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ABSTRAKT

Bakterialni rezistence vuaci antibiotikim je jiz dlouha léta diskutovanym problémem.
Antibiotika jsou pouzivana v zemédélské prvovyrobé, konkrétné v chovu prasat. Vysoka
koncentrace zinku se vSak dostava do pudniho prostfedi ve formé vedlejSich zemédélskych
produktt. Davky zinku pasobi na stfevni bakterie prasat, ale i na mikroorganismy v prostiedi
a mohou vést ke vzniku rezistence vii¢i kovim, ale pravé i vuci antibiotikim. PredloZena prace
se zabyva vlivem ZnO a nové pouzivanych nanocastic (ZnO NPs) na baterie S. aureus,
methicilin-rezistentni S. aureus a E. coli. Ziskana data této prace poukazuji na vliv ZnO ve
zvySovani minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik a také na vznik rezistence u E. coli. Na
zakladé biochemickych testi byl také potvrzen efekt na zménu metabolickych drah bakterii
reagujici s vybranymi substraty. Opakovana subkultivace bakterii s testovanymi ZnO a ZnO
NPs ma zasadni dopad na citlivost bakterii k antibiotikiim a méni i biochemické drahy. Studie
zabyvajici se problematikou dlouhodobého vlivu oSettujicich latek jsou zasadni pro vyvoj
modernich antibakterialnich slozek.

ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics is a long-discussed problem. The use of antibiotics in primary
agricultural production, especially in pig breeding. High levels of zinc subsequently seeps into
the soil in the form of secondary agricultural products. Doses of effect the intestinal bacteria of
pigs, but also the microorganisms in the environment which can subsequently lead to the
development of resistance to metals also antibiotics. This thesis deals with the effect of ZnO
and newly used nanoparticles (ZnO NPs) on bacteria S. aureus, methicilin-rezistant S. aureus
and E. coli. Acquired data point to the effect of ZnO on minimal inhibition concentration of
antibiotics and the development of resistance in E. coli. Based on biochemical tests, the change
of metabolic pathways reacting with selected substrates was confirmed. Repeated subcultur of
bacteria with tested ZnO and ZnO NPs has on the susceptibility of bacteria to antibiotics and
changes their biochemical pathways. Studies dealing with the issue of long-term effect on
medicinal substances are essential for the development of modern antibacterial components.

KLICOVA SLOVA

Rezistence, oxid zineCnaty, nanocastice, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, methicilin-
rezistentni Staphylococcus aureus.
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1 UVOD

Casté a opakované uzivani 1é¢iv (antibiotik & jinych oSetiujicich latek) ma vzdy dopad na Zivé
organismy v pfirodé. Rozsahlé naduzivani i nespravné pouzivani antibiotik vede
k nezamyslenym dusledkim, které vyzaduji rozsahlé zmeény antibiotické politiky s cilem
zmirneéni uzivani. V soucasnosti je evoluce mikrobialnich patogenti schopnych odolavat 1écbé
antibiotiky povazovana za jednu z nejnaléhavéjSich krizi v oblasti vefejného zdravi.
Antibioticka rezistence predstavuje také financ¢ni bfemeno svétové ekonomiky. Nezavisle na
jejich pouziti v oblasti lidského zdravi se antibiotika navic hojné pouzivaji i pfi produkci
hospodarskych zvirat.

Antibioticka rezistence zplsobena uvolilovanim antibiotik do zivotniho prostedi
prumyslovymi vyrobci a chovateli ziskala mensi pozornost nez kontrolované uvoliovani
antibiotik z nemocnic. Nicméné, kontaminace antibiotiky z tohoto sektoru vSak muze byt
enormni.

Ackoliv je zinek esencialnim kovovym iontem, je ve vySSich koncentracich toxicky.
V mikrobialnim svété prevladaji razné mechanismy k piekonani toxicity tohoto kovu, které
vedou k ovlivnéni dalSich mechanismu bakterialni bunky, at’ uz se jedna o zakladni metabolické
cykly ¢ vznik zkiizené antibiotické rezistence. Pouzivani oxidu zine¢natého (ZnO)
v zemédé¢lstvi a jeho rozsifeni v humanni medicin€ i v podob€ ZnO nanocastic (ZnO NPs) muze
mit nezddouci dopad na mikrobiom jak oSetfeného zvitete ¢i ¢lovéka, tak i na mikroorganismy
ptitomné v prostiedi, které jsou také soucasti kolobehu latek v ptirod€. Vysledky riznych studii
naznacuji, ze kontaminace kovl pfitomna v zivotnim prostfedi mlze vyvolat rezistenci na
antibiotika u jinak antibioticky citlivych kment bakterii, jsou-li vystaveny riznym kovtum, jako
je naptiklad zinek v prostfedi. Tyto bakterie, kdyz pfichazi do styku s lidmi nebo zvifaty, se
stavaji patogennimi a zpisobuji Cetna onemocnéni odolna vici 1ékim. Existuje tedy role kovia

vvvvv

Zinek je hojné vyuzivan v celé fadé procest a produktu. Zdrojem jeho uvolfiovani do pady jsou
Casto odpadni vody z Cistiren odpadnich vod, odtoki ze silnic nebo hnoje a kalu zivocisné
vyroby. Roc¢ni aplikace hnoji a kal pochazejicich z farem, kde jsou zvirata léCena ZnO, mize
vést ke zvySovani hladiny zinku v ptidé. Postupem Casu povede zvySovani koncentrace zinku
v pudé ke zméné ekosystému, coz ma za nasledek tvorbu bakterialni rezistence na
antimikrobialni latky. Tato rizika spojena s zivotnim prostfedim a vefejnym zdravim by vSak
meéla byt vyvazena s ptinosy pro zdravi zvifat, kterym je oxid zine¢naty podavam jako VMP
(veterinary medicinal product) nebo dopliikova latka pouzivand v moderni produkci prasat.
V roce 2017, vzala Evropska komise do uvahy vSechny zminéné aspekty a rozhodla o zakazu
ptidavku vysokych davek ZnO do krmiv. Po pfechodném pétiletém obdobi se pocita s uplnym
ukoncenim podani do ¢ervna roku 2022.

Tato studie se tedy zabyva dlouhodobym vlivem ZnO a ZnO NPs na vybrané bakterie, u kterych
byla sledovana v zavislosti na ¢ase zména antibiotické citlivosti a zmény metabolismu
vybranych substrati vyuzivanych v komercnich, konfirmaénich soupravach. Vzhledem ke
kratké generacni dobé€, jsou bakterie ideadlnim modelovym piikladem pro studie zatéze
organismu riznymi lécivy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Bakterie jako puvodci infek¢énich onemocnéni

2.1.1 Vyznamni zastupci bakterialnich infekei

Bakterialni infekce jsou zpusobeny raznymi bakteriemi napadajicimi rostliny, zivoCichy
i houby. Clovék je vyznamnym hostitelem pro bakterie rodu Staphyloccocus, Escherichia
a mnoha dalSich. Bakterie jsou soucasti stfevniho traktu vSech Zivocichd, kde se podileji na
traveni potravy, syntéze vitamini a tvoii i ¢ast imunitniho systému. Dale tvoii i kozni
mikrofloru, ktera patii k ochrané téla pred toxiny nebo cizorodymi organismy. Zaroven bakterie
zpusobuji 1 zavazna onemocnéni diky své patogenité, ktera muze byt podminéna stavem
imunitni soustavy organismu. V soucasné dob¢ se bakterialni infekce berou jako Casté a nijak
prekvapivé onemocnéni. Tyto bakterialni infekce provazeji nehojici se rany, celkové poruchy
imunitniho systému nebo také chronické gynekologické zanéty. Byvaji Casto zpusobeny
bakteriemi rodu Staphylococcus a Streptococcus [1], [2].

Objeveni a pouzivani antibiotik se povazuje za jeden s nejvyznamnéjSich milnikd mediciny.
V dnesni dobé jsou antibiotika vyrabéna chemickou syntézou nebo chemickou modifikaci
puvodnich struktur. Tato antibiotika se pouzivaji zejména pro 1é¢bu a prevenci infekénich
onemocnéni [3]

2.1.1.1 Kozni infekce

Se stafylokokovymi infekcemi se setkdvame velmi Casto. Neékteré zdroje uvadeji, ze
stafylokokové infekce tvoti az % infekcei 1é€enych v nemocni¢nim prostiedi. Mezi hlavni druhy
zpusobujici  infekci fadime  Staphylococcus —aureus, Staphylococcus  epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus. Tyto infekce mohou svym prabéhem vést az k sepsi a zdravi
ohrozujicimu stavu [4].

Staphylococcus aureus

U zdravych lidi je kiize i nosohltan kolonizovan druhem S. aureus. Radi se tak mezi &leny bézné
mikrobioty a pokud lidskd imunita funguje spravné€, nehrozi zadné nebezpeci. V piipadé
oslabeni imunity se z neskodného organismu stava predni lidsky patogen. Projevuje se
infekcemi kiize a mekkych tkani. V zavaznéjsich ptipadech miize dojit az k zivotu ohrozujicim
systémovym onemocnénim. Pro upfesnéni se muZze jednat o hnisava onemocnéni, rané
pooperacni a pourazové infekce, mastitidu, sepsi a dalsi [4], [5].



Staphylococcus epidermidis

Tento druh mize vyvolat zavazné onemocnéni u zvlaste citlivych jedinci. Se svym hostitelem
se snazi udrzovat oboustranné prospeésny vztah. Dfive byl tento druh povazovan za neskodny.
Dnes uz se o ném s jistotou vi, ze se jedna o dulezity oportunisticky patogen. Nyni je nejCastéjsi
pri¢inou nosokomialnich infekci. Zejména S. epidermidis predstavuje nejbéznéjsi zdroj infekci,
se kterym se setkavame ve zdravotnickych zatizenich [6], [7].

Staphylococcus saprophyticus

Mezi infekce zpusobené timto stafylokokem fadime infekce mocCovych cest, tedy konkrétn¢,
zanét mocového méchyte u mladych zen [8].

Infekce zptisobené stafylokoky se jen ziidka rozvinou v Zivot ohrozujici nemoc, nicméng jejich
Cetnost a skutecnost, ze je velmi obtizné je 1éCit, predstavuji velkou zatéz pro verejné zdravi.
Odhaduje se, ze naklady na 1écbu infekce cév krevniho feciste€ Splhaji az do vysky 2 miliardy
dolard ro¢n€. Naklady zvySuje vzrUstajici rezistence S. epidermidis i S. aureus na hojné
pouzivana antibiotika a tvorba biofilmi — strukturovana spoleCenstva mikroorganismu.
Bakterie v biofilmech vykazuji o tfi fady vyssi odolnost vici pusobeni antibiotik nez bakterie
planktonické. Mikroorganismy jsou schopny své biofilmy tvofit jak na povrchu tkani, tak i na
umélych materialech jako jsou protézy a podobné kloubni ¢i kostni nahrady [7].

2.1.1.2 Stievni infekce

Infekce tenkého a tlustého stieva mize byt zptisobena riznymi bakteriemi. Infekce se projevuje
jako gastroenteritida nebo enterokolitida. Do skupiny bakteridlni gastroenteritidy radime
onemocnéni jako brisni tyfus zplsobeny bakterii Salmonella typhi, choleru zptusobenou Vibrio
cholerae nebo také salmonelovou enteritidu, kterou zpisobuje bakterie Salmonella enteritidis.
Tyto nemoci se projevuji bolestmi bficha, zvracenim a prijmy. DalSim vyznamnym
mikroorganismem pusobici ¢lovéku a ostatnim ZivocCichim nepifijemné potize je bakterie
Escherichia coli. Tato bakterie zpusobuje infekci predevS§im u osob se snizenou imunitou.
Infekce se projevuje prijmy, horeckou a bolesti bficha [9], [10].

r. Salmonella

Salmonelova enteritida, lidové feceno salmoneloza, je zapficinéna bakteriemi S. typhimurium
nebo S. enteritidis. Toto onemocnéni se fadi k jednomu z nejcastéjSich stfevnich onemocnéni
u déti i dospélych. Charakteristickym projevem této infekce jsou Casté prijmy, ovSem bez
pritomnosti krve. Nékdy se vyskytuje i horecka a zvraceni. Bakterie rodu Salmonella jsou velmi
citlivé k antibiotikiim a desinfek¢nim latkam. V posledni dob€ se i u této bakterie objevuje fada
multirezistentnich kment. V ramci Evropské unie, méla Ceska republika v roce 2006 nejvétsi
pocet nakazenych pacienti bakteriemi rodu Salmonella. V dalsich letech uz narast neni tak
vysoky, ale 1 v posledni dobé se fadime na predni piicky v poctu nakazenych osob v ramci EU.
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Nejvyssi poCty nakazenych se udavaji v letnich mésicich, zejména v srpnu. Je to zpisobeno
vys§Simi teplotami, pti kterych se této bakterii dafi a maji vhodné podminky pro pomnozeni
v rizikovych potravinach [11], [12].

Escherichia coli

Tato bakterie se bézné vyskytuje v travicim ustroji teplokrevnych zivocicha. V lidském téle se
bakterie E. coli tadi k vyznamnym mikroorganismiim stfevni mikroflory. Bakterie zijici ve
stfevech jsou dulezitou soucasti travicich pochodii. Mezi dalsi vyznamné funkce fadime jejich
stimulaci imunitniho systému, udrzeni stfevni bariérové funkce a vyzivu sliznice travici trubice.
Bakterie E. coli se podili na syntéze vitaminu K, ktery je potfebny ke spravné srazlivosti krve.

Bakterie se muze také vyskytovat v mase a mléce [13], [14].

Nekteré sérotypy E. coli patii k patogenim zpusobujici krvavé prajmy. Toto onemocnéni
nepatii mezi zivot ohrozujici, ale jsou znamy i piipady, které skonCily smrti. Bakterie zptsobuje
dva typy onemocnéni. Prvni se fadi do skupiny extraintestinalni, kam patii naptiklad
onemocnéni mocovych cest nebo infekce ran. Druhy typ se oznacuje jako intestinalni infekce
a je doprovazen prijmy. Uéinnou prevenci proti témto onemocnénim se ukézalo uZivani
probiotik. V chovech hospodarskych zvifat, zejména v chovech selat, snizuje vyskyt prajma
zpusobenych enterohemoragickymi E. coli produkci, a tak byla zejména do krmiv po odstavu
selat pfidavana antibiotika a v poslednich letech, pro své antibakterialni Gi€inky, oxid zinecnaty
(ZnO) [13], Chyba! Nenalezen zdroj odkazu..

2.1.2 Antibioticka 1é¢ba bakterialni infekce

V dnes$ni dobé se povazuje predepisovani antibiotik na bakterialni infekci jako rutinni
zalezitost. Pii této skuteCnosti se vSak setkavame s velmi z&vaznymi nasledky ve formé
bakterialni rezistence a tim i selhdvanim dalSi antibiotické 1écby. Jednou z nejCastéji
diskutovanych moznosti v souvislosti s regulaci zvySovani bakterialni rezistence, a s tim
souvisejici problémy v 1écbé onemocnéni vyvolanych multirezistentnimi kmeny, je
jednoznacné racionalni uzivani a pfedepisovani antibiotik (Obrdzek 1) [16].
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Obrazek 1: Obecny algoritmus lécebného postupu bakterialnich onemocnéni [16]

2.1.2.1 Dusledky antibiotické lechy

Antibioticka 1é¢ba nema jen dopad v podobé vzniku bakterialni rezistence. Negativnim
dopadem uzivanim antibiotik je i jejich kolob&h v ptirod€. Prikladem toho nam muze byt asijské
znecisténi jezer. Takto kontaminovana voda je domovem mnoha ZzivoCicht, ktefi se bud’
postupem Casu vodé prizpusobi, nebo zemiou. Kontaminace téchto jezer je pfipisovana
odpadnim vodam z Cistiren odpadnich vod. Ve vodach jezer se v nejvétsich koncentracich
nachazeji latky sulfadiazin a sulfamethoxazol [17].

2.1.3 Vznik antibiotické rezistence u vybranych infek¢nich druha

Pod pojmem rezistence rozumime odolnost bakterie vici antibakterialni latce, které je
vystavena, tady antibiotikim. Mame ovSem dvé definice rezistence [18].

Klinicka definice: ,,Pivodce infekce je rezistentni, je-li koncentrace antibiotik potiebna k jeho
inhibici vetsi nez hrani¢ni koncentrace* [19].

Geneticka definice: ,,Kmen obsahuje geny rezistence k jednomu nebo vice antibiotik, nemusi
jit o rezistenci klinickou* [19].
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V soucasné dobée se o vzniku bakterialni rezistence viici antibiotické latce hovoii jako o velkém
problému, jak zhlediska medicinského, tak zhlediska vztahu k zivotnimu prostiedi
a zemedélstvi. ZaCne-li bakterie odolavat latce, na kterou byla ptivodné citliva, setkavame se
problémem bakterialni rezistence. S nejvetsi hrozbou bakterialni rezistence se setkavame ve
zdravotnictvi. Zde se bavime o bakteriich zpisobujici infekéni onemocnéni, které se ve vétsiné
pfipadu fesi nasazenim antibiotik. Je tedy na misté byt obezfetni k uzivani a predepisovani
antibiotik, aby nedoslo k vytvoreni rezistence [18], [20].

2.1.3.1 Druhy bakteridlni rezistence
Primarni rezistence

Primarni rezistence je geneticky podminénd necitlivost bakterie na dané antibiotikum bez
predchoziho kontaktu. To je umoznéno chybéjicim zasahovym mistem v organismu bakterie
pro dané antibiotikum. Odviji se od druhu a vlastnosti dané bakterie. Vykazuje-li jeden kmen
daného druhu primarni rezistenci, budou vSechny kmeny daného druhu rezistentni. Jako ptiklad
primarni rezistence mizeme povazovat nékteré gramnegativni bakterie, které jsou méné citlivé
vuci pusobeni penicilinu oproti grampozitivnim bakteriim [20]. Napiiklad zastupce rodu
Mollicutes jsou prirozené odolni vici beta-laktamovym antibiotikim. Tuto odolnost bakterie
ziskala diky chybéjici bunécné sténé, kterd je nahrazena tfivrstvou membranou skladajici se
z bilkovin, fosfolipidu a cholesterolu [21].

Sekundarni rezistence

Sekundarni rezistenci si organismus bakterie vytvori v disledku antibiotické terapie. Tuto
terapii vnimame jako vystaveni bakterie pravidelnym davkam antibiotika, v delSim Casovém
horizontu. Ziskana rezistence vznika sekundarnim tlakem prostfedi a je zplisobena mutacemi
genll na bakterialnim chromozomu nebo na plazmidu. Pokud by se organismus nepfizpusobil,
nastala by jeho smrt. Tato schopnost je pfisuzovana ptitomnosti bioaktivnich latek. V Evropské
unii za posledni roky tento druh antibakteriadlni rezistence vzrostl v rozmezi od 10 %
do 50 % [22], [23].

2.1.3.2 Mechanismus vzniku rezistence u bakterii

Mechanismus vzniku rezistence se odviji od druhu bakterie a pouzitého antibiotika. Mezi
projevy bakterialni rezistence na antibiotika fadime zmény v propustnosti antibiotik do buriky,
zmeénu cilovych molekul, enzymatické odbourani antibiotik a bakterialni efflux [24].
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Bakteridlni efflux

Jako jedna z nejcastéjSich forem vzniku rezistence se povazuje bakterialni efflux, ktery zname
jako effluxni pumpy u bakterii. Tento protein je schopen odCerpat z bakterialni buriky naptiklad
antibiotickou latku, ale také desinfekCni prostfedky. Tento proces je zpiisoben proteinem
rezistentnich bakterialnich kmend. Jednim z nejznaméjSich proteind s takovou funkci je
P-glykoprotein. Jako pohon effluxnich pump zde funguje proteinovy gradient na membrané.
Antibioticka latka je z bakterie od¢erpavana sekundarnim transportem. Do cytoplasmy ptichézi
proton a v opaéném sméru odchazi antibioticka latka. Nejvice informaci mame o effluxni
pumpé AcrAB-TolC u bakterie E. coli (Obrdzek 2). Tato pumpa se fadi do skupiny RND
(resistence-nodulation-division). RND skupina se vyznacuje Sirokou substratovou specifitou.
Umi rozeznat kromé antibiotické latky také barviva, detergenty nebo biocidni latky. Tato
effluxni pumpa je soubor tii za sebou jdoucich proteint prochazejici napfi¢ bunéénou sténou.
Prvni protein IEP (inner membrane efflux protein) AcrB zachytava substrat ve fosfolipidové
dvojvrstve, ktery déle preda proteinu OEP (outer membrane efflux protein) TolC ke kone¢nému
vylouceni ven. Spolupraci mezi obéma proteiny zajistuje ptidavny protein PEN (periplasmic
efflux protein) AcrA [23], [25], [26].
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Obrdzek 2: Effluxni pumpa u bakterie E. coli [26]
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2.1.3.3 Rezistence u bakterii E. coli a S. aureus

Bavime-li se o vzniku rezistence v souvislosti s E. coli, izolované z lidského pacienta, mizeme
sjistotou fici, Ze nejvetsi podil ma naduzivani antibiotik. Muze se jednat napfiklad
o fluorochinoliny, antibiotika podavana pii 1é¢bé mocovych cest, proti kterym si je E. coli
schopna postupem Casu vytvofit rezistenci. Takto odolna bakterie se mtze bez problému Sifit
mezi dals$imi lidmi [19], [27].

V dnesni dobé je témeér 40 % bakterii rodu Staphylococcus odolnych vici penicilinu a toto Cislo
stale nartsta. Odolnost vici ¢asto predepisovanym beta-laktamovym antibiotikim je divodem
vyvoje stale novych antibakterialnich latek. Prognézy zabyvajici se stafylokokovou infekci
uvadeji, ze za par desitek let bude mozné 1€cit tyto infekce pouze vankomycinem. Soucasna
skuteCnost ovSem je, Ze se uz objevily izolaty S. aureus s rezistenci na vankomycin [28].

2.1.3.4 Dusledky bakterialni rezistence

Bakterialni rezistence na antibiotika ma své dusledky, mezi které patfi riziko selhani
antibiotické 1écby. S tim jsou spojeny vyssi ekonomické naklady na 1écbu a také prodlouzeni
délky hospitalizace nemocného pacienta. Rezistentni bakterie dokazi pretrvat v lidském
organismu i vice nez Sest mésict, aniz by se jakkoliv projevily. Organismus se tak stava
nosi¢em rezistentnich bakterii. Takovy organismus je nachylnéjsi ke vzniku infekce. Infekce
zpusobena rezistentni bakterii mtze v lidském organismu vyvolat sepsi neboli otravu krve, coz
je zpusobeno neadekvatni odpovédi organismu na infekci. V kone¢ném dusledku to muze
znamenat nevratna poSkozeni nervové soustavy nebo i smrt pacienta [29], [30].

2.1.4 Cetnost vyskytu rezistence u infek¢nich onemocnéni

Jiz od roku 1998 je zaveden systém pro pravidelné sledovani bakterialni rezistence a je
vyuzivan ve vétsiné evropskych statt. Data o rezistentnich bakteriich vyskytujicich se v Evropé
jsou shromazd’ovana diky organizaci Evropské sité pro dohled nad antimikrobialni rezistenci,
muzeme se s ni také setkat se zkratkou EARS-Net (Obrdzek 3) [31].

Pro Evropu jsou uvetejnéna konkrétni data vyplyvajici ze sledovani bakterialni citlivosti sedmi
bakterialnich patogent zpisobujicich infekce u lidi. Mezi tyto patogeny patii E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, nekteré druhy Acinetobacter, Streptococcus
pneumoniae, S. aureus, Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium [31].

Presna charakterizace a sledovani antimikrobialni rezistence v populacich lidi je potfebna pro
ucely celoevropského dozoru, ktery informuje o opatienich v oblasti vefejného zdravi s cilem
zamezit mezinarodnimu prenosu patogent odolnych vici vice druhim 1é¢iva [31].
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Obrdzek 3: Mira zmapovanych charakteristik a monitoringu rezistentmich bakterii v jednotlivych
zemich Evropy pro rok 2018 [31]

2.1.4.1 Rezistence bakterie E. coli k fluorochinoliniim v Evropé av CR

Antibiotika na bazi fluorochinolini se v Evropé zaCaly hojné pouzivat koncem 80. let
20. stoleti. Rezistenci vykazuji bakterie ze skupiny gramnegativnich bakterii jako je naptiklad
zminovana bakterie E. coli, ktera zpusobuje zanéty mocovych cest. Jak je ukazano na
Obrazku 4, mezi Evropskymi zemémi jsou zna¢né rozdily. S nejniz§im procentem bakterii
rezistentnich na fluorochinoliny se potykaji severské zemé. Naopak nejvyssi procenta hlasi
Ttalie a Malta. Bakterialni infekce zpasobené bakterii E. coli v Ceské republice jsou v 50 %
piipadu rezistentni na fluorochinoliny. Podobnych hodnot dosahuji také bakterie Pseudomonas
aeruginosa a Klebsiella pneumoniae. Toto Cislo je v poslednich deseti letech relativné
konstantni. Ceska republika patfi v Evropé mezi zem& svysokou rezistenci
k fluorochinolonum [18], [31].
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Obrazek 4: Rezistence bakterie E. coli k fluorochinoliniim (%) v Evropé [31]
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2.1.4.2 Rezistence bakterie S. aureus v Evropé av CR

Dle dat shromazdénych organizaci EARS-Net se vyskyt rezistentnich bakterii S. aureus
v evropskych statech pohybuje od 1 do 50 %. Nejnizsi Cetnost vyskytu je v severskych statech,
jako je Norsko, Dansko nebo Svédsko. Naopak nejvyssi vyskyt zaznamenavaji staty v oblasti
sttedozemniho mote. Od za¢atku sledovani v roce 1998 vzrostla prevalence S. aureus v Ceské
republice trojnasobné (z 3,8 % v roce 2000 az na 12,8 % v roce 2005). Kvuli velkym nartstim
rezistence byly zavadény mnoha opatieni ve vét§iné evropskych statt. Diky tomu se evropsky
pramér, ktery mél v roce 2012 hodnotu 18,8 %, snizil a vroce 2017 na 16,8 %. V Ceské

republice se podil rezistentnich S. aureus prakticky nezmeénil a od roku 2005 zastava okolo
13 % [32].
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2.2 Moderni komponenty pro lécbu bakteridlnich infekci
2.2.1 Nanotechnologie

Nanotechnologie v dneSni dobé zasahuji do Sirokého spektra odvétvi. At uz mluvime
o uhlikovych nanotrubicich ve strojirenstvi nebo o nanovlaknech v odévnim pramyslu, jedno
maji spole¢né — rozmér nano. Mluvime-li o nanorozmeérech pohybujeme v rozmérech jedné
miliardtiny metru - 10° m [33].

2.2.1.1 Historie nanotechnologii

Teoretické historie nanotechnologii se zagala psat jiz ve 4. stoleti, kdy Rekové vyrabéli pohary
obohacené praskovym kovem. Nedavno bylo prokazano, ze ve struktuie pohart jsou pritomny
castice o velikosti nanorozméru. Prvni poznatky o nanotechnologiich pfinesl v roce 1959
americky profesor teoretické fyziky Richard Phillips Feynman ve své prednasce “There’s
Plenty of Room at the Bottom” (,,Tam dole je spousta mista“). V nadchézejicich desitkach let
byly objeveny nové metody mikroskopie a tim se 1idé mohli jesté vice piiblizit do nanosvéta.
Od pocatku 90. let se zacalo s experimenty s nanomaterialy, které pokracuji dodnes [34].

2.2.1.2 Rozdéleni nanotechnologii

Kazda publikace rozdéluje nanotechnologie trochu jinym zptusobem. Nejcastéji se setkavame
s rozdélenim do osmi hlavnich skupin. Prvni skupinou jsou nanomaterialy, pod které spadaji
nanoprasky a nanocastice. Druha skupina nese ndzev nanotechnologie pro ukladani a ptenos
informaci, makro a nanoelektronika. Do této skupiny patii nanofotonika, magnetické materialy,
bioelektronika, MEMS (micro-Electro-Mechanical Systems) a NEMS (nano-Electro-
Mechanical Systems). Tteti skupina se zamé&fuje na nanobiotechnologii a nanomedicinu, pod
které spada zapouzdieni 1éka, tkafiové inzenyrstvi, analyza DNA a také biokompatibilni
materialy a vrstvy. Ctvrta skupina se zabyva nanotechnologii pro aplikaci v senzorech. Pata
skupina ma oznaCeni nanotechnologie pro chemické technologie a zpracovani a sem jsou
zafazeny filtrace, membrany, molekulova sita a také elektrody s nanostrukturnimi povrchy.
Sest4 skupina se zabyva dlouhodobym vyzkumem se $irokou aplikaci. Do této skupiny se fadi
kvantova fyzika, kvantové jevy v nanorozmeérech, nanofyzika a ultra-pfesné inzenyrstvi. Sedma
skupina se zaméfuje na pristroje, zafizeni a vyzkum. Tato oblast zahrnuje analytické pfistroje,
vyrobu nanopraskl a také ultra-pfesné obrabéni a nanometrologii. Posledni skupina zahrnuje
zdravotni, ekologické a socialni aspekty nanotechnologii [33], [35].
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2.2.1.3 Nanotechnologie v mediciné

V poslednich letech se nanotechnologie uplatiiuji v mediciné stadle Castéji. Nanomedicina
propojuje medicinu, strojirenstvi, chemii, materialové inzenyrstvi a farmakologii v jeden velky
celek. Velka budoucnost je stale v nanofarmakologii. Nanoléciva mohou lépe cilit a pasobit
v potifebnych mistech. Na bazi nanoc¢astic bylo pro klinické ucely schvaleno pouze malé
mnozstvi 1ékl. Jako prvni nanolécivo bylo schvaleno FDA (Food and Drug Administration)
vr. 1995 1écivo s ndzvem Doxil. Lécivo obsahuje latku doxorubicin. Dnes se tyto léky
pouzivaji pfi 1é¢be karcinomu prsu. Od roku 1995 do roku 2017 schvalilo FDA pouzivani 50
nanoléCiv. Cely obor nanomediciny je v pocatcich a vétSina vyzkumi zistava stale
v laboratorni fazi [36].

2.2.1.4 MoZna rizika vyuZivani nanotechnologii

Nanotechnologie pro nas piinaseji obrovské mnozstvi vyuziti. V medicin€é se setkdvame
s vyuzitim u lékarské diagnostiky, regenerace tkani nebo u syntézy léCiv a s nim spojeny jejich
transport na cilené misto. Tyto klady 1ze ale vyvazit prinikem nebezpecnych nanocastic do
bunék nebo nebiokompatibilnich nanostruktur. Stale vyraznéjsi pouzivani nanomateriala
vstupuje 1 do zivotniho prostfedi. Musime mit na paméti, ze nanomaterialy predstavuji riziko
jak pro pevninskou vodu, ale také pro mote a oceany [37], [38].

Rizika spojena s nanotechnogiemi mizeme rozdélit do 4 skupin [38].

Zdravotni aspekty — vliv Castic na lidské télo

Environmentalni riziko — Castice ohrozujici zivotni prostiedi zejména ve vodé a pudé
Spolecenské hledisko — pohled spolecnosti na rychle se rozvijejici odvétvi
,,Grey-goo“ — specifickd rizika, ktera jsou spojena se spekulativnimi vizemi
o molekularni nanotechnologii

il o e

2.2.2 U¢inek nanoé&astic na bakterialni buiiku
2.2.2.1 Antibakteridlni vlastnosti nanocdstic oxidu zinec¢natého

Nanocastice oxidu zineCnatého nachazi své uplatnéni v potravinafstvi, mediciné a mnoha
dalSich odvétvich s rizikem Sifeni bakterialnich nakaz. Pouziti nanoc¢astic oxidu zine¢natého
predstavuje slibnou alternativu k chemickym konzervantim. Diky jejich antibakterialni
a slune¢né ochran& se stava soudasti opalovacich krému a antibakterialnich geld. Ug&innost
nezavisi jen na koncentraci Castic, ale také na jejich modifikaci, disperzité a jejich velikosti.
ZnO NPs vykazuji selektivni toxicitu vici bakteriim (napf. S. aureus, Bacilus subtilis) a plisnim
(napt. Aspergillus) a maji minimalni vliv na lidské buiky. Antibakterialni aktivita souvisi
s jejich velikosti. MensSi Castice vykazuji lepsi vysledky 1 diky jejich specifictéjSimu povrchu.
Aktivita je CasteCné€ zavisla 1 na tvaru a krystalové struktute nanocastic [39], [40], [41].
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2.2.2.2 Mechanismus pisobeni nanocdstic zinku

V ZnO NPs nachazime vyznamny potencial, oproti jinym kovovym nanocasticim jsou levné,
siln€ aktivni 1 v malém mnozstvi a pro lovéka jsou méné toxické. Nanocastice maji oproti ZnO
vetsi antibakterialni aktivitu, coz je zplsobeno nanorozméry a povrchovym napétim, diky
kterym je umoznéna lepsSi interakce s bakterii. Prfitomnost oxidu zinecnatého u bakterie
S. aureus zpusobuje vysSi citlivost na vankomycin. Jesté leps§i antimikrobialni vlastnosti
vykazuji ZnO NPs pfi pouziti s enzymem pankreatinem, ktery eliminuje toxické vlastnosti
zinku [42], [43].

Prestoze o nanocasticich zinku uz vime pomérmé mnoho informaci, presny mechanismus
ucinku jesté neni zcela objasnén. Predpoklada se, ze ZnO NPs cili na bunécnou sténu bakterie,
coz vede k oxidativnimu poskozeni buiiky a celkovému naruseni jeji ¢innosti. Uplné protrzeni
bunééné membrany vede k hlubsimu kontaktu se ZnO NPs a nasledné inhibici ristu bunék [42].

Jesté neni zcela objasnéno, jakou roli hraji Zn** ionty. Pfedpoklada se, ze navazanim Zn>*iontd
na membranu mikroorganismu se prodlouzi lag faze rustového cyklu [44].

Predpoklada se, ze antibakterialni vlastnosti by mohli mit souvislost s fotokatalytickou
aktivitou. ZnO je schopen absorbovat UV i viditelné svétlo, které zptisobuje oddéleni naboje,
vytvofeni h* v pasmu valence a e v pasmu vodivosti. Na povrchu ZnO vznikaji volné
hydroxylové radikaly OHe. Mohou vznikat z vody nebo hydroxylovych iontl. Elektrony
redukuji O2 na superoxidovy anion Oy. Ziskané radikaly mohou vyvolat peroxidaci lipida
v membrané a nasledné¢ poskodit DNA nebo zpusobit oxidaci katalytickych center
aminokyselin a bilkovin [45].

Pisobeni ZnO NPs na bakterialni buriku vede také ke zméné membranového potencialu
(Obrazek 5). Zména membranového potencialu se uvadi jako pocatek poskozeni bakterie, ktery
muze vést k bunécné smrti [42].

tvorba Uvolnéni Zn?*

reaktivnich ° Denaturace proteinu a O
druhd kysliku =3 enzymu TN\

Destrukce
membrany

Inhibovany
proteinovy systém

Elektrostaticka -
. 3
interakce

Propousténi
intracelulamiho obsahu

Obrazek 5: Predpokladand antibakteridlni aktivita ZnO NPs [46].
(1) tvorba reaktivnich druhii kysliku za pomoct ZnO NPs; (2) uvolnéni Zn**z ZnO NPs; (3) pFimd
interakce ZnO NPs s membrdanou
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2.2.3 Vznik rezistence bakterii na vybrané kovy

Jiz v diivejsich dobach lidé védéli o antimikrobialnich Ucincich tézkych kovil, zejména tedy
stiibra. V druhé poloviné dvacatého stoleti byly detekovany prvni bakterialni rezistence vuci
tézkym kovim. Jednalo se o bakterie E. coli, S. aureus, P. aeruginosa. Postupem Casu byla
prokazana jista souvislost mezi antibiotickou a kovovou rezistenci. Dal§im stupném vyvoje
rezistence je odolnost v0Ci nanocasticim kovl, které maji v této formeé zvysenou
antimikrobialni aktivitu [47].

2.2.3.1 Bakterie rezistentni viiéi zinku

Oxid zineCnaty se piidava do krmiva zemédélskym zvifatim, nejCastéji je vyuzivam u selat.
Pouziva se hlavné pro zrychleni ristu odstavenych selat od matek s cilem zvysSené produkce.
Toto odstaveni vede ke zmé&ndm v morfologii stfeva, snizeni uc¢innosti stfevni bariéry
s naslednym rizikem vzniku prijmu a infekcim zpasobenych E. coli. Vyznamna organizace,
jako je Vybor pro 1écivé pripravky pro veterinarni pouziti, poukazuje na to, ze v dasledku
spoleCné rezistence muze pouziti oxidu zine¢natého podporovat rozvoj antimikrobialni
rezistence. Ukazalo se, ze vysoké davky suplementace zinkem zvysuji podil bakterii E. coli
a Salmonella odolnych vuci vice 1€¢iviim, coz jsou dva nejdulezitéjsi patogeny v chovu prasat.
Vzhledem k nepiiznivému vlivu zinku na zivotni prostfedi bude jeho uzivani do roku 2022
postupné ukonceno. V takovémto piipad¢ je tfeba hledat alternativy v podobé nanocastic oxidu
zine€natého, s cilem snizeni potfebné koncentrace v davkach krmiva. I tato latka sebou nese
jisté riziko pro zivotni prostiedi [48].

Zinek je stale bézné vyuzivam v riznych odvétvich a bakterie se mu snaZzi vice piizpusobit.
Bakterie obsahujici regulator odezvy BaeR (extracytoplazmaticky systém, regulujici reakce na
stres) snaze odola utoku kovovymi ionty. Vyzkum ¢&inské univerzity, poukazuje, ze
promotorova oblast T6SS regulovana BaeR je rozhodujici proto, aby se bakterie stala odolnou
vuéi toxickym davkam zinku. Regulator odezvy BaeR je schopen aktivovat exprese genu
kodujicich transportéry, periplazmaticky protein a dalsi. Tyto geny byly zapojeny do bakterialni
fyziologické odpovedi vCetné rezistence na 1éCiva, stresové reakce bunécné stény a rezistence
na kovy [49].

2.2.3.2 Bakterie rezistentni viaéi stiibru

Nejen zinek, ale i nanocastice stiibra si v poslednich letech ziskaly svou popularitu diky stale
vice se rozSifujici bakteridlni rezistenci na antibiotika. Coz omezuje uCinnost antibiotik
u infekénich onemocnéni. Budou-li nekdy nahrazena antibiotika stfibrnymi nanocasticemi
ukaze Cas. Je vSak potieba uz ted’ uvazovat nad otazkou vyvoje bakterii a jejich rezistenci vici
stiibru [50].
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Dle studie Panacek a kol. (2018) bylo prokazano, ze bakterie jsou schopny se pfizpusobit
prostfedi obsahujici stfibrné nanocastice diky produkci proteinu flagellinu. Pfi uvolnéni
proteinu do okolniho prostfedi se nanocCastice stfibra zacnou shlukovat a ztraci své
antibakterialni ucinky proti gramnegativnim bakteriim [50], [51].

2.3 Metabolismus bakterii

Metabolismus je soubor rozkladnych a skladebnych procest, pfi nichz se preménuje hmota,
informace a energie. Tyto procesy se déli na dvé skupiny, anabolismus a katabolismus.
Metabolismus muze slouzit jako kritérium pro rozdéleni bakterii. Z nutricniho nebo
metabolického hlediska existuji tfi hlavni fyziologické typy bakterii: heterotrofy (nebo
chemoorganotrofy), autotrofy (nebo chemolithotrofy) a fotosyntetické bakterie (nebo
fototrofy) [52].

Bakterialni burika je vysoce specializovany transformator energie. Chemicka energie vytvarena
oxidaci substratd je zachovana tvorbou slouCenin svysokou energii, jako je ADP
(adenosindifosfat), ATP (adenosintrifosfat) a dalSich. Bakterie, tak jako sav¢i a rostlinné buriky,
pouzivaji jako primarni zdroj energie ATP nebo vysokoenergetickou fosfatovou vazbu.
Bakterie také vyuzivaji vitaminy B-komplexu jako funkéni koenzymy pro mnoho oxidacné-
redukénich reakci, potfebnych pro preménu energie [53].

Na zakladée biochemickych reakci mezi metabolity bakterii a substraty 1ze provadét konfirmacni
testy pro stanoveni druhu bakterie. Pro S. aureus je typickou reakci pifitomnost vazané
koagulazy. Jedna se o povrchovy protein, ktery reaguje s fibrinogenem krali¢i plazmy a méni
se na fibrin. Tato reakce se projevuje shlukovanim buné¢k stafylokoka a tvorbou vlocek. Pro
cilovou identifikaci S. aureus je mozné vyuzit i komercni test STAPHYtest 16 (24). V souprave
1ze provadét vySetieni pomoci Sestnacti (Ctyfiadvaceti) biochemickych testd. Testy se hodnoti
vizualné nebo pristrojove. Celd soustava pracuje na zakladé biochemickych reakci se substraty,
jako jsou napiiklad kyselina ze sorbitolu, B-glukosiddsa, ornithindekarboxylaza a mnoho
dalsich. Obdobou STAPHY'test 16 (24) je ENTEROtest 16(24) pro identifikaci enterobakterii.
Biochemicka konfirmace bakterii vzdy byla a je zakladnim potvrzenim typickych
metabolickych vlastnosti daného druhu testované bakterie [53],[54].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni &asti prace byly pouzity mikroorganismy z Ceské sbirky mikroorganismd
(CCM, Brno). Jako grampozitivni bakterie byly zvoleny k testovani S. aureus CCM 4223,
methicilin-rezistentni S. aureus CCM 7110 a jako gramnegativni byla testovana E. coli
CCM 7929.

3.2 Pouzité pristroje a pomucky

e Desticky NUNC pro imunologii, C96 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Kyvety Semi-Micro Cuvettes PS (Biosigma, Italie)

e Phoenix M50 (BD, USA)

e Inkubovana tfepacka PST-60HL-4 (Biosan, LotySsko)

e Ultrospec 10 Cell Density Meter (Biochrom, UK)

e Ultrazvukova &isti¢ka Laboratory 3 Dual (ESCON - Ultrazvuk HK, Ceska republika)

e Inkubator INCUCELL 111 - ECO line (BMT Medical Technology s.r.o., Ceska republika)
e Airstream Biohazard box class II (Esco, Singapur)

o Autoklav Tuttnauer 3870 ELPV (Tuttnauer, Izrael)

e Bé¢zné laboratorni sklo a laboratorni pomucky

3.3 Pouzita média a chemikalie
3.3.1 MilliQ voda

Deionizovana voda byla pfipravena pomoci reverzni osmozy pfistroje Aqual 25 (Brno, Czech
Republic). Deionizovana voda byla dale Cisténa pomoci MilliQ Direct QUV s UV lampou.
Odpor byl 18 MQ. pH bylo métené pomoci pH meter WTW inoLab (Weilheim, Germany).

3.3.2 Krevni agar

Kultivace sbirkovych bakterii a bakterii z jednotlivych subkultivac¢nich krokd byla provadéna
na Columbia krevnim agaru s5% berani defibrinovanou krvi (LabMediaServis, Ceska
republika).

3.3.3 Mueller-Hinton médium

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace bylo pouzito zivné médium Mueller Hinton
médium (MH, Thermo Fisher Scientificc USA) obsahujici masovou infuzi, kaseinovy
hydrolyzat a kukufi¢ny Skrob. Medium bylo pfipraveno v poméru 42 g na litr destilované vody.
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3.3.4 Kryomédium

Pro zamrazeni bakterii z jednotlivych subkultivaci bylo pouzito kryomédium Tryptone Soy
Broth (Thermo Fisher Scientific, USA) s 15% glycerolem (Sigma-Aldrich, USA).

3.3.5 DMSO (dimethylsulfoxid)

Roztok DMSO (Sigma-Aldrich, USA) byl pouzit pro zvySeni rozpustnosti ZnO a ZnO NPs ve
finalni koncentraci 0,1%.

3.3.6 Testovany material

Testovanym materidlem byly ZnO a ZnO NPs (Sigma-Aldrich, USA) o molarni hmotnosti
81,39 g/mol pro obé¢ testované latky. Velikost ZnO NPs vyrobce uvadi < 100 nm.

Agary, kultivacni média, voda a veskeré pomicky byly vzdy pfed pouzivanim sterilovany
v autoklavu.

3.4 Priprava roztoki ZnO a ZnO NPs

4 mg ZnO a 4 mg ZnO NPs byly nafedény MiliQ vodou a DMSO, tak aby finalni koncentrace
castic v roztoku byla 4 mg/ml a koncentrace DMSO 0,1%. Roztok byl 5 minut sonikovan
v ultrazvukové lazni.

3.5 Priprava bakterii

Vybrané bakterie byly rozetfeny kiizovym roztérem na krevni agar a inkubovany po dobu
24 hodin pii 37 °C. Narostla bakterialni kultura byla dale fedéna v MH médiu na absorbanci
ODe¢oo = 0,1 AU a potom jeste 100 x.

3.6 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) ZnO a ZnO NPs bylo provadéno dilu¢ni
bujonovou metodou v MH médiu v mikrotitracni desti¢ce jak bylo popsano v publikaci dle
(Hasselmann a Buber-Weg, 2003). Jedna se o metodu kultivace bakterii s rtiznymi
koncentracemi ZnO a ZnO NPs podobu 24 hodin pii teploté 37 °C. Rast bakterii byl stanoven
pomoci spektrofotometru, kdy byla desticka proméfena pied a po kultivaci. Dle hodnot
absorbance u jednotlivych koncentraci ZnO a ZnO NPs byla stanovena MIC. Vysledky méfeni
byly zaznamenany do tabulky [55].
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3.7 Vliv rozpoustédla DMSO na mikroorganismy

Pti pouzivani DMSO jako rozpoustédla, bylo nutné zjistit jeho vliv na rist bakterii. Vliv DMSO
byl stanoven metodou MIC.

3.8 Opakovana subkultivace bakterii

Bakterie byly opakované vystaveny subletalni koncentraci ZnO a ZnO NPs. Kultivace byla
provadéna v deseti kultivaCnich opakovanich v mikrotitraénich deskach. Opakovana
bakterialni kultivace se zatézi subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs byla provadéna
v trojim opakovani. Pocatecni koncentrace ZnO a ZnO NPs byla 4 mg/ml. Tento roztok byl
ziedén pualenym fedénim. Konecné testované koncentrace byly 2000, 1000, 500, 250
a 125 mg/l. V kazdém kroku byly bakterie se ZnO a ZnO NPs kultivovany po dobu 24 hodin
pii teploté 37 °C. Po kazdé kultivaci byla stanovena MIC ZnO a ZnO NPs, jako nejnizsi
koncentrace, ktera je schopna inhibice ristu bakterii. Po kultivaci bylo odebrano 10 pl vzorku
z jamky se subletalni koncentraci ZnO a ZnO NPs. Toto mnozstvi bylo rozetfeno na krevni agar
a kultivovano 24 hodin pfi teploté€ 37 °C. Vedle subkultivace bakterii se ZnO a ZnO NPs byly
stejnym zpusobem pfipraveny kontroly, které byly také subkultivovany v deseti krocich vzdy
se sterilni MilliQ. Takto pfipravené bakterie byly pouzity k dal§imu kultivacnimu kroku
a soubézné zamrazeny v kryomédiu.

3.9 BD Phoenix M50

Pomoci biochemickych testi, podobnych soustavam STAPHYtest a ENTEROtest, byla
ptistrojem BD Phoenix M50 vyhodnocena identifikace bakterii a stanovena citlivost
k vybranym antibiotikim u pfes noc narostlé bakterialni kultury z 0., 5. a 10. opakované
kultivace se subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs na krevnim agaru. Identifikace je
provadéna pomoci panelt, ve kterych probihaji biochemické testy na konvencnich,
chromogennich a fluorogennich substratech. Konktrétn€ se jedna o substraty: arginin-arginin-
AMC (A_ARARR), L-arginin-AMC (A_LARGH), L-leucin-AMC (A_LLEUH), kyselina
L-pyroglutamova-AMC (A_LPYR), 4MU-BD-galaktosid (M_BDGAL),
4MU-N-acetyl-BD-glukosaminid (M_NAG), 4MU-AD-glukosid (P_ADGLU), glycin-prolin-
AMC (A_GLPRB), L-histidin-AMC (A_LHIST), L-fenylalanin-AMC (A_LPHET),
L-tryptofan-AMC (A_LTRY), 4MU-BD-glukuronid (M_BDGLC), 4MU-fostat (M_PHOS),
L-alanin-AMC (A_LALT), L-isoleucin-AMC (A_LISO), L-prolin-AMC (A_LPROB),
metionin-AMC (A_META), 4MU-BD-celobiosid (M_BDCEL), kolistin (C_CLST),
polymyxin B (C_PXB), kyselina D-glukonova (C_DGUA), kyselina 3-metyl-glutarova
(C_3MGA), D-fruktoza (C DFRU), kyselina iminodioctovd (C IMN), kyselina
a-ketoglutarovda (C_KGA), D-manitol (C_DMNT), kyselina 3-metyladipova (C_MAA),
thymidin (C_THY+), alanin-alanin-PNA (N_ALALH), L-prolin-PNA (N_LPROT),
valin-alanin-PNA (N_VAALA), PNP-fosfat (P_PHOL), dextroza (R _DEX), D-trehaloza
(R_DTRE), N-acetyl-galaktosamin (R_NGU), metyl-a-glukosid (R_MGP), D-sacharoza
(R_DSUC), maltéza (R_MAL), B-gentiobiéza (R BGEN), D-tagatdza (R_DTAG), maltotridza
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(R_MTT), mocovina (S_URE), eskulin (T_ESC), glutaryl-glycin-arginin-AMC (A_GUGAH),
glycin-AMC (A_GLYB), L-glutamova kyselina-AMC (A_LGTA), lysin-alanin-AMC
(A_LYALD), acetat (C_ACT), malonat (C_MLO), adonitol (C_ADO), kyselina tiglova
(C_TIG), citrat (C_CIT), y-L-glutamyl-PNA (N_LGGH), ornitin (S_ORN), BIS (PNP) fosfat
(P_BPHO), PNP-BD-glukosid (P_BDGLU), D-galaktéoza (R DGAL), sorbitol (R_DSBT),
L-arabinéza (R _LARA), maltuléoza (R_MTU), D-galaktoza (R DGUA), L-ramnoza
(R_LRHA), N-acetyl-galaktosamin (R_NGA), p-aléza (R BALL), D-fruktéza (R_DFRU),
metyl-B-glukosid (R_ MBGU), kyselina galakturonova (R_GRA), D-melibiéza (R_ DMLB).
Touto cestou Ize identifikovat grampozitivni a gramnegativni bakterie. Pomoci biochemickych
testd byly v nasi studii pozorovany metabolické zmény u testovanych bakterii v zavislosti na
jejich opakované subkultivaci se subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs [56].

Na testovacim panelu BD Phoenix M50 bylo provedeno také stanoveni antimikrobialni
citlivosti (C) a rezistence (R) k antibiotikiim. Testovaci panely jsou rozdéleny do 3 skupin dle
testovanych bakterii na grampozitivni, gramnegativni bakterie a streptokoky. Podle vybrané
skupiny testovanych bakterii jsou na panelu umisténa rtizna antibiotika v koncentra¢nich fadach
(Tabulky 2 - 4). Antimikrobialni citlivost je zalozena na méteni kontinualnich zmén redoxnich
indikatord a turbidity v pfitomnosti mikroorganismu a zaznamenavana je hodnota MIC
a bakterie je pomoci softwaru pfistroje vyhodnocena jako citliva (C) nebo rezistentni (R) [56].

3.10 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (matrix assisted laser
desorption/ionization — time-of-flight)

Pfes noc narostlé bakterialni kultury z 0., 5. a 10. opakované kultivace se subletalnimi
koncentracemi ZnO a ZnO NPs na krevnim agaru, byly naneseny v duplikatech na terciky
MALDI desky (MTP 384 lesténa ocelova deska) a ponechany pro osuseni na vzduchu pfi
pokojové teploté. Kazdy terCik s nanesenou bakterialni kulturou byl pokryt 1 pl matricového
roztoku kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové. Spektra byla méfena na MALDI-TOF/TOF Bruker
v rozsahu m/z 2-20 kDa.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv DMSO na testované mikroorganismy

Kultivace bakterii s rozpoustédlem DMSO prokazala, ze rozpoustédlo neovliviiuje rast
testovanych bakterii (Obrazky 6 - 8). DMSO o koncentraci 0,1 % muize byt v nasi studii pouzito
pro rozpusténi ZnO a ZnO NPs.
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Obrdazek 6: Viiv DMSO na bakterie S. aureus
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Obrazek 7: Vliiv DMSO na bakterii E. coli
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Obrazek 8: VIiv DMSO na bakterii MRSA

4.2 Opakovana kultivace bakterii se subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs

Metodou opakované kultivace bakterii byl pozorovan vyvoj bakterialni odolnosti vi¢i ZnO
a ZnO NPs. Hodnoty MIC se pohybovaly od 250 do 2000 mg/l (Tabulka I). Bylo provedeno
deset za sebou jdoucich subkultiva¢nich krokd s bakteriemi S. aureus, methicilin-rezistentni
S. aureus (MRSA) a E. coli. Pro kazdy kultivaéni krok byla stanovena hodnota MIC.

Prvni testovana bakterie, S. aureus, vykazuje stejnou hodnotu MIC 250 mg/1 v 1. kultivacnim
kroku pro ZnO i ZnO NPs. Pro 2. krok byla tedy pouzita subletalni koncentrace 125 mg/l. Ve
2. kroku nenastaly zadné zmeény oproti 1. kroku. Pro 3. krok byla tedy opét pouzita subletalni
koncentrace 125 mg/l. Ve 3. kultivacnim kroku MIC poklesla na 125 mg/1 rovnéz pro oba ZnO
a ZnO NPs. Béhem dalsich kultivacnich krokt se u bakterie S. aureus hodnota MIC pro ZnO
jiz nezménila. U ¢astic ZnO NPs nastala zména v 8. subkultivacnim kroku, kdy se MIC zvysila
na 250 mg/l. V nasledujicich kultivacich se MIC vratila na hodnotu 125 mg/1.

Druhou testovanou bakterii byla MRSA. Pifi kultivact se ZnO byla hodnota MIC
v 1. kultiva¢nim kroku 500 mg/1. Pro 2. krok byla pouzita subletalni koncentrace 250 mg/l. MIC
u ZnO u 2. kroku klesla na 250 mg/l. Na této hodnot¢ MRSA zistava az do posledniho,
10. kultivacniho kroku. Bakterie MRSA, ktera byla kultivovana s ¢asticemi ZnO NPs, ma
konstantni MIC, 250 mg/1, od 0. po 10. kultivacni krok.

Posledni sledovanou bakterii byla E. coli. V 1. kultivaénim kroku je hodnota MIC 500 mg/I
jak pro ZnO, tak pro ZnO NPs. Ve 2. kultiva¢nim kroku se MIC pro obé& ¢astice zvySuje na
1000 mg/1. Ve 3. kultivacnim kroku se MIC snizuje na pivodnich 500 mg/l. Dalsi narast MIC,
na 1000 mg/l, se projevuje v 5. kroku. Pro Castice ZnO NPs je tato hodnota konstantni do
8. kroku. U ZnO se objevuje v 6. kultivacnim kroku pokles na 500 mg/l. V 7. kroku se MIC
ZnO opét zvysSuje na 1000 mg/l. Pro ZnO a ZnO NPs nastava dalsi zvyseni MIC na 2000 mg/1
v 9. pasazi. V 10. pasazi MIC pro ZnO i ZnO NPs zistavaji na hodnoté 2000 mg/I.
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Tabulka 1: Minimadlni inhibicni koncentrace ZnO a ZnO NPs po opakované subkultivaci

s testovanymi bakteriemi

MIC (mg/1)
Subkultivaéni krok 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S. aureus + ZnO 250 | 250 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
S. aureus + ZnO NPs | 250 | 250 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 125 | 125
MRSA + ZnO 500 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
MRSA +ZnO NPs | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
E. coli + ZnO 500 | 1000 | 500 | 500 | 1000 | 500 | 1000 | 1000 | 2000 | 2000
E. coli+7ZnO NPs | 500 | 1000 | 500 | 500 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 2000 | 2000
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4.3 Test citlivosti bakterii k antibiotikiim po subkultivaci se ZnO a ZnO NPs
4.3.1 S. aureus

U opakované zatizené bakterie S. aureus subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs byla
testovana citlivost na vybrana antibiotika pomoci pfistroje BD Phoenix M50 s panely pro
grampozitivni bakterie. Testovany byly bakterialni kultury S. aureus z 0., 5. a 10. kultiva¢niho
kroku (Tabulka 2). Vystaveni bakterie S. aureus latkam ZnO a ZnO NPs o subletalnich
koncentracich nevedlo ke zméné€ citlivosti na vybrana testovanad antibiotika ani po 10.
opakovani subkultivace v porovnani s kontrolou, u které s nartstajicim poctem subkultivaci
také nedochézelo ke zménam. U zvolené sbirkové bakterie S. aureus byla navic potvrzena
citlivost ke vSem testovanym antibiotikim. Hodnoty breakpointu jednotlivych antibiotik
odpovidaji aktualnim normdm EUCAST (European society of clinical mikrobiology and
infectious diseases) pro humanni medicinu [57]
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Tabulka 2: Test citlivosti na vybrana antibiotika s uvedenymi hodnotami MIC (mg/l) pro bakterii S. aureus vystavené viivu subletdlnich koncentraci ZnO
aZnO NPsv 0., 5. a 10. subkultivaci

. Kontrola Zn0O ZnO NPs
Antibiotikum 0. 5. 10. 0. 5. 10. 0. 5. 10.
Gentamicin C<1 | c<1 | Cc<1 | Cc<1 | c<1 | c=<1 | c<1 | c<1 | c=<1
Tmipenem C<2 | C<2 | C<2 | C<2 | Cc<2 | c<2 | c<2 | c<2 | c=<2
Ceftarolin C025 | C025 | C025 | C025 | C025 | C025 | C025 | C025 | Co0.25
Penicilin G C0.125 | C0.125 | C0.125 | C0.125 | C0.125 | C0.125 | C0.125 | C0.125 | C0.125
Oxacilin C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025
Daptomycin C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05
Trimethoprim-Sulfamethoxazol | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19
Teicoplanin C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05
Vancomycin C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05
Clindamycin C<025 | C<025 | C<025| C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025
Erythromycin C<025 | C<025 | C<025| C<025| C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025
Kyselina fusidova C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05
Linezolid Cl Cl Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl Cl1
Mupirocin C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256
Fosfomycin w/G6P C<16 | C<16 | C<16 | C<16 | C<16 | C<16 | C<16 | C<16 | C<16
Ciprofloxacin C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05
Moxifloxacin C<025 | C<025 | C<025| C<025| C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025
Tetracyckin C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05 | C<05
Tigecycklin C<025 | C<025 | C<025| C<025| C<025 | C<025 | C<025 | C<025 | C<025
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4.3.2 MRSA

Opakované zatizena bakterie MRSA latkami ZnO a ZnO NPs byla testovana stejné jako
S. aureus na citlivost k vybranym antibiotikiim a stejné tak nedochazelo k posunu MIC MRSA
k vybranym antibiotikim v zavislosti na opakovanou subkultivaci se ZnO a ZnO NPs
v porovnani s kontrolni skupinou (Tabulka 3). Bakterie neméni svou citlivost k vybranym
antibiotikim ani po 10ti subkultivacnich krocich se subletalnimi koncentracemi ZnO
aZnO NPs. U sbirkové bakterie MRSA byla navic potvrzena rezistence k antibiotikim
imipenem, ampicilin, penicilin G, oxacilin, clindamycin, erythromycin, ciprofloxacin
a moxifloxcin. Hodnoty breakpointu jednotlivych antibiotik odpovidaji aktualnim norméam
EUCAST (European society of clinical mikrobiology and infectious diseases) pro humanni
medicinu [57].
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Tabulka ¢ 3: Test citlivosti na vybrand antibiotika s uvedenymi hodnotami MIC (mg/l) pro bakterii MRSA vystavené viivu subletalnich koncentraci ZnO

a ZnO NPsv 0., 5. a 10. subkultivaci

e Kontrola Zn0O Zn0O NPs
Antibiotikum 0. 5. 10. 0. 5. 10. 0. 5. 10.
Gentamicin C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 C<4
Imipenem R>8 R>8 R>8 R>8 R>8 R>8 R> 8 R> 8 R>8
Ampicilin R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1
Penicilin G R>025 | R>025 | R>025 | R>0,25 | R>025 | R>025 | R>0,25 | R>0,25 | R>0,25
Oxacilin R>2 R>2 R>2 R>2 R>2 R>2 R>2 R>2 R>2
Daptomycin Cl1 Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Trimethoprim-Sulfamethoxazol C<1/719 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19
Teicoplanin Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Vancomycin Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl1 Cl1
Clindamycin R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1
Erythromycin R>?2 R>2 R>?2 R>2 R>?2 R>?2 R>2 R>2 R>?2
Kyselina fusidova C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5
Linezolid Cl1 Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Mupirocin C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256 | C<256
Fosfomycin w/G6P Cc<le Cc<le Cc<le Cc<le Cc<le Cc<le C<l16 C<l16 Cc<le
Ciprofloxacin R>4 R>4 R>4 R>4 R>4 R>4 R>4 R>4 R>4
Moxifloxacin R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1 R>1
Tetracyckin C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5
Tigecycklin C<025 | C=<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25
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4.3.3 E. coli

Stejn€ jako u S. aureus a MRSA, tak i u E. coli byla testovana citlivost k antibiotikiim
po 0., 5. a 10. subkultivaci se ZnO a ZnO NPs pomoci pfistroje BD Phoenix M50 s panely pro
gramnegativni bakterie. Bylo stanovovano, zda-li ZnO a ZnO NPs ovliviiyji pfekroCeni hranice
breakpointii mezi citlivosti a rezistenci a posun MIC pro dané antibiotikum (Tabulka 4).
Opakovana zatéz bakterie E. coli subletalnimi koncentracemi nanocastic ZnO NPs neovlivnila
oblast citlivosti a rezistence ani nedoslo ke zvySeni MIC po 0., 5. ani 10. subkultivaci. Zatimco
zat€z E. coli ZnO zpusobila zmény v MIC pro urcita antibiotika a doslo i k pfechodu hranice
breakpointu za vzniku rezistence ke gentamicinu. Tento pfechod citlivosti na rezistenci se
projevil pfi 10. subkultivaci E. coli se subletalni koncentraci ZnO (1000 mg/1). U 0. a 5.
subkultivace E. coli se ZnO nedoslo ke zméné citlivosti ke gentamicinu oproti kontrole.
U dalSich aminoglykosidovych antibiotik, amikacin a tobramycin, doslo v 10. kroku
subkultivace E. coli se ZnO k naristu MIC z 1 na 2 mg/l. Tato hodnota se nachazi stale v oblasti
citlivosti pro tato antibiotika. ZvySena hodnota MIC byla stanovena i pro beta-laktamové
antibiotikum ze skupiny karbapenemu, imipenem. Z hodnoty 0,25 mg/l, ktera byla stanovena
u vSech kontrolnich subkultivac¢nich kroku, doslo ke zvyseni MIC na 1 mg/l po 10. subkultivaci
E. coli se ZnO. Tato hodnota spada stale do citlivé oblasti tohoto antibiotika. Posun MIC nastal
i u cefalosporind. Z konstantnich hodnot 0,5 mg/l pro ceftazidim a 0,13 mg/l pro cefotaxim
u kontrol, doslo piisobenim subletalni koncentrace ZnO na E. coli v 10. kroku subkultivace, ke
zvySeni MIC na 1 mg/1 pro ceftazidim a na 0,5 mg/I pro cefotaxim, coz také odpovida hodnotam
v oblasti citlivosti. Dalsi zvySeni MIC nastalo u aminopenicilinovych antibiotik. Pro ampicilin
doslou E. coli ke zvySeni MIC z 2 na4 mg/l v 10. subkultivaénim kroku se ZnO a u amoxicilinu
s inhibitorem beta-laktamaz, kyselinou klavulanovou, dochazi ke zvyseni MIC z 4/2 na 8/2
mg/l, v porovnani s kontrolni E. coli. Opakované vystaveni bakterie E. coli subletalnim
koncentracim testovanych zinki vede ke zjiSténi, ze ZnO zpisobuje vznik rezistence ke
gentamicinu a zvySeni MIC u antibiotik amikacin, tobramycin, imipenem, ceftazidim, ampicilin
a amoxicilin-clavulanate, zatimco uZnO NPs nedoSlo po opakované kultivaci s E. coli
k vyskytu bakterialni rezistence ani k posunu MIC vici vybranym antibiotikim.
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Tabulka 4: Test citlivosti na vybrand antibiotika s uvedenymi hodnotami MIC (mg/l) pro bakterii E. coli vystavené viivu subletdlnich koncentraci ZnO

a ZnO NPsv 0., 5. a 10. subkultivaci

Antibiotikum Kontrola Zn0O ZnO NPs
0. 5. 10. 0. 5. 5. 10.
Amikacin C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 Cc<4 C<4
Gentamicin C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1
Tobramycin C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1
Ertapenem C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 C<0,25 | C<0,25
Imipenem C<0,25 | C<0,25 | C<0,25 [ €C<0,25 | C<0,25 C<0,25 | C<0,25
Meropenem c<0,13 | C<0,13 | C<0,13 | C<0,13 | C<0,13 C<0,13 | C<0,13
Cefuroxim Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2
Ceftazidim C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5
Cefotaxim c<0,13 | C<0,13 | C<0,13 | C=0,13 | C=0,13 C<0,13 | C<0,13
Cefepime C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<l1 C<1 C<l1
Ampicilin Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2 Cc<2
Piperacilin C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 C<4 C<4
Amoxicilin-Clavulanate C4/2 C4/2 C4/2 C4/2 C4/2 C4/2 C4/2
Piperacilin-Tazobactam C<4/4 | C<4/4 | C<4/4 C<4/4 C<4/4 | C<4/4 C<4/4 C<4/4 C<4/4
Trimethoprim-Sulfamethoxazol C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19 | C<1/19
Fosfomycin w/G6P C<16 C<16 C<16 C<16 C<16 C<16 Cc<l1e6 C<16 C<16
Ciprofloxacin C<0,25 | C<025 | C<0,25 | C<0,25 | C<025 | C<0,25 | C<025 | C<0,25 | C<0,25
Levofloxacin C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5
Tigecycklin C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5 C<0,5
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Zinek ve form& Zn?* je kofaktorem pro enzymy ze skupiny oxidoreduktaz, hydrolaz a kinaz.
Kinazy umoziiuji zprostfedkovani signalu pro aktivaci specifického genu. Muze se jednat
i 0 gen pro rezistenci. Zména fosforylovaného stavu je jeden z hlavnich mechanismu, ktery je
vyuzivan v zivych organismech pro fizeni aktivity proteind prostfednictvim signalizacni
kaskady. Proteiny, které jsou kodovany specifickymi geny rezistence, maji charakteristickou
strukturu. Takovéto proteiny obsahuji vazebné misto pro nukleotid. VétSinou toto misto
zprosttedkovava vazbu ATP (adenosintrifosfat) nebo GTP (guanosintrifosfat). Je tedy ziejmé,
ze podstatnou soucasti molekularniho mechanismu rezistence je vazba nukleotidfosfatt
na odpovidajici protein [58], [59].

Dle vysSe zminénych poznatkl lze usuzovat, ze oxid zineCnaty ovliviiuje kinazy, které se
nachazeji u E. coli. Déle by se dalo pfedpokladat, ze kazdému antibiotiku nalezi urcity protein,
ktery je dale kodovan genem rezistence. Vlivu ZnO podléha ve vétsi mife bakterie E. coli. To
si lze ¢asteCné vysvetlit pfitomnosti genu pro kdédovani alkoholdehydrogenazy s ptitomnosti
ligandu Zn**. U bakterie S. aureus tento gen chybi. S. aureus obsahuje pouze dehydrogenazy
bez ligandu Zn?**. Na tomto zakladé si 1ze vysvétlit citlivost E. coli na zatéz ZnO. Tuto hypotézu
je nutno potvrdit prostfednictvim molekularné biologickych metod v dalSich studiich [60].
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4.4 Vliv zatéze ZnO a ZnO NPs na metabolismus bakterii
4.4.1 S. aureus

Opakovana zatéz bakterii testovanymi ZnO a ZnO NPs vykazyji vliv na zménu
metabolismu urcitych substratt (Tabulka 5).

Prvnim substratem, u kterého doslo ke zméné metabolismu v dusledku subkultivace u bakterie
S. aureus, je kyselina D-glukonova (C_DGUA). Reakce tohoto substratu s bakterii S. aureus se
projevuje redukci latek na bazi resazurinu. Vystaveni S. aureus €asticim ZnO NPs v 5. a 10.
kultivaci zpisobuje zménu metabolismu bakterie u DGUA. U 5. a 10. kultivace S. aureus se
v 0. kroku a u subkultivacnich krok kontroly je reakce pozitivni. Zména metabolismu kyseliny
glukonové muze nachazet souvislost s meziproduktem metabolismu, Kkyselinou
D-glukuronovou. Kyselina D-glukuronova je sou¢asti mnoha vyznamnych slozek v organismu,
naptiklad glykosaminoglykant a proteoglykanti. Tvorba této kyseliny spociva v oxidaci
glukozy. Oxiduje se zde primarni hydroxylova skupina. Pfed samotnou oxidaci je potieba
prevést molekulu glukézy do aktivni formy UDP-glukozy. Kyselina D-glukuronova se podili
na vylucovani nerozpustnych latek, jako jsou bilirubin nebo xenobiotika. Oxidace kyseliny
D-glukonové je u bakterie S. aureus fizena genem BTN44_13425. Pti vystaveni ZnO NPs
mohlo dojit k zhasnuti tohoto genu a pozastaveni celé oxidace. Tato biochemicka reakce je
ovlivilovana pouze v ptipadé ZnO NPs. To mize byt zpisobeno antimikrobialni aktivitou ZnO
NPs [58], [60].

Druhy substrat, u kterého se projevila zména reaktivity, je maltotrioza (R MTT) u bakterie
S. aureus. Utilizace tohoto sacharidu se zacina projevovat u S. aureus v 5. a 10. kultivacnim
kroku se subletalni koncentraci ZnO. U kontroly a 0. kroku ke zkvasovani MTT nedochazi.
U bakterie, ktera byla vystavena ZnO NPs se vyuziti MTT projevuje az v 10. pasazi. Pti kvaseni
je upfednostiiovana glukoza jako zdroj uhliku a energie. Naproti tomu maltotriéza byva
spotfebovavana az v pozdnich fazich kvaSeni. Rychlost, s jakou probiha utilizace maltotridzy
je limitovana rychlosti jejiho transportu do bunky. Bakterie, které jsou schopny utilizovat
maltotridzu, mohou piezit v prostedi bez glukozy. Pro bakterii S. aureus, utilizaci maltotridzy
za pritomnosti a-amilazy, spousti gen malA. Oxid zineCnaty v porovnani s nanocasticemi
dokaze tento proces spustit diive. Je pravdépodobné, ze ke spousténi tohoto genu doslo pfimym
vlivem ZnO a ZnO NPs [58], [62], [63].

U ostatnich substratd se fenotypové neprojevila zadna zmeéna v biochemickych reakcich
v porovnani s kontrolni skupinou.
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Tabulka 5: Reakce bakterie S. aureus vystavené subletdlnim koncentracim ZnO, ZnO NPs a kontrola
v 0., 5. a 10. subkultivacnim kroku se substraty panelu BD Phoenix M50

Kontrola ZnO 7ZnO NPs

A_ARARR - - - - - - - - -
A_LAEGH - - - - - - - - -
A_LLEUH - - - - - - - - -
A_LPYR - - - - - - - - -
C_3MGA
C_DGUA
C_KGA
C_THY
M_BDGAL - - - - - - - -
M_NAG - - - - - - - - -
N_ALALH - - - - - - - - -
P_ADGLU - - - - - - - - -
R_DEX + + + + + + + + +
R_DTRE - - - - - - - - -
R_NGU - - - - - - - - -
R_MGP - - - - - - - - -
A_GLPRB - - - - - - - - -
A_LHIST - - - - - - - - -
A_LPHET - - - - - - - - -
A_LTRY - - - - - - - - -
C_CLST + + + + + + + + +
C_DMNT + + + + + + + + +
C_MAA + + + + + + + + +
M_ADGLU - - - - - - - - -
M_BDGLC - - - - - - - - -
M_PHOS + + + + + + + + +
N_LPROT - - - - - - - - -
P_PHOL - - - - - - - - -
R_DSUC
R_MAL
S_URE - - - - - - - - -
A_LALT - - - - - - - - -
A_LISO - - - - - - - - -
A_LPROB - - - - - - - - -
A_META - - - - - - - - -
C_DFRU + + + + + + + + +
C_IMN - - - - - - - - -
C_PXB + + + + + + + + +
M_BDCEL - - - - - - - - -
M_BDGLU - - - - - - - - -
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M_PHOT + + + + + + + + +
N_VAALA - - - - - - - - -
R_BGEN - - - - - - - - -
R_DTAG - - - - - - - - -

R_MTT - - - - - -
T_ESC - - - - - - - - -

4.4.2 MRSA

V piipadé bakterie MRSA ovliviiuje opakované pusobeni ZnO a ZnO NPs reakci bakterie se
substraty 4-methylumbelliferyl-a-D-glukopyranosid (P_ADGLU), D-trehaléza (R_DTRE),
D-sachardza (R_DSUC) a maltotriozou (R MTT) (Tabulka 6). Pii  reakci  substratu
4-methylumbelliferyl-a-D-glukopyranosid s bakterii MRSA z 5. a 10. subkultivace pfi zatizeni
ZnO byla reakce negativni, zatimco v 0. kroku a u 0., 5., a 10. kroku v ptipad¢ kontroly byla
reakce pozitivni. V pfipadé vystaveni ZnO NPs se reakce zastavila az v 10. subkultivacnim
kroku. 4-methylumbelliferyl-a-D-glukopyranosid je substratem a-D-glukosidazy. Glukosidaza
je hydrolyticky enzym, ktery katalyzuje pocCatecni reakci trimmingu N-glykanu. V prvni ¢asti
procesu N-glykosylace je glukosidaza ptfipojena na cilovy protein a v dalSich krocich podléha
dodate¢nym tpravam. Cela tato draha je kddovana genem aglA [58], [64].

Zmeéna fermentace substratu D-trehal6za (R_DTRE) se projevila z pozitivni na negativni reakci
jiz v 5. a 10. subkultivatnim kroku pro ZnO a pro ZnO NPs az v 10. kroku. Sacharid
D-trehalozu muze bakterie vyuzit jako zdroj energie, diky ¢emuz mohou prezit zamrazeni
a nedostatek zivin. Pro biosyntézu trehalozy je znamo 5 béznych biosyntetickych drah.
U bakterii se vyskytuje biosynteticka draha OtsA-OtsB (osmoregulatory trehalose synthesis A -
osmoregulatory trehalose synthesis B). Draha OtsA-OtsB probiha takto: UDP-glukoza
(uridindisfosfatglukoza) + glukéza-6-fostat — urididifosfat (UDP) + trehal6za-6-fosfat —
trehaloza + anorganicky fosfat (Pi), pfi¢emz pieneseni glukozové jednotky na gluko6za-6-fostat
katalyzuje enzym trehal6zafosfatsyntaza (TPS) a oddéleni fosfatu z trehal6za-6-fosfatu
katalyzuje enzym trehal6zafosfatfosfataza (TPP) (Obrdzek 9). Tato metabolicka draha je
kodovana geny mall_1 a treA, které ziejme podléhaji zatézi ZnO a ZnO NPs a v disledku toho
zamezi této biochemicke reakce [58], [65].

UDP-glukosa + TPS _ . PP _
olukosa-6-fosfat T Trehalosa-6-fosfat TY trehalosa
UDP H,0 P,

Obrazek ¢. 9: Schéma biosyntézy trehalozy [65]

Dal§i zmény biochemickych reakci prob&hly pouze u zatéze ZnO. Utilizace D-sacharozy
(R_DSUC) prestala probihat u bakterie MRS A, ktera byla vystavena 10. subkultivaénimu kroku
Zn0O. D-sacharo6za slouzi jako zdroj energie pro mnoho druht bakterii. U bakterie S. aureus je
sachardza St€pena enzymem sachardza-6-fosfat hydrolaza. Tento enzym katalyzuje hydrolyzu
sacharozy na fruktozu a glukozu. Gen koduyjici fermentaci D-sachar6zy u bakterie S. aureus je
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scrB. Je tedy mozné, ze ZnO ovliviiuje piimo tento gen anebo dochazi k vyblokovani enzymu
a v dusledku toho je cela reakce zastavena [58].

Posledni substrat, ktery vykazuje zménu po subkultivaci MRSA se ZnO je maltotrioza
(R_MTT). Utilizace tohoto substratu se projevuje u 10. subkultiva¢niho kroku MRSA se ZnO.
U kontrol, 0. a 5. pasaze ZnO je tato reakce negativni. Jak jiz bylo zminéno u bakterie S. aureus,
schopnost vyuziti maltotriézy je velmi pifinosna v nepfitomnosti glukézy. U MRSA je
metabolismus maltotriézy rovnéz koddovan genem malA. Ve srovnani s S. aureus trva ovlivnéni
reakce s maltotriozou u odolnéj§i MRSA déle a u MRSA neni tento metabolismus ovlivnén
ZnO NPs v ramci testovanych 10ti subkultivacnich krokt jako u S. aureus [58], [62], [63].

U ostatnich substrati nenastala zadna biochemicka zména v porovnani s kontrolni skupinou.

Tabulka 6: Reakce bakterie MRSA vystavené subletdlnim koncentracim ZnO, Zno NPs a kontrola v 0.,
5. a 10. subkultivacnim kroku se substrdty panelu BD Phoenix M50

Kontrola ZnO 7ZnO NPs

A_ARARR - - - - - - - - _
A_LAEGH - - - - - - - - -
A_LLEUH ] ] ] ] ] ] ] ] ]
A_LPYR - - - - - - - - -
C_3MGA + +
C_DGUA + +

+ +

+ +

C_KGA
C_THY
M_BDGAL - - - - - - - - -
M_NAG - - - - - - - - -
N_ALALH - - - - - - - - -
P_ADGLU | + + + + |- -
R_DEX + + + +
R_DTRE + + + i
R_NGU - - - - - - - - -
R_MGP - - - - - - - - -
A_GLPRB - - - - - - - - -
A_LHIST - - - - - - - - -
A_LPHET - - - - - - - - -
A_LTRY - - - - - - - - -
C_CLST + + + + + + + + +
C_DMNT + + + + + + + + +
C_MAA + + + + + + + + +
M_ADGLU - - - - - - - - -
M_BDGLC - - - - - - - - -
M_PHOS + + + + + + + + +
N_LPROT - - - - - - - - -
P_PHOL + + + + + + + + +
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R_DSUC + + + + + - + + +

R_MAL + + + + + + + + +
S_URE - - - - - - - - -
A_LALT - - - - - - - - -
A_LISO - - - - - - - - -
A_LPROB - - - - - - - - -
A_META - - - - - - - - -
C_DFRU + + + + + + +
C_IMN + + + + - - + + +
C_PXB + + + + + + +
M_BDCEL - - - - - - - - -
M_BDGLU - - - - - - - - -
M_PHOT + + + + + + + + +
N_VAALA - - - - - - - - -
R_BGEN - - - - - - - - -
R_DTAG - - - - - - - - -

R_MTT - - - - - - - -
T_ESC - - - - - - - - -

443 E. coli

Zatéz ZnO a ZnO NPs na bakterie vykazuje vliv na zménu metabolismu ur¢itych substratu
i u zastupce gramnegativnich bakterii, E. coli. Pfi biochemickém testovani bakterie E. coli,
subkultivované se ZnO a ZnO NPs, byla patrna jedina zmeéna, a to u vyuziti sorbitolu (R_DSBT)
(Tabulka 7). V pripadé zatéze latkou ZnO byla reakce stimto substratem v 0.a 5. kroku
negativni. V 10. kroku jiz E. coli se sorbitolem reaguje. U ZnO NPs tato latka reaguje s bakterii
jiz v 5. 1 10. kroku. Sacharid sorbitol je mezistupném v polyolové drahy. Jedna se o pfeménu
glukozy na fruktozu. V této draze je glukoza redukovana na sorbitol a ten je nasledné oxidovan
enzymem sorbitoldehydrogenazou na fruktézu. Kofaktorem této reakce je NAD+
(nikotinamiddinukleotid), ktery se méni na NADH (nikotinamidadenindinukleotid). Tyto
kofaktory maji pfimou vazbu s toleranci na oxidativni a antibioticky stres. Nadmérna aktivace
této drahy zvysSuje intracelularni a extracelularni koncentrace sorbitolu, dale méa za nasledek
zvySené koncentrace reakcnich forem kysliku a snizovani koncentraci oxidu dusnatého
a glutathioninu. Kazda z téchto odchylek muze poskodit buriku [58], [66].

Dlouhodobé vystaveni E. coli latkam ZnO a ZnO NPs mohlo vést ke vzniku oxidativniho stresu
v burice, ktery se projevil nefunkci kofaktoru NAD+ a enzymu sorbitoldehydrogenazy. Enzym
sorbitoldehydrogenaza je fizen genem gurB_2 a muze dochazet ke zhaseni ¢i snizeni genové
exprese tohoto genu dlouhodobym t¢inkem ZnO a ZnO NPs a draha tedy nemuze plnohodnotné
probihat.

U ostatnich substrati nenastala zadna biochemicka zména pii opakované zatézi E. coli
subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs.
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Tabulka 7: Reakce bakterie E. coli vystavené subletdlnim koncentracim ZnO, ZnO NPs a kontrola v 0.,

5. a 10. subkultivacnim kroku se substrdty panelu BD Phoenix M50

Kontrola

Zn0O

ZnO NPs

5.

10.

5.

10.

5.

10.

A_ARARR

+

+

+

A_GUGAH

A_LLEUH

+

+

A_LPYR

C_ACT

C_CLST

C_MLO

M_NAG

P_BDGLU

R_BGEN

R_DGAL

R_DSBT

R_LARA

R_MTU

S_ORN

A_GLYB

A_LGTA

A_LPROB

A_LYALD

C_CIT

C_KGA

R_MBGU

R_NGU

A_GLPRB

A_LATGH

A_LPHET

A_LTRY

C_ADO

C_DMNT

C_PXB

N_LGGH

P_BPHO

R_DEX

R_DGUA

R_DSUC

R_LRHA

R_NGA

S_URE

C_TIG




N_LPROT - - - - - - - - -

R_BALL - - - - - - - - -

R_DFRU + + + + + + + + +

R_DMLB - - - - - - - - -

R_GRA + + + + + + + + +

T_ESC - - - - - - - - -

4.5 Zmény v proteomice

Testované bakterie byly analyzovany na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru. Ani u jedné
z testovanych bakterii neni po subkultivaci s ZnO a ZnO NPs vyrazna zména pomeéru m/z
hmotnostniho spektra. Zména se odehrava v intenzité signalu u bakterii S. aureus a MRSA,
které byly vystaveny ZnO NPs. Zde se pomér intenzity piku pohybuje mezi 6845 a 6888 Da.
I pres tuto skutecnost oxid zineCnaty ani jeho forma nanocastic vyrazné neovliviiuje bakterialni
proteomiku béhem 10krat opakované zatézi subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs
(Priloha: Obrazky 1—9).

4.6 Identifikace mikroorganismu vystavenych acinkum ZnO a ZnO NPs

Identifikace pouzitych bakterii je povazovana za ukazatel Cistoty vzorkt a také ukazatele
vyznamné zmeny, ovliviiujici genomickou strukturu bakterie. Opakovana subkultivace bakterii
se subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs miize vzhledem k vysledkiim biochemickych
konfirmaci ovliviiovat moderni metody identifikace bakterii. Byla porovnana identifikace
probihajici na zakladé biochemickych reakci pomoci BD Phoenix M50 a hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF. Ani jeden zpusob identifikace bakterii se ale neodchylil od
puvodni bakterie, se kterou bylo pracovano. Oba druhy identifikace maji vysokou presnost
(Tabulky 8 — 10).

Tabulka 8: Identifikace kontrolnich bakterii E. coli (EC), S. aureus (SAU) a MRSA

Kontrola
0. pasaz 5. pasaz 10. pasaz
mkxg%;M EC | SAU | MRSA | EC | SAU | MRSA | EC | SAU | MRSA
BD Phoenix M50 | EC | SAU | SAU |EC|sAu| sau |Ec|sau| sau
MALDI - TOF EC|SsAU| sau |Ec|sau| sAu |Ec|sau| sau
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Tabulka 9: Identifikace bakterii E. coli (EC), S. aureus (SAU) a MRSA vystavenych ZnO

Subkultivace ZnO
0. pasaz 5. pasaz 10. pasaz
Pavodni
. . EC | SAU | MRSA | EC | SAU | MRSA | EC | SAU | MRSA
mikroorganismus
BD Phoenix M50 EC | SAU | SAU |EC|SAU| SAU |EC|SAU| SAU
MALDI - TOF EC | SAU | SAU |EC|SAU| SAU |EC|SAU| SAU

Tabulka 10: Identifikace bakterii E. coli (EC), S. aureus (SAU) a MRSA vystavenych ZnO NPs

Subkultivace ZnO NPs
0. pasaz 5. pasaz 10. pasaz
Pavodni
. . EC | SAU | MRSA | EC | SAU | MRSA | EC | SAU | MRSA
mikroorganismus
BD Phoenix M50 EC |SAU | SAU |EC|SAU| SAU |EC|SAU| SAU
MALDI - TOF EC | SAU | SAU |EC|SAU| SAU |EC|SAU | SAU
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zpracovana v reakci na aktualni omezeni pouzivani vysokych
koncentraci ZnO v zemédélstvi a hledani novych alternativ, citlivéjSich k zivotnimu prostiedi
a vefejnému zdravi. Do roku 2022 bude legislativou zakazano pouzivani vysokych davek ZnO
jako wveterinarné 1é¢ivého pripravku. Dosavadni pouzivani ZnO v zemédélstvi ponese
dlouhodoby dopad na zivotni prostiedi a organismy v ném. ZnO v soucasné dobé predstavuje
riziko spojené s tvorbou rezistence na antimikrobialni latky, zejména u bakterie S. aureus.
Spojeni ZnO a S. aureus neni nahodna. Gen CzrC, ktery koduje odolnost proti zinku a kadmiu
se u S. aureus nachazi ve stejném mobilnim genetickém zakladu SCCmec, jako gen pro
koédovani rezistence vaci methicilinu. Z ¢ehoz vyplyva, Ze tyto latky se mizou vzajemné
ovlivitovat a vést k tvorbé dalSich rezistenci [67].

U tfi testovanych bakterii (S. aureus, MRSA a E. coli) byla provedena 10ti krokova
subkultivace se subletalnimi koncentracemi ZnO a ZnO NPs a byl sledovan vyvoj MIC
u vybranych antibiotik a také byla pozorovana zmeéna metabolické aktivity u vybranych
substratd v zavislosti na subkultivaci se zminénymi latkami.

Pro testované grampozitivni bakterie S. aureus a MRSA, provedeny test citlivosti k vybranym
antibiotikim neprokazal zvyseni hodnoty MIC ani posun do oblasti rezistence pro zadné
antibiotikum v zavislosti na 10ti krokovou subkultivaci s latkami ZnO a ZnO NPs. V ptipadé
10ti krokové subkultivacni zatéze ZnO, doslo u bakterie E. coli k vytvoreni rezistence na
gentamicin a u dalSich antibiotik (amikacin, tobramycin, imipenem, ceftazidim, ampicilin
a amoxicilin-clavulanate) vzrostly hodnoty MIC. Pouziti ZnO NPs neovlivnilo v ramci 10ti
krokové subkultivace antibiotickou citlivost. Tuto skutecnost je nutno ovéfit provedenim studie
s vys§sim pocCtem subkultivaci. Nicméneg, dle nasich vysledki, se ZnO NPs jevi jako Setrnéjsi
alternativa z hlediska Sifeni antibiotické rezistence.

Z vysledkt biochemickych testi vyplyva, ze ZnO NPs vice ovliviluje biochemické procesy
u bakterii S. aureus spojené se substraty maltotridza a kyselina D-glukonova. ZnO u bakterie
S. aureus ovliviiyje jen kyselinu D-glukonovou. Biochemické procesy u bakterie MRSA zase
vice podléhaji ucinkim ZnO. Procesy, které jsou ovlivnény ZnO u MRSA jsou spojeny se
substraty 4-methylumbelliferyl-a-D-glukopyranosid, D-trehaléza, D-sachar6za a maltoridza.
Substraty D-sachardza a maltoridza jsou ovlivnévy 1 ZnO NPs. U bakterie E. coli je ovlivnéna
jen draha spojend s vyuzitim sorbitolu obéma testovanymi latkami. Biochemickym
screeningem u vybranych substratt jsme potvrdili, ze latky ZnO a ZnO NPs ovliviiuji zakladni
metabolické drahy organismi a tak muze byt vyrazné narusena jejich uloha, ktera by mohla mit
zasadni dopad nejen na zivotni prostiedi.

Sledovani vlivu pouzivani zinku v zeméd¢lstvi a dalSich odvétvich je tfeba vénovat pozornost
a zajistit eliminaci rizika dopadu jeho vlivu na mikroorganismy v prostfedi. Snaha pro
minimalizaci zatéze prostiedi rezidualnimi polutanty by se méla odrazit v podobé dlouhodobé
srovnatelnych vynost a ochoty spoluprace piirody s ¢lovékem.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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8 PRILOHY

8.1 Hmotnostni spektra

Hmotnostni spektra z analyzatoru MALDI-TOF, pro bakterie S. aureus, MRSA a E. coli, které

byly vystaveny opakované zat€zi ZnO a ZnO NPs.
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Obrazek 1: Hmotnostni spektra kontroly bakterie S. aureus
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Obrazek 3: Hmotnostni spektra bakterie S. aureus vystavené ZnO NPs
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Obrazek 4: Hmotnostni spektra kontroly bakterie MRSA
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Obrazek 5: Hmotnostni spektra bakterie MRSA vystavené ZnO
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Obrazek 6: Hmotnostni spektra bakterie MRSA vystavené ZnO NPs
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Obrazek 7: Hmotnostni spektra kontroly bakterie E. coli
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Obrazek 8: Hmotnostni spektra bakterie E. coli vystavené ZnO
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Obrazek 9: Hmotnostni spektra bakterie E. coli vystavené ZnO NPs
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