky kterému

se ani jeden z testovanych kmenti po dobu 24 hodin nedostal do exponencialni rustové

faze.
Glukdza + Tetracyklin
0,9
0,8
0,7
,6
c == Escherichia coli
o ,”
© o4 MRSA
03 == Pseudomonas aeruginosa
0,2
0,1 .. —aama = Saphylococcus aureus
0 ; ; ; ; Proteus vulgaris
-1 4 9 14 19 24
€as [hod]

Graf 2 - Biosan RTS-1C - prehled riistovych kiivek testovanych bakteriis 1 g
glukozy a 1 mg/ ml Tetracyklinu

V grafu 3 jsou zndzornény prubéhy rustu vSech testovanych bakteridlnich kmend,
kde byla davkovana gluk6za a 1 mg Augmentinu na 1 ml vzorku. Stejné jako
v ptedchozim grafu i zde byly ucinky antibiotika natolik silné, Ze potladily rust
bakterialnich kmenid. Ani zde se tedy populace bakterii nedostala do exponencialni

rustové faze.

51



Glukéza + Augmentin

== Escherichia coli

MRSA
Pseudomonas aeruginosa
0,1 Staphylococcus aureus
0,05 Proteus vulgaris
-1 4 9 14 19 24
€as [hod]

Graf 3 - Biosan RTS-1C - pi‘ehled ristovych kiivek testovanych bakterii s 1 g
glukézy a 1 mg/ ml Augmentinu

Nize je graf 4, ve kterém jsou zaznamendny prib&hy ristu vSech testovanych
bakterialnich kment s nadavkovanym NaCl a 1 mg Tetracyklinu na 1 ml vzorku. | zde
byl vyznamny vliv pfidaného antibiotika, nebot’ se ani jeden z bakterialnich kment

za dobu 24 hodin nedostal z klidové faze.

NaCl + Tetracyklin

= Escherichia coli

MRSA

== Pseudomonas aeruginosa

= Staphylococcus aureus

Proteus vulgaris

€as [hod]

Graf 4 - Biosan RTS-1C - prehled ristovych kiivek testovanych bakterii s 0,2 g
NaCl a 1 mg/ ml Tetracyklinu
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V grafu 5 jsou zaznamendny pribchy rlstu vSech péti testovanych bakteridlnich
kmeni, do kterych byl davkovan NaCl s 1 mg Augmentinu na 1 ml celkového vzorku.
Pro kmeny Escherichia coli, MRSA, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus
byl ucinek nadavkovaného antibiotika natolik vyznamny, Ze se po dobu 24 hodin
nedostaly z lag faze. Proteus vulgaris piekonal G¢inky nadavkovaného Augmentinu

zhruba po 10 hodinach méfeni a po zbylou dobu méteni setrval ve fazi exponencialniho

rustu.
NaCl + Augmentin

2,5
2

1,5 = Escherichia coli

8 MRSA
1 = Pseudomonas aeruginosa
= Staphylococcus aureus

[y

0, : Proteus vulgaris
-1 4 9 14 19 24

€as [hod]

Graf 5 - Biosan RTS-1C - piehled riistovych kiivek testovanych bakterii s 0,2 g
NaCl a 1 mg/ ml Augmentinu

Vsechny testy provadéné pomoci bioreaktoru RTS-1C byly ukonceny
po 24 hodinach méfeni, aby byly zajistény stejné podminky pro porovnani jednotlivych
kmenti. Po ukonceni kazdého méfeni byl vzorek promichan pomoci vortexu.
Z promichané¢ho vzorku bylo odpipetovano 1 ml, ktery byl nasledné naockovan
na krevni agar sterilni ockovaci klickou. Takto pfipravené misky byly umistény
do inkubatoru po dobu 24 hodin pii 37 °C. Dalsi den byly na miskach s krevnim agarem
pocitany jednotlivé narostlé kolonie. Vysledky z této ¢asti testu jsou uvedeny v tabulce

9. Data vtéto tabulce jsou kontrolou vysledkii zpribéhti rustovych kiivek
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zaznamenanych pomoci bioreaktoru TRS-1C. Kmeny MRSA, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa narostly na miskach

v zanedbatelném poctu, coz odpovida i vSem zaznamenanym prub¢hiim ristu. Proteus
vulgaris v obou piipadech davkovani Tetracyklinu mél také zanedbatelny pocet
s NaCl

a Augmentinem narostl na misce s krevnim agarem kompaktni vysev, coz odpovida

jednotlivych narostlych kolonii na miskach. V pfipadé kombinace
| zaznamenané rustové kiivce. Jediny piipad, kdy se neshodovalo toto kontrolni
testovani se zaznamenanym pribéhem rustové kiivky, nastal v piipadé Proteus vulgaris
a davkovanou kombinaci glukézy s Augmentinem. Toto méfeni bylo pro jistotu

zopakovano se srovnatelnym vysledkem, takze ho 1ze povazovat za relevantni.

Tab. 9 - Biosan RTS-1C, pi‘ehled po¢tu narostlych kolonii u jednotlivych vzorki

po ukonceni méreni

Zivny bujon Bakteridlni | +1g +1g +0,19 +0,19

V mnozstvi kmenoc= | Glukozy Glukozy NaCl NaCl

20 ml 10° +0,02¢g +0,02¢9 +0,02¢g +0,029g
CFU/ml Tetracyklin | Augmentin | Tetracyklin | Augmentin
V mnozstvi | U u u u
10 pl

MRSA Kompaktni | 0 0 0 55
vysev

Escherichia Kompaktni | 0 6 0 17

coli vysev

Staphylococcu | Kompaktni | O 3 0 30

S aureus vysev

Pseudomonas | Kompaktni | O 45 0 35

aeruginosa vysev

Proteus Kompaktni | 2 Kompaktni |1 Kompaktni

vulgaris vysev vysev vysev
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Z7avér

Na zaklad¢ reSerSe byly vybrany bakterialni kmeny Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, MRSA, Proteus vulgaris a Pseudomonas aeruginosa. Na téchto
kmenech byl testovan uc¢inek antibiotik Augmentinu a Tetracyklinu v riznych

kombinacich s pfitomnosti rastovych faktorti gluk6zoy a NaCl.

Pii pilotnich testech byla pouzita koncentrace antibiotik 1 mg/ml Zivného média.
Prvni pouzitou metodou pro zjiSténi ucinnosti antibiotika na riist mikrobialniho filmu
byla modifikovana Christensenova zkumavkova metoda (2.2.1). Vysledkem testovani
napiiklad u kmene Escherichia coli byla prokazana ucinnost kombinace glukoza-
Augmentin nebo glukdza-Tetracyklin. Naproti tomu test planktonickych bunék biofilmu
(2.2.2) zjistil, Ze pii této koncentraci méla antibiotika ucinek pouze na kmen MRSA
v kombinacich glukéza-Tetracyklin, glukdéza-Augmentin a NaCl-Tetracyklin, u kterych
se projevil mirny rast mikrobialniho biofilmu (Tab. 3). U vSech ostatnich kombinaci,
i U vySe zminéné Escherichia coli, doslo k vyraznému nartstu kompaktniho vysevu, coz
zna¢i priliS§ nizkou koncentraci antibiotik. Tento rozpor si vysvétluji rozdilnym
pfistupem metod — U planktonického testu se sklicko se vzorkem oplachuje pouze
dvakrat destilovanou vodou, kdezto u Christensenovy metody se vzorek oplachuje
dvakrat destilovanou vodou a dvakrat fyziologickym roztokem. Zatimco
u planktonického testu se poté provadi stér a kultivuji se kolonie, které muizeme
spocitat, u Christensenovy metody se spoléhame pouze na optickém posouzeni zbarveni
skla, které¢ je subjektivni. Vyhodnoceni rlstovych kiivek na pfistroji Biosan dale
ukazalo, ze pfi této koncentraci antibiotik dojde u vSech kmend ke znatelnému
zpomaleni rlstu az stagnaci s vyjimkou kombinace NaCl-Augmentin u kmene Proteus

vulgaris, kde byla po deviti hodinach pozorovana faze exponencialniho ristu.

Vzhledem k vysokému poctu kolonii v testu planktonickych bunék biofilmu byla
pro dalsi testovani zvySena koncentrace antibiotik na 5 mg/ml. Pfi této koncentraci bylo
dosazeno hodnot, které se daji povazovat za MIC u kmene MRSA pro kombinaci
glukéza-Augmentin a NaCl-Augmentin, coz potvrdila i Christensenova metoda.
Hodnoty blizici se MIC se podafilo zjistit jest¢ u kmene Escherichia coli
a Staphylococcus aureus — zde byla koncentrace o néco vyssi, nez bylo potieba.
U zbytku vzorki byla tato koncentrace podstatné¢ vzdalena od MIC. Ve vSech

ptipadech, ale antibiotika Uc¢inkovala tak, Ze kmeny byly budto slab& pozitivni, nebo
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bylo antibiotikum pf#ili§ koncentrované. Vyjimkou byla jedind kombinace a to glukdza-
Augmentin na kmeni Pseudomonas aeruginosa, kdy doslo ke vzniku kompaktniho

vysevu.

U provadénych testli byly pouzity rastové faktory glukézy a NaCl. Po celkovém
zhodnoceni Christensenovy metody muzeme fici, ze jako lepsi podpurny faktor pro
tvorbu biofilmu fungoval NaCl. Ve vsech ptipadech testovani bez ptidavku antibiotika
meél totiz vzorek s glukdzou mensi intenzitu zabarveni, nez vzorek s NaCl. Stejné tomu
bylo i u vétsiny testli provadénych s piidavkem antibiotika. Lepsi u¢innost antibiotika
v kombinaci s glukézou byla opét prokazana men$i intenzitou zabarveni, nez
kombinace s NaCl. Tento vysledek pro mne byl ptekvapivy, nebot’ se v dostupnych
zdrojich uvadi, ze zdroj energie a uhliku je pii kultivaci bakterii zajistovan predevs§im

glukézou, kdezto NaCl je pouzivan predevsim k udrzeni isotonie kultivaéniho prostiedi.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkli bych navrhovala pokracovani v tomto testovani,
abychom mohli ziskat detailni MIC 1 u ostatnich bakteridlnich kment. ProtoZe je toto
testovani Casove a laboratorné narocné, nebylo jiz mozné ho do mé bakalaiské prace

zafadit.
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Priloha A Vyvoj rezistenci antibiotik v Case

Figure 1 Developing Antiblotic Resistance:
A Timeline of Key Events®
ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
IDENTIFIED INTRODUCED
Penicillin-R Stophylococcus 1940 —
1943 Penicillin
— 1950 Tetracycline
—— 1953  Erythromycin
Tet line-R Shigel! —
racycineRhgela 1959~ 1960 Methiciin
Methicillin-R Staphylococcus 1962 —
Penicillin-R pneumaococcus 1966 —
Erythromycin-R Streptococcus 1968 —/ 1967  Gentamicin
— 1972 Vancomycin
Gentamicin-R Emterococcus 1979 —
I~ 1985 Imipenam and
Ceftazidime-R Enterobacteriaceae 1987 —— ceftazidime
Vancomycin-R Enferococcus 1988 ]
Levofloxacin-R pneumococcus 1996 ———— 1996  Levofloxacin
Imipenem-R Entercbacteriaceae 1998 —
XDR tuberculosis 2000 ——— 2000 Linezolid
Linezolid-R Staphyoceccus 2001 —
Vancomycin-R Stophyfococcus 2002 — )
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2008/8 — 2003  Daptomycin
Caftriaxone R Neisseria gonomhosge 2009 — .
PDR-Enterobacteriaceas / 2010  Ceftaroline
Ceftarcline-R Staphylococcus 2011
PDR = pan-drug-resistant; R = resistant; XDR = extensively drug-resistant
Dates are based upon early reports of resistance in the literatura.
In the case of pan-drug-resistant Acinetobacter and Psoudomonas,
the date is based upon reports of health care transmission or
outbreaks. Mote: penicillin was in limited use prior to widespread
population usage in 1943,

Obr. 16 - Vyvoj rezistenci antibiotik v ¢ase [10]




Priloha B Chemické strukturni vzorce antibiotik

HO—Q?H — €0~ NH ————I/ S\Fz:a
N 3

NH
- 0 TNGOOH  3H,C

Obr. 17 - Amoxicillin [24]
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Obr. 18 - Kyselina klavulanova [24]

Obr. 19 - Tetracyklin [25]



Piiloha C Prokarioticka buiika, riistova kirivka bakterii a vyvoj
rezistence MRSA
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Obr. 20 - Priifez prokaryotni buiikou. PFrevzato a upraveno z [10]
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Obr. 21 - Ristova kfivka bakterii [Zdroj: Autorka]
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Obr. 22 - Schéma vyvoje rezistence MRSA [11]
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Obr. 23 - Pouzité bakterialni kmeny [26], [27], [28], [29]
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