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Studium interakci antibiotik a rostlinnych oleji
s obsahem mastnych Kkyselin o stfedni délce retézce

Abstrakt

Jednim z nejvyznamnégjSich a nejrozsifenéjSich probléma pii 1é¢be infekEnich
onemocnéni je vznik rezistence na chemoterapeutika. Je znepokojivé, ze se objevuji
bakterie rezistentni vuci dulezitym Iékim. Typickym piikladem je meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) nebo Enterococcus faecalis rezistentni proti
vankomycinu, které se stavaji v nemocnicich béznymi, coz vede k velmi vyznamné
morbidité a mortalité¢ u diive 1é¢itelnych bakterialnich infekci. Tato situace je alarmujici a
je tieba ji fesit. Vyviji se zna¢né usili na objeveni novych antibakterialnich latek proti
kmentim MRSA, které si vyvinuly rezistenci vici vét§iné existujicich antibiotik. Jednou
Z moznosti jsou mastné kyseliny o stfedni délce fetézce (MCFA). Nicméné nevime nic o
jejich interakci s antibiotiky u S. aureus.

Cilem této diplomové préace je zhodnotit interakce mezi oleji obsahujicimi nasycené
mastné kyseliny o stfedni délce fetézce, které maji antibakteridlni G¢inky, a standardnim
antibiotikem (oxacilinem) proti referen¢nim kmenim Staphylococcus aureus a jednomu
Klinickému izolatu. Pouzitymi oleji byly kokosovy (Cocos nucifera), palmojadrovy (Elaeis
guineensis), tucuma (Astrocaryum vulgare) a muru-muru (Astrocaryum murumuru).
Testovanymi kmeny Staphylococcus aureus byly standardni kmeny ATCC 29213
a ATCC 43300, které predstavuji kmeny na meticilin citlivé a rezistentni, a jeden klinicky
izolat (SA1) poskytnuty Fakultni nemocnici v Motole (Praha, CR). Plynovou
chromatografii byly u vSech oleju identifikovany koncentrace jednotlivych mastnych
kyselin v nich obsazenych. K aktivaci antibakterialnich u¢inkt oleji bylo tieba jejich
Stépeni lipazou. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) jednotlivych oleji byly stanoveny
mikrodiluénim testem v 96-jamkové mikrotitracni desticce. K vyhodnoceni kombina¢niho
efektu vybranych nastépenych rostlinnych oleji byla pouzita hodnota frakéni inhibic¢ni
koncentrace (FIC). VSechny vybrané nastépené oleje pasobily v kombinaci s oxacilinem
antagonisticky v koncentraci 2048 mg/l, a to u vSech vybranych kmena (citlivych i

rezistentnich na oxacilin). Nekteré tak pusobily i v koncentraci 1024 mg/I.

Kli¢ova slova: inhibice, antibiotika, aditivni u¢inek, Staphylococcus, rostlinné oleje



The study of interactions between antibiotics and plant
oils rich in medium-chain fatty acids

Abstract

One of the most significant and widespread problems in infectious disease
treatment is the development of resistance to chemotherapeutics. It is disturbing that
bacteria resistant to important drugs appear. Typical example is methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) or vancomycin resistant Enterococcus faecalis
that become common in hospitals, leading to very significant morbidity and mortality in
previously curable bacterial infections. This situation is alarming and needs to be
addressed. Considerable efforts are being made to discover new antibacterial agents against
methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains that have developed resistance
to most existing antibiotics. One of the options are medium-chained fatty acids (MCFA).
Nothing is known, however, about their interactions with antibiotics in case of S. aureus.

The objective of this diploma thesis was to evaluate the interactions between
medium chain saturated fatty acids, which have antibacterial activity, and the standard
antibiotic (oxacillin) against the reference strains of Staphylococcus aureus and one
clinical isolate. The oils used were coconut (Cocos nucifera), palm kernel (Elaeis
guineensis), tucuma (Astrocaryum vulgare) and muru-muru (Astrocaryum murumuru).
Tested strains of Staphylococcus aureus were strains ATCC 29213 and ATCC 43300,
which are representing methicillin sensitive and resistant strains, and one clinical isolate
(SA1) provided by the Motol University Hospital (Prague, Czech Republic). The fatty
acids profile of each oil was determined by the gas chromatography. Activation of
antibacterial effects of oils required lipase cleavage. Minimum inhibitory concentrations
(MIC) of individual oils were determined by microdilution assay in a 96-well microtiter
plate. To evaluate the combinatory effect of selected cleaved vegetable oils, the fractional
inhibitory concentration (FIC) value was used. All selected cleaved oils combined with
oxacillin acted antagonisticly at concentration 2048 mg/l for all chosen strains (sensitive

and resistant to oxacillin). Some had the same results at concentration 1024 mg/I.

Keywords: inhibition, antibiotics, additive effect, Staphylococcus, plant oils
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Seznam pouzitych zkratek

ATCC
FIC
MCTs
LCTs

MCFAs
LCFAs

TAG
FFAS
FA
MSSA
MRSA
MIC

TSST-1

TSS
GML
GEH
CoA
FAT
VLDL
HDL
LDL
ApoB
SFA
MUFA
PUFA
BMI
VLCD
IL
CDC
DNA
RNA

— Americka sbirka typovych kultur

— frak¢éni inhibi¢ni koncentrace

— triglyceridy obsahujici mastné kyseliny se stfedni délkou fetézce

- triglyceridy obsahujici mastné kyseliny s dlouhou délkou fetézce

— mastné kyseliny se stfedni délkou fetézce
— mastné kyseliny s dlouhou délkou fetézce
— triacylglyceridy

— volné mastneé kyseliny

— mastna kyselina

— meticilin senzitivni Staphylococcus aureus
- meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
— minimalni inhibi¢ni koncentrace

— toxin toxického Soku

— syndrom toxického Soku

— glycerol monolaurat

— glycerol ester hydrolaza

— koenzym A

— translok&za mastnych kyselin

— lipoprotein s velmi nizkou hustotou

— lipoprotein s vysokou hustotou

— lipoprotein s nizkou hustotou

— Apolipoprotein B

— nasycené mastné kyseliny

— monoenové mastné kyseliny

— polyenové mastné kyseliny

— body mass index

— dieta s velmi nizkym obsahem kalorii

— interleukin

- The Centers for Disease Control and Prevention
— deoxyribonukleové kyselina

— ribonukleové kyselina



ESKAPE

VRE
MDR
DMSO
MHB
MK

— zkratka pro patogeny Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa a Enterobacter

— enterokoci rezistentni na vankomycin

— rezistentni na vicero 1é¢iv

— dimethylsulfoxid

— Mueller-Hintoniv bujon

— mastna kyselina



1 Uvod

Masivni uzivani antibiotik vede ke zvysenému selek¢nimu tlaku na rozvoj
rezistentnich kment bakterii, které se pomémné UGspé$né §ifi a dramaticky komplikuji
antibiotickou terapii. Z toho divodu se krom¢ uvazlivého pfistupu k uzivani antibiotik
hledaji i jejich alternativy, popf. jejich kombinace. Kombinaci s jinymi antibakterialnimi
latkami by se mohlo vyznamné snizit nezbytné nutné mnozstvi pouzitého antibiotika a
soucasné zvysit jeho ucinnost u kmenti na néj rezistentnich, jelikoz tyto latky casto ptisobi
odliSnymi mechanismy.

Ve své praci jsem se zaméfil na kombinaci standardniho antibiotika (oxacilinu) a
olejii s obsahem mastnych kyselin o stitedné délce fetézce, u kterych jiz byla prokézana
antibakterialni aktivita, jsou velmi dobfe stravitelné i pro osoby s onemocnénimi travici
soustavy, a které jsou Casto dostupné ¢i bézné€ konzumované i v zemich s nedostate¢nou

zdravotni pomoci.
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2 Cil prace a metodika

2.1 Cil préace

Stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace oleju s obsahem mastnych kyselin
0 sttedni délce fetézce pro vybrané kmeny Staphylococcus aureus. Stanovit minimalni
inhibi¢ni koncentrace antibiotik pouzivanych pro 1é¢bu stafylokokovych infekci u ¢lovéka.
Analyzovat interakce mezi vySe zminénymi latkami.

Hypotéza:
Oleje sobsahem mastnych kyselin se stfednim uhlikovym fetézcem, v kombinaci
s antibiotiky, se budou ve svych vlastnostech ovliviiovat. To se projevi jejich interakcemi

(synergie, aditivni u¢inek, nebo antagonismus).

2.2 Metodika

Antibakterialni ucinky rostlinnych oleji a antibiotik budou testovany in vitro
(mikrodiluéni  stanoveni minimalnich inhibicnich  koncentraci). Jako cilovy
mikroorganismus bude pouzit Staphylococcus aureus (n€kolik kment). Na zéakladé
zjiSténych inhibi¢nich vlastnosti bude stanovena pfipadnéd interakce. Synergie, aditivni

ucinek, nebo antagonismus bude vyjadien pomoci frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC).
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3 Teoreticka vychodiska

3.1 Rostlinné oleje s obsahem mastnych kyselin o stiedni délce Fetézce

3.1.1 Mastné kyseliny o stiedni délce Fetézce

Mastné kyseliny se stiedni délkou fetézce je oznaceni pro nasycené mastné
kyseliny s 6 az 10 atomy uhliku. Do této skupiny fadime kyselinu hexanovou (C6:0, bézny
nazev Kkyselina kapronova), oktanovou (C8:0, bézny nazev kyselina kaprylova) a
dekanovou (C10:0, bézny nazev kyselina kaprinova). Nékdy je do této skupiny fazena
i kyselina dodekanova (C12:0, bézny nazev kyselina laurova), ktera je hlavni mastnou
kyselinou napt. v kokosovem oleji (Marten et al., 2006). Kyselina laurova mize byt fazena
bud” mezi mastné kyseliny se stiedni délkou fetézce (MCFA), nebo s fetézcem dlouhym
(LCFA). Z hlediska traveni a metabolismu se vSak chova vice jako LCFA, protoze jeji
vétsina (70-75 %) je absorbovana chylomikrony (Denke et Grundy, 1992), v porovnani
s 95 % MCFA, které jsou absorbovany ptimo do vratnicové Zily, kde jsou vazany prevazné
na albumin a transportovany do jater (Swift et al, 1990).

Ve srovnani s triglyceridy obsahujicimi hlavné LCFA maji triglyceridy obsahujici
MCFA niz8i bod tani, mensi molekulovou velikost, jsou kapalné pii pokojové teploté a
maji mensi energetickou hustotu (8,4 vs. 9,2 kcal*g™?). Tyto odlisné chemické a fyzikalni
vlastnosti ovliviiuji zptsob, jakym jsou MCFA absorbovany a metabolizovany. MCFA
jsou ve vodé rozpustn€jsi nez LCFA a jsou solubilizovany/rozpustény ve vodné fazi
stfevnich obsahi bez tvorby micel, a proto se absorbuji rychleji (Marten et al., 2006).
MCFA jsou také slabé elektrolyty a pii neutralni pH jsou vysoce ionizovany, coz dale
zvySuje jejich rozpustnost. Tento vyrazny rozdil v rozpustnosti se vyskytuje u Fetézct
délky C:10 a méng¢, coz vylucéuje kyselinu laurovou (Eyres et al., 2016).

Pokud mastné kyseliny tvofi triglyceridy, miZeme 1 je rozdé¢lit na ty se stfedné
dlouhymi tetézci (MCT) nebo na ty s fetézci dlouhymi (LCT). MCT maji celkovy pocet
uhlikd C24:0 az C30:0. Pouze 4 % triglyceridid v kokosovém oleji ma tuto délku.
Triglyceridy obsahujici kyselinu laurovou maji vyssi molekulovou hmotnost a jsou
metabolizovany odlisné nez triglyceridy s niz§i molekulovou hmotnosti, které obsahuji
pouze fetézce C8:0 a C10:0. Primérnd molekulovd hmotnost triglycerid v kokosovém
oleji je 638, zatimco u oleju s triglyceridy obsahujici MCFA je tato primérna molekulova

hmotnost 512. Nizsi molekulova hmotnost triglyceridi s MCFA usnadiiuje pisobeni
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pankreatické lipazy. V disledku toho jsou triglyceridy s MCFA hydrolyzovany rychleji a
Uplnéji nez triglyceridy s fetézci delsimi (Bach et Babayan, 1992).

3.1.2 Nejvyznamnéjsi zastupci rostlinnych oleju obsahujicich MCFA

3.1.2.1 Kokosovy olej

Kokosovy olej je tropicky olej extrahovany z kopry (suSené vnitini casti
kokosového otechu, Obr. 1) kokosovniku ofechoplodého (Cocos nucifera), palmy z ¢eledi
arekovité (Arecaceae). Obvykly komeréni produkt je vétSinou rafinovany, béleny a
deodorizovany, nicméné v posledni dobé se vlivem zdravého zptsobu stravovani dostava
stale vice do popiedi panensky (nerafinovany) kokosovy olej (Eyres et al., 2016).
K tepelné upravé se vyuziva piedevsim v jiznich ¢astech Indie a dalsich zemi jihovychodni
Asie (Srivastava et al., 2010).

Vyroba kokosového oleje se celosvétoveé zvysuje. V roce 2010 ho bylo vyrobeno
3,5 milionu tun, pfi¢emz hlavnimi producenty byly Filipiny (1,7 milionu tun), Indonésie
(0,7 milionu tun) a Indie (0,5 milionu tun). V roce 2010 byla ve Spojenych statech hlasena
spotfeba 0,4 milionu tun, s primérnou spotiebou 1,28 kg na obyvatele za rok. V Evropské
unii to bylo 0,6 milionu tun, s podobnou pramérnou spotfebou 1,3 kg na jednoho obyvatele
zarok (Eyres et al., 2016).

Kokosovy olej obsahuje pifevazné TAG s MCFA s celkovym zastoupenim 86,5 %
SFA (kyselina laurova (C12:0) tvoti az 50 % obsahu MK), 5,8 % MUFA a 1,8 % PUFA.
Jednou z vyhod kokosového oleje je jeho odolnost viici oxidaci a polymeraci, coz z néj ¢ini
stabilni olej pro tepelnou Upravu (Eyres et al., 2016). Nedoporucuje se ale samoziejmé pro
smazeni, které je samo o sob& zna¢né rizikovou tepelnou Gpravou. Kokosovy olej ma nizky
koufovy bod a mize tedy dojit k jeho ptepaleni a produkci potencialné karcinogennich ¢i
genotoxickych latek, jako jsou naptiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (Srivastava
etal., 2010).
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mezokarp

Obréazek 1: Plod kokosovniku ofechoplodého

(zdroj obrazku: http://www.vitarianstvi.cz/kokosovy-orech-2650/)

3.1.2.2 Palmovy a palmojadrovy olej

Palma olejna (Elaeis guineensis) poskytuje dva oleje s velkym ekonomickym
vyznamem, obvykle oznaCované jako palmovy olej a olej z palmovych jader
(palmojadrovy), extrahované z mezokarpu a endospermu (Obr. 2). Zatimco kyselina
laurova pievlada v endospermovém oleji, hlavnimi mastnymi kyselinami mezokarpového
oleje jsou kyselina palmitova a kyselina olejovd. Embryo palmy olejné také uklada olej,
ktery obsahuje vyznamnou c¢ast kyseliny linolové. Tyto tfi tkdné¢ vykazuji vysokou
variabilitu oleju pii zralosti (Dussert et al., 2013).

Ovoce palmy olejné (Elaeis guineensis) je peckovice s tlustym, masitym
mezokarpem obklopujicim vytvrzeny endokarp, ktery obsahuje velké semeno tvotené
bohatym endospermem a malym embryem. Mezokarp a endosperm palmy olejné jsou
dobie znamy kvili jejich vyjimecné vysokému obsahu oleje (pfiblizné 85 % a 50 % suché
hmotnosti). Slozeni mastnych kyselin palmového oleje a oleje z palmovych jader se
vyrazné lisi. Zatimco mastné kyseliny o stfedni délce fetézce (MCFA, C8:0-C12:0)
prevlddaji v endospermu, hlavnimi mastnymi kyselinami mezokarpového oleje jsou

kyselina palmitova (16:0) a kyselina olejova (18:1) (Dussert et al., 2013).
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mezokarp => palmovy olej

endosperm (jadro) => palmojadrovy olej

~rw

Obrazek 2: Pri¢ny i'ez plodem palmy olejné
(zdroj obréazku: https://www.seeds-gallery.shop/en/home/african-oil-palm-seeds-elaeis-

guineensis.html)

3.1.2.3 Tucuma olej

Palma tucumd@ (Astrocaryum aculeatum Meyer) se nachédzi v degradovanych
prostiedich mezi sekundarni vegetaci v centralnim a zapadnim amazonskem ekosystému.
Jeji ovoce je Siroce konzumovano amazonskou populaci Vv piirodni formé v sendvicich a
tapioce, dezertech a zmrzliné. Indové aplikuji olej extrahovany z diené/duziny ovoce a
semen na télo a vlasy (Maia et al., 2014).

Tucumd mé hladkou kuru s epikarpem a mezokarpem, ktera se mize velmi lisit v
barve (zIutd az tmave oranzova a Cervend nebo bélava), tvaru (ovalny, kulovity), tloust'ce
mezokarpu (2,8 az 10 mm), endokarpu a typu semen. Konzistence plodu je slizovita a
mastnd, s charakteristickou sladkou chuti. Hmotnost se pohybuje od 20 do 100 g, z ¢ehoz
22,4 % je jedla cast (Maia et al., 2014). Pokud jde o nutriéni slozeni, vynika vysokym
obsahem vl&kniny. Navic nékteré druhy ovoce téhoz rodu obsahuji nenasycené mastné

kyseliny (Ferreira et al., 2008).
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mezokarp

endokarp

epikarp
endosperm (jadro)

Obrazek 3: Pri¢ny fez plodem palmy Tucuma
(zdroj obrazku: https://www.amazon.com/Unrefined-Virgin-Wild-Harvested-
Organic-Tucuma/dp/BO0OD3FMB20?th=1)

3.1.2.4 Muru-muru olej

Murumuru (Astrocaryum murumuru var. Murumuru Mart.) je typicka amazonska
palma s vizualné pfitazlivym a bujnym vzristem a miZe dosahovat vysky az 10 m.
Vl1aknité vlastnosti listd a stonku a jeho jedlého palmového oleje a palmetto jsou mezi
amazonskymi komunitami dobfe zndmy, ackoli komeré¢né jsou malo vyuZivany,
pravdépodobné kvuli ¢etnym trntim, které znesnadnuji manipulaci (de Menezes et al.,
2016).

V soucasné dobé existuji na trhu kosmetické vyrobky, které pouzivaji oleje
extrahovane z plodu. Kdyz plod dozraje, celé ovoce pada na zem, predstavujice dilezity
zdroj potravy pro mistni faunu. Plody jsou slozeny z duziny a ofechu. Ten obsahuje asi
50 % bilého tuku bez zapachu a bez chuti, s vyhodou, ze lehce neZlukne a je bohaty na
nasycené MCFA, jako je kyselina laurovd (de Menezes et al., 2016). Oiech (Obr. 4)
obsahuje 40 - 42 % bilého tuku. Hlavni mastné kyseliny tvotici tento tuk jsou kyselina
kaprylova (1,1 %), kyselina kaprinova (1,1 %), kyselina laurova (48,6 %), kyselina
myristova (30,0 %), kyselina palmitova (6,8 %), kyselina stearova (2,5 %), kyselina
olejova (6,7 %) a kyselina linolové (3,0 %) (Lima et al., 2017).
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Obrazek 4: Pri¢ny Fez plodem palmy Murumuru (zdroj obrazku:

https://rainforestchica.com/products/murumuru-butter)

3.1.3 Dalsi rostlinné oleje obsahujici MCFA

Mezi dalsi zastupce olejii obsahujici MCFA tadime Palmovy cerveny olej, Cuphea

¢i Babassu ole;j.

3.1.4 Cisté MCT oleje

Tzv. MCT oleje se nejéastéji vyrabi hydrolyzou kokosového nebo palmojadrového
oleje, filtraci MCFA a naslednou reesterifikaci. Tyto MCT oleje obsahuji témét vyluéné
kyselinu oktanovou (kaprylovou) a kyselinu dekanovou (kaprinovou) v poméru od 50:50
do 80:20 (Bach et Babayan, 1982).

3.1.5 Antibakterialni ucinky

Antimikrobialni vlastnosti volnych mastnych kyselin (FFA) jsou znameé jiz mnoho
let (Conley et Kabara, 1973, Kabara et al., 1972). Maji Sirokospektralni aktivitu proti
grampozitivnim bakteriim, v¢etné S. aureus (Conley et Kabara, 1973, Kabara et al., 1972),
gramnegativnim bakteriim jako jsou Neisseria gonorrhoeae a Helicobacter pylori
(Bergsson et al., 2002, Bergsson et al., 1999), Chlamydia trachomatis (Bergsson et al.,
1998), zapouzdienym viram (Thormar et al., 1987) a Candida albicans (Bergsson et al.,
2001). Mastné kyseliny a jejich monoglyceridy se ve zvifecim modelu ukazaly jako u¢inné
vaginalni mikrobicidy (Neyts et al., 2000, Thormar et al., 1999). Mastné kyseliny a jejich

17


https://rainforestchica.com/products/murumuru-butter

monoglyceridy, které se bézn¢ vyskytuji v pfirodnich produktech, jsou povazovany za
netoxické. Pfispivaji k antimikrobidlnim vlastnostem matetského mléka (Thormar et al.,
1987) a kiize (Miller et al., 1988). Utad pro potraviny a 1é¢iva uvedl monoestery mastnych
kyselin jako obecné uznavané za bezpeéné. Antistafylokokova aktivita a minimalni toxicita
mastnych kyselin ¢ini tyto formulace potencialnimi alternativami k mupirocinu pro nazalni
dekolonizaci S. aureus, protoze vzhledem k vznikajici rezistenci na mupirocin u S. aureus
je potieba dalsich alternativ (Rouse et al., 2005).

Zatimco zpusob jejich antibakteridlniho ptisobeni neni stale jesté uplné objasnén,
primarnim cilem ptisobeni FFA je bunétna membrana, kde FFA naruSuji transportni
fetézec elektronii a oxida¢ni fosforylaci. Vedle interferace s produkci bunééné energie
mizou byt G¢inky FFA vysledkem inhibice enzymatické aktivity, zhorSené absorpce zivin,
tvorby degradacnich produkti peroxidace a autooxidace nebo piimé lyzy bakterialnich
bungk (Obr. 5, Desbois et Smith, 2010).
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NaruSeni ietézce pienosu elektronu: Interference s oxidacni fosforylaci:
- zabranénim spravnému fungovani ATP syntazy

- ptimou vazbou na pienasece elektront = e e i
piimou vazbou nebo uplnym vytladenim z membrany

- vlozenim mezi pfena$ece zabratiujice jim v interakci e - . . L
- uplnym vytlacenim pfenaeét z membrany ~ sizemim pro’tho “‘3"6}‘0 gradlentl_l/membrfmoveho

- zabranénim interakce pienadedi snizenim fluidity potencialu zvjsenim Propus_‘?n}o st membrany_ pro
membrény protony nebo FF}_‘.S disociyjicich proton uvmtf buriky a
nasledné navracejici se do extracelularniho prostoru
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Obrazek 5: Schématické znazornéni moznych bunéénych cilii a mechanismi antibakterialniho pisobeni volnych mastnych

kyselin (FFA) (pfepracovano podle Desbois et Smith, 2010)
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Piipravky s monoestery kyseliny laurové (LAM) vykazuji aktivitu proti S. aureus.
MIC piipravk obsahujicich monoestery Kyseliny laurové (1 - 3%) byly hned ve dvou
pracich podobné (Holland et al., 1994, Rouse et al., 2005). Holland et al. (1994) uvad¢ji
MICgo 15 pg/ml a rozsah 10 az 20 pg/ml u 29 izolata S. aureus. Rouse et al. (2005) uvadéji
MICgo 1 - 4 pg/ml u 18 unikatnich meticilin senzitivnich kmenu S. aureus (MSSA) a 17
unikatnich MRSA. MIC byly podobné jak pro MRSA, tak pro MSSA.

Piipravky s LAM, které byly vySe studovany, jsou lipofilni surfaktanty/emulgatory.
Jejich piesny mechanismus u¢inku neni znam, ale pravdépodobn¢ zahrnuje ucinky na obal
bakterialni bunky a/nebo indukci aktivity autolyzinu a inhibici syntézy proteini (Rouse et
al., 2005). Napfiiklad Bergsson et al. (2001) ukazali, ze S. aureus je usmrcovan mastnymi
kyselinami, a zejména monokaprinem, rozpadem bun&étné membrany, pficemz buné¢na
sténa zastava nedotCena. Ved et al. (1984a, 1984b) ukazali, ze dodecylglycerol inhibuje
syntézu peptidoglykanu a stimuluje proteindzu, ktera aktivuje enzym degradujici
peptidoglykan - autolyzin. N¢kolik védci uvadi G¢inky na syntézu toxind. Napiiklad
Schlievert et al. (1992) ukazali, Ze tvorba hemolyzinu, toxinu toxického Soku (TSST-1 —
Toxic Shock Syndrome Toxin-1) a exfoliativniho toxinu A u S. aureus byla inhibovana pfi
koncentracich glycerol monolaurdtu (GML) pod koncentracemi nezbytnymi pro inhibici
rastu. Mechanistické studie provadéné Projanem et al. (1994) ukézaly, Ze monolaurat
glycerolu inhibuje syntézu stafylokokovych toxini (a dalSich exoproteinti) na wrovni
transkripce interferenci se signalovou transdukci. Interference se signalovou transdukci
byla také prokézana u jinych rodt; Rusin et Novick (1998) prokazali, z2 GML potlacuje
rast Enterococcus faecalis rezistentniho na vankomycin v pfitomnosti vankomycinu a
blokuje indukci rezistence k vankomycinu, ktery zahrnuje smembranou spojeny
mechanismus transdukce bud’ v, nebo pted zahajenim transkripce (Rouse et al., 2005).

Schlievert et Peterson (2012) zkoumali antibakterialni aktivitu GML a porovnavali
glycerol ester hydrolazy (GEH) vykazuji vétsi nachylnost ke GML nez Staphylococcus
aureus, ktery produkuje GEH (Schlievert et al., 1992). To naznacuje, ze GML ma vétsi
antibakterialni u¢innost nez kyselina laurova, ktera s glycerolem tvoti dva hlavni produkty
Stépeni GML. Nicméné publikace Ruzin et Novicky (2000) naznacuje, ze schopnost GML
inhibovat produkci exotoxinu Staphylococcus aureus je ekvivalentni inhibici produkce

exotoxinu kyselinou laurovou. Porovnavali tedy GML a kyselinu laurovou pro jejich
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antibakterialni aktivitu a schopnost inhibovat produkci exotoxinu v koncentracich, které
neinhibuji rust bakterii (Schlievert et Peterson, 2012). GML pusobil baktericidné pfi
200nasobné nizSich koncentracich nez kyselina laurova pii testovani na Staphylococcus
aureus MNS8, typickém kmeni syndromu menstrua¢niho toxického Soku (TSS). GML
pusobil baktericidné, definovano v této studii jako > 3 log redukce CFU/mI vzhledem
k pocate¢nimu inokulu, pfi 0,25 mM, zatimco kyselina laurova byla baktericidni pfi
50 mM. Kdyz byly GML a kyselina laurova testovany proti kmenu Streptococcus
pyogenes (kmen T253curedT12), organismu, ktery postrada GEH, GML vykazoval pétkrat
(0,05 mM) vétsi baktericidni aktivitu nez pfi testovani proti Staphylococcus aureus MNS8.
Na rozdil od toho neexistoval zadny rozdil v baktericidni G¢innosti kyseliny laurové pro
Streptococcus pyogenes nebo Staphylococcus aureus MN8 (Schlievert et Peterson, 2012).
Piedbézné osetieni GML (1000 ug/0,4 ml Todd Hewitt bujonu) s 0,1 sterilni kultiva¢ni
tekutinou ve stacionarni fazi ze Staphylococcus aureus MNS8 pies noc pii 37 °C
eliminovalo jeho antibakterialni G¢innost proti Staphylococcus aureus MNS8, zatimco
srovnatelné oSetfeni se Streptococcus pyogenes neredukovalo antimikrobialni aktivitu
GML (Schlievert et Peterson, 2012). Jak GML, tak kyselina laurova vyznamné¢ inhibovaly
produkci superantigenti Staphylococcus aureus MN8 a Streptococcus pyogenes pii
inhibi¢nich koncentracich, které nezabraniovaly rastu. AvSak koncentrace GML, ktera byla
potiebna pro inhibici produkce exotoxinu bez inhibice rtstu, byla u obou organismii nizsi

nez U kyseliny laurové (Schlievert et Peterson, 2012).

3.1.5.1 Antibakterialni G¢inky na biofilmech

Antibakteridlnimu uc¢inku GML v biofilmech bylo vénovano jen mélo pozornosti.
Za pouziti in vitro modelu biofilmu ze S. aureus zkoumali Hess et al. (2014) antibakterialni
ucinek samotného GML stejné jako schopnost GML pusobit synergicky se specifickymi
antibiotiky. Protoze méli vizualni dikaz, ze lipid mize byt soucasti matrice biofilmu
S. aureus (Hess et al., 2012), je pravdépodobné, ze role GML jako povrchové aktivni latky
by mohla usnadnit penetraci matrice a existuji dikazy o tom, Ze rhamnolipidy a
biosurfaktanty rostlin maji antibiofilmni u¢inky (Quinn et al., 2013). Jejich pozorovani toto
tvrzeni potvrzuji (Hess et al., 2014). Déle Udaje z této studie ukazaly, Ze baktericidni
ucinky GML a kyseliny laurové byly srovnatelné na molarnim zakladé. Zjistili vSak, Ze

tvotici se biofilmy S. aureus (spiSe nez pfedem vytvorené) byly 10ndsobné nachylnéjsi ke
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GML. Jini autofi (Schlievert et Peterson, 2012) uvadéli, Ze GML ma vétsi baktericidni
aktivitu pro planktonické buniky nez kyselina laurové, Zze GML je ucinnéjsi na molarnim
zakladé nez kyselina laurova pii inhibici produkce TSST-1, a ze 500 ug/ml GML eliminuje
detekovatelny rust biofilmi kultivovanych na tamponovych vlaknech. Za pouziti
planktonickych bunék zaznamenali Ruzin et Novick (2000) podobné inhibi¢ni ucinky
GML a kyseliny laurové na stafylokokové exoproteiny, coz naznacuje, Ze kyselina laurova
muze byt odpoveédna za inhibi¢ni u¢inky GML. Relativni aktivita GML a kyseliny laurové
je tedy pravdépodobné zavisla na modelu (Hess et al., 2014).

Studie Hess et al. (2014) je prvni, kterd zkoumala moznou synergii mezi GML a
aminoglykosidy v biofilmovém modelu. Byl zde zaznamenén aditivni baktericidni G¢inek,
kdyz se GML nebo kyselina laurovd kombinovala s GEN, tj. 1 pg/ml GEN eliminoval
vSechny detekovatelné biofilmové bakterie v kombinaci s 0,3 az 0,5 mM GML nebo
kyselinou laurovou. Tento vysledek je pozoruhodny vzhledem k tomu, Ze 0,35 mM GML
je ekvivalentni 100 pg/ml a v dal$ich studiich zahrnujicich planktonické bunky byla MIC
GML uvadéna > 10 pg/ml (Schlievert et al., 1992, Schlievert et Peterson, 2012, Holland et
al., 1994).

3.1.6 Role ve vyzivé ¢lovéka

Existuje obrovsky pocet studii, které se zabyvaji tlohou MCFA, stejné jako fada
reviews. Vétsina pozornosti je smétovana na potencialni roli MCFA pfi regulaci hmotnosti
a 1é¢b¢ metabolického syndromu. Je hned nékolik aspekti metabolismu MCFA, které
ovliviiuji pfiznaky metabolického syndromu. Ty zahrnuji hladiny lipidd v plazmé,

inzulinovou rezistenci, zanétlivou odezvu a regulaci té€lesné hmotnosti.

3.1.6.1 Absorpce ve stievé

Intraluminalni hydrolyza MCT je rychlejsi a G€¢inngj$i neZ hydrolyza LCT. Stejné
tak je absorpce MCFA rychlejsi a u¢inngjsi nez u LCFA. MCFA stimuluji sekreci
cholecystokininu, sekreci zlu¢ovych fosfolipidii a cholesterolu méné nez LCFA. V piipadé
nedostatku pankreatické lipazy nebo Zlucové soli mohou byt MCFA stéle absorbovany, na
rozdil od LCFA (Bach et Babayan, 1982).

Vétsina absorbovanych MCFA je transportovana portalni zilou do jater, zatimco
LCFA jsou zaclenény do chylomikronovych triglyceridi a dostavaji se do obéhu
lymfatickym systémem (Bach et Babayan, 1982). Podil MCFA v chylomikronech se
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zvySuje s rostouci délkou fetézce a S jejich chronickym podavanim. Soucasné podavani

MCT a LCT zvysuje vyskyt MCFA v chylomikronech (Marten et al., 2006).

3.1.6.2 Bunécna manipulace s MCFA v jatrech a jinych organech

V hepatocytech i v jinych buikach je esterifikace MCFA omezena. MCFA maji
tedy vysoky sklon k oxidaci a zda se, ze se chovaji vic jako gluk6za nez tuk. Na rozdil od
LCFA, MCFA nevyzaduji karnitin palmitoyltransferazu (CPT) pro intramitochondrialni
transport. MCFA snadno prochézeji mitochondrialni membranou, aktivuji se
intramitrochondrialné¢ pomoci acyl-CoA syntetaz se stfednim fetézcem a rychle se oxiduji
(Marten et al., 2006). V disledku toho je oxidace MCFA vyssi nez u LCFA, a to jak
u hlodavca (Crozier, 1988, Noguchi et al., 2002), tak u lidi (St Onge et al., 2003).
K oxidaci mastnych kyselin je zapotiebi dostatku oxalacetatu, aby se zvysil priliv acetyl-
CoA do cyklu kyseliny trikarboxylové. Nadmérna dodavka acetyl-CoA vede ke zvysené
produkei ketonovych télisek, jak se tomu déje u MCFA ve srovnani s LCFA. Soubé&zné se
zvySenou oxidaci MCFA byla pozorovéana zvySena jaterni lipogeneze vlivem zvySené de
novo syntézy mastnych kyselin a zvySena elongace mastnych kyselin po konzumaci
vysokych davek MCT v dieté¢ (> 38 % hmotnosti). ZvySena cytosolova koncentrace
malonylového CoA reguluje aktivitu CPT1 a vede tak ke sniZeni intramitochondridlniho
transportu a oxidace LCFA, zatimco MCFA obchéazeji tento transportni proces (Marten et
al., 2006).

Ve srovnani s LCFA nevyzaduji MCFA vazbu na protein vazajici mastnou
kyselinu, transportni bilkoviny mastnych kyselin nebo translokdzu mastnych kyselin
(FAT).

3.1.6.3 Mimojaterni ukladani MCFA

Mensi podil MCFA, ktery obchdzi jatra, je distribuovan do periferni tkané
prostiednictvim obecné cirkulace (Bach & Babayan, 1982). Piestoze se piedpoklada, ze
pozit¢ MCFA jsou ptedevS§im oxidovany v jatrech, ukazalo se, Ze MCFA jsou rovnéz
zaclenovany do triglyceridi tukové tkan¢ hlodavct (Han et al., 2003), mohou ovliviiovat
tukovou tkan a nasledné tedy i systémovou funkci podstatné vice nez se dfive
predpokladalo. Mysi 3T3-L1 preadipocyty vystavené kyselin¢ oktanové nahromadily méné¢

tuku a nevyvolaly diferenciaci bun€k ve srovnani s kyselinou olejovou (Guo et al., 2000).

23



Kdyz byly 3T3-L1 a lidské adipocyty vystaveny kyseliné¢ oktanové, nahromadily méné
tuku a vykazovaly snizenou adipogenezi ve srovnani s buiikami vystavenymi LCFA (Guo
et al., 2003, Han et al., 2002).

Navic, ve srovnani s dietou LCT, 2 mési¢ni podavani MCT snizilo tukovou hmotu
u potkanii, zfejmé prostfednictvim regulace adipogennich genu a transkripéniho faktoru
PPARy, krom¢ zlepseni citlivosti na inzulin a tolerance glukézy (Han et Al., 2003).
Snizena akumulace tuku v adipocytech muze byt disledkem preferencni lipolyzy MCFA
ulozenych v poloze sn-1,3 triacylglyceroli tukové tkané (Guo et al., 2000). Vzhledem
k tomu, ze MCFA jsou pii fyziologickém pH vysoce ionizovany, jsou mnohem
rozpustnéjsi ve vodnych biologickych tekutinach ve srovnani s LCFA a mohou se rychleji
vzdalovat od tukovych kapének, aby se snizila produktova inhibice hormon senzitivni
lipdzy (Marten et al., 2006).

3.1.6.4 Vliv MCT na zdravi

3.1.6.4.1 Plazmatické lipidy nalacno

Sérové lipidy jsou vylucovany do ob&hu ze stieva jako chylomikrony a z jater jako
lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL). Oba lipoproteiny nesou jednu molekulu
apolipoproteinu (apo) B48 nebo B100. LCFA stejné jako kyselina olejova obecné stimuluji
sekreci a soucasné zvysuji intracelularni triglyceridy. Nicméné kyselina oktanova (Sato
et al., 2005, Tachibana et al., 2002), kyselina dekanova a dodekanova (Sato et al., 2005)
stimulovaly v kultivovanych hepatocytech sekreci apoB, triglyceridi a cholesterolu méné
nez kyselina palmitova (C16:0). Soucasn¢é byla kyselinou dekanovou a dodekanovou
redukovana intracelularni exprese mRNA apoB a nedo$lo k akumulaci intracelularnich
triglyceridi. MCFA dokonce oslabuji sekreci apoB stimulovanou kyselinou palmitovou
(Sato et al., 2005, Tachibana et al., 2002). Sekrece apoB, stejné jako koncentrace jaternich
triglyceridi a cholesterolu, byly rovnéz nizs$i v pfipadé kyseliny oktanové v porovnani
s kyselinou olejovou (C18:1) nebo kyselinou linolovou (C18:2), pokud byly mysim tyto
mastné kyseliny podavany jako syntetické triglyceridy (Xie et al., 2002).

Nicméné v mnoha (avsak starSich) studiich se zjistilo, ze diety obsahujici MCT ve
srovnani sdietami LCT zvysily u lidi plazmaticky cholesterol nala¢no, stejné jako
koncentrace triglyceridd. V téchto studiich byly vétSinou pouzity LCT ze soji, kukuftice
nebo olivového oleje (Cater et al., 1997, Hill et al., 1989, 1990, Swift et al., 1992,
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Tholstrup et al., 2004). Problém vSak je, ze polynenasycené LCFA jsou ve srovnani s
nasycenymi LFCA hypocholesterolemické a hypotriglyceridemické (Mensink et al., 2003).
Pokud byla dieta bohata na MCT srovnavana s dietou bohatou na kyselinu dodekanovou,
s identickym mnozstvim MUFA a PUFA, celkovy a LDL cholesterol se zvysil méné
u stravy s MCT. MCT-dieta ve srovnani s dietou bohatou na kyselinu dodekanovou rovnéz
vyrazné zvysila aktivitu LDL receptort (Tsai et al., 1999). Nicméné diety se syntetickymi
triglyceridy obsahujicimi pouze kyselinu hexanovou nebo oktanovou nezménily aktivitu
LDL receptorii ve srovnani s tristearaty pii pokusu na zvifatech (Dietschy et al., 1993).

Vsechny tyto experimenty byly provadény s velmi vysokym mnozstvim MCT ve
stravé a v nekterych ptipadech byl piijem polynenasycenych mastnych kyselin v téchto
dietadch kriticky nizky. Ve dvou studiich zvolili jiny pfistup a pouzivali niz$i mnozstvi
MCT. V jednom ptipadé bylo ve standardni stravé (28 % energie z tuku, celkem 2200 kcal
za den) podavano pouze 5 g MCT proti LCT dieté obohacené 0 MUFA a PUFA (Nosaka et
al., 2003). Béhem 12 tydenni intervence se hladiny cholesterolu a triglyceridi postupné
sniZzovaly v obou experimentalnich skupinach, ale poné¢kud vice ve skupin¢ s MCT. VLDL
cholesterol byl snizen vyznamné vice pomoci MCT-diety. V jiné studii (Krotkiewski,
2001) bylo ve velmi nizkokalorické stravé (VLCD) po dobu 4 tydnt podavano 10 g MCT
nebo nespecifikovaného oleje obsahujiciho LCT. | zde oba testované oleje vyrazné snizily
hladiny celkového cholesterolu a triglyceridi a u¢inek byl opét vyrazngjsi u MCT. Neni
jasné, zda byl rozdil mezi skupinami testovan na vyznamnost.

Jak bude pozdgji zminovano v souvislosti s u¢inkem na redukci hmotnosti,
konzumace mirného mnozstvi miize byt vyznamna pro dosazeni hypocholesterolemického
ucinku (a hypotriglyceridemického ucinku). Ackoliv MCFA snizuji sekreci triglyceridt pfi
pouziti v nizSich mnozstvich, jejich konzumace v mnozstvi vyssim (nebo dokonce vice,
nez je kalorické potfeba), mize zvySovat de novo lipogenezi. To by zvysilo sekreci
triglyceridi a mohlo by zodpovidat za zvySené hladiny triglyceridti v plazmé& nala¢no.
Jelikoz jsou hladiny cholesterolu a triglyceridii regulovany koordinované, miize byt
zvySena sekrece cholesterolu disledkem zvysené sekrece triglyceridd, coz mize v del$im

casovém horizontu také zvysit hladinu cholesterolu v plazmé (Marten et al., 2006).

3.1.6.4.2 Postprandialni plazmatickeé lipidy

Jak bylo uvedeno vyse, inhibicni uc¢inek MCFA na sekreci apoB a triglyceridil

akutné ovlivni postprandidlni odpovéd triglyceridi. Hladiny triglyceridd v plazmé se
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zvysuji po jidle obsahujicim tuky a vraceji se do vychoziho stavu za 6 - 12 hodin. Stupen
postprandidlni reakce triglyceridd na jidlo obsahujici tuk pozitivné koreluje s rizikem
kardiovaskularnich onemocnéni a piiznaky metabolického syndromu (Karpe, 1999). Dle
konvenc¢nich znalosti je tato postprandidlni triglyceridova odpovéd’, obvykle vyjadiena
jako plocha pod kiivkou (AUC), vyrazné&jsi u SFA (v porovnani s PUFA). Postprandialni
PUFA LCFA, a to u zvifat (Kalogeris et al., 1996) i u ¢lovéka (Asakura et al., 2000, Borel
et al., 1998). Tato snizena postprandialni odpoveéd’ triglyceridi neni jednoduse vysvétlena
skute¢nosti, ze MCFA nejsou transportovany lymfou. Pokud po jidle obsahujici MCT
nasledovalo jidlo obsahujici LCT, postprandialni odpovéd’ na druhé jidlo byla neo¢ekavané
vyrazna a celkova AUC byla pfiblizné stejna jako u dvou po sobé jdoucich LCT jidel
(Borel et al., 1998). Autofi dospéli k zavéru, ze ¢ast MCFA byla docasné ulozena ve
sliznici a sekretovana az po druhém jidle, a ze LCFA jsou nezbytné nutné pro tvorbu
chylomikronu. Je vSak dobré si polozit otazku, zda nedostatek LCFA je dostate¢nym
vysvétlenim, nebot’ chylomikronové triglyceridy jsou obecné obohaceny o endogenni
LCFA (Lambert et al., 1995).

Neni piekvapenim, ze obézni jedinci reagovaly na MCFA 1épe nez ti hubeni a také
byla sniZena odezva postprandidlniho cholesterolu (Kasai et al., 2003). Rozdil byl hlavné
V tom, co autofi nazvaly lipoprotein s nizkou hustotou (LDL), ale co je pravdépodobné
aterogenni zbytkova frakce. Mnozstvi tuku bylo v této studii malé, pouze 10 g s6jového a
fepkového oleje nebo Cistych MCT ve smiSeném tekutém jidle. Postprandidlni reakce
triglyceridi na mléény tuk v porovnani s olejem bohatym na PUFA byla v nékolika
studiich stejna nebo dokonce mensi (Mekki et al., 2002). Tato oslabena reakce je
pravdépodobné zptisobena SCFA a MCFA v mlé¢ném tuku. V jedné studii nebyla odezva

na stravu obohacenou o MCT odlisné od reakce na smetanové jidlo (Thomas et al., 2001).

3.1.6.4.3 Télesna hmotnost

Krmeni MCT zptsobuje u zivoCich mensi piirtstky hmotnosti v porovnani
s izoenergetickymi dietami obsahujicimi LCT a sniZzeni hmotnosti bylo spojeno se
snizenym ukladanim tukt (Baba et al., 1982, Crozier et al., 1987, Geliebter et al., 1983,
St Onge, 2003a). Obecné se predpoklada, Ze ztrata hmotnosti vyvolana MCT je sekundarni
efekt pti oxidaci MCFA v jatrech, coz vede ke zvySeni vydaji na energii. Izoenergetické

podavani MCT zvySuje u hlodavca termogenezi ve vétsi mife nez LCT (Bach et Babayan,
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1982, Dulloo et al., 1995, Geliebter et al., 1983, Noguchi et al., 2002). Lidé vSak
z dlouhodobého hlediska nemohou konzumovat stravu s tak vysokym obsahem MCT kvuili
nedostatku chutnosti a nepfijemnym gastrointestinalnim a jinym ptiznakiim. V nékolika
studiich byl u lidi energeticky vydej po jidlech na bazi MCT rovnéz vyssi nez u pokrmi na
bazi LCT, a to do 6 hodin po jidle (St Onge et al., 2003a) nebo po 24 hodindch (Dulloo
et al., 1996). Tento Gcinek byl zavisly na davce (Dulloo et al., 1996). Vyssi termogeneze
byla patrna jesté po 6 dnech piekrmeni tekutou formou stravy obsahujici MCT (Hill et al.,
1989), ale po 4 tydnech byla snizena ve srovnani s kontrolni dietou na olivovém oleji
(St Onge et al., 2003a). Pti porovnavani MCT s hovézim lojem se vSak po 4 tydnech
projevily zvysené vydaje na energii (St Onge, 2003b).

Vyvstava otazka, jak MCTs ovliviiuji té€lesnou hmotnost a slozeni t€la v del$im
casovém horizontu. Intervencni studie se provadely vétSinou u obéznich subjektil
s mnozstvim energie pokryvajicim energetické potfeby. Ve dvou intervenénich studiich na
obéznich pacientech trvajicich 4 tydny, byl podavan vysoky obsah tuku (40 % energie) a
MCT (piiblizn¢ 80 g denné) (St Onge et al., 2003b, St Onge et al., 2003a). V jednom
pokusu byly MCT porovnany s hovézim lojem (St Onge et al., 2003b). V jiném byl
porovnan s tzv. funkénim MCT olejem obsahujicim také Inény olej a fytosteroly
s olivovym olejem (St Onge et al., 2003a). V obou studiich se Gbytek hmotnosti mezi
interven¢nimi skupinami neliil. V nasledujici studii se vsak t€lesny tuk vyznamné snizil
u MCT skupiny (St Onge et al., 2003a). V sérii interven¢nich studii z Japonska u obéznich
subjektti (BMI > 23 kg*m), z nichz kazda trvala 12 tydni, bylo pfijimano 26 - 27 %
energie z tuku a MCT davka byla ptiméfena - bud’ 10 g na den béhem snidané (Tsuji et al.,
2001), 5 g na den v margarinu (Nosaka et al., 2003), nebo 1,7 g za den v chlebu (Kasai et
al., 2003), oproti smési fepkového a sojového oleje jako kontroly. Ve vsech studiich byla
télesna hmotnost i té€lesny tuk vyznamné sniZena pomoci stravy S MCT. V delSim ¢asovém
intervalu nebyl zaznamenan tlumici se uginek. Uginky nebyly vyznamné u subjekti
netrpicich obezitou, tj. subjektd s BMI < 23 kg*m= (Tsuji et al., 2001). Pokud obézni
jedinci dostavaly MCT nebo LCT VLCD (dietu svelmi nizkym obsahem Kkalorii),
5 9,9 nebo 8,8 g testovanych tukt na den, coz odpovida 25 % z celkové energie, MCT olej
snizil t€lesnou hmotnost vice nez LCT olej pouze béhem prvnich 2 tydni. Béhem
Ctyitydenni intervenéni doby vSak podavané MCT podstatné vice snizily télesny tuk a

mén¢ svalové hmoty (Krotkiewski, 2001). Takze tyto vysledky nenaznacuji, ze by vliv
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MCT na télesnou hmotnost a slozeni téla pii dlouhodobéjsi aplikaci ztracel ucinnost. Je
pozoruhodné, ze takové malé mnozstvi MCT za den mélo tak jasny ucinek. V dalSich
studiich bude tieba zjistit, zda to bylo mal¢ mnozstvi MCT, pomér MCFA k jinym
mastnym kyselinam, celkové mnozstvi tuku nebo potravinova matrice, do které jsou MCT
zaClenény, co bylo zodpovédné za tento UcCinek. Ddle je tfeba tyto rezimy testovat
U subjekti s odliSnym genetickym zazemim (Marten et al., 2006).

Krom¢ zvySené klidové metabolické rychlosti (White et al, 1999) a
postprandialniho vydaje energie, existuji vyzkumy, které ukazuji, ze by MCT mohly
sniZzovat piijem potravy a zvySovat sytost, a tim snizit pfijem energie u potkant (Bray et
al., 1980) a cloveka (Krotkiewski, 2001, Stubbs et Harbron, 1996). Snizena spontanni
vyziva a tim i piijjem energie pii obéd¢ byl pozorovan po vysokych sacharidovych
snidanich doplnénych o MCT ve srovnani s olivovym olejem nebo sadlem. Piijem energie
pii veceti se jiz nelisil (Van Wymelbeke et al., 2001). Je tfeba poznamenat, ze klidova
oxidace glukozy a lipidu a postprandialni oxidace lipida byla také vys$si u krmiva s maslem
ve srovndni s obéznimi potkany krmenymi séjovym olejem a zdalo se, Ze maselna strava
zabranuje akumulaci tuk v dlouhodobém horizontu. Neexistoval Zadny jasny ptiznivy

uc¢inek masla u hubenych zvitrat (Rolland et al., 2002).

3.1.6.4.4 Utinek na metabolismus glukozy a rezistenci na inzulin

Vzhledem k tomu, ze diety s vysokym obsahem LCFA jsou spojeny s patogenezi
inzulinové rezistence (Riccardi et al., 2004), stoji za to zkoumat, zda MCFA zlepsuji
metabolismus glukézy zprosttedkovany inzulinem. Kyselina octova stimulovala sekreci
inzulinu zprostfedkovanou glukézou v perfundované slinivce méné nez mastné kyseliny
s delsimi fetézci (Marten et al., 2006). Oxidace LCFA je rovnéz obvykle snizena, pokud
dieta soucasné obsahuje vysoké mnozstvi sacharidt. Ve studiich s euglykemickou svorkou
vSak vysoka hladina glukozy snizila oxidaci kyseliny olejové, ale ne oktanové (Sidossis
etal., 1996). To znamena, ze glukoza kontroluje vstup LCFA, ale ne MCFA, do
mitochondrii. Na druhé stran¢ infuze MCT/LCT snizila oxidaci glukézy méné nez infuze
LCT (Stouthard et al., 1994).

Ve vétsiné studii na zvitfatech nebo na ¢lovéku vSak nedoslo k Zaddnému ztetelnému
snizeni plazmatické hladiny glukézy nebo inzulinu (Marten et al., 2006). Ve studii, kdy
byla po dobu 3 tydn konzumovéna vysoka davka 70 g testovanych tuki, zvysily MCT ve

srovnani se slune¢nicovym olejem s vysokym obsahem oleje nejen LDL cholesterol,
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VLDL cholesterol a plazmaticke triglyceridy, ale takeé hladiny glukézy nala¢no (Tholstrup
et al., 2004). Piesto u jedincti s normalni hmotnosti nemélo mnozstvi 5 g MCT za den
zadny ucinek ve srovnani s olejem LCT (Nosaka et al., 2003). Piiméfeny piisun MCT
(10 g denné) ve VLCD po dobu 4 tydni postupné snizoval u obéznich subjektd hladinu
glukdzy na lacno a zejména hladiny inzulinu vice nez LCT-dieta (Krotkiewski, 2001).
Hladiny gluk6zy nalacno a hladiny inzulinu nala¢no se u pacientti s diabetem Il. typu po 30
dnech na stravé bohaté na MCT nezménily, avSak postprandialni exkurze glukozy byla
nizsi po intervenci MCT (Yost et al., 1994). Dalsi studie u ¢lovéka prokazaly zlepSenou
citlivost na inzulin u MCT diety po kratkodobé 1écbé (Eckel et al., 1992) i dlouhodobég;jsi
1é¢be (Yost et Eckel, 1989), v poslednim uvedeném piipadé v ramci hypokalorické diety.
Citlivost na inzulin a glukézova tolerance se rovnéz zlepsily u potkani krmenych MCT ve
srovnani s LCT po dobu 2 mésicu (Han et al., 2003).

Je nutno poznamenat, ze piekrmeni s MCT ve srovnani s LCT sniZilo
postprandialni volné mastné kyseliny (FFA) (Hill et al., 1990). To je pozoruhodné, protoze
zvySena hladina FFA je spojena s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem.
Navic krmeni MCT nestimulovalo akumulaci triglyceridi v hepatocytech v bunécéné
kultufe (Tachibana et al., 2002, Sato et al., 2005) a jatrech zvifecich modeld (Han et al.,
2003, Nagata et al., 2003).

3.1.6.45 Zanét

Predpoklada se, ze ateroskler6za je zptisobena chronickym slabé zanétlivym stavem
a riziko koronarnich onemocnéni srdce je spojeno se zvySenou urovni markerti zanétu, jako
je interleukin-6, C-reaktivni protein a rozpustné adhezni molekuly. Vysoka hladina
nékterych markeru je také spojena s piiznaky metabolického syndromu véetné obezity a
inzulinové rezistence. Nasycené LCFA jsou prozanétlivé, zatimco n-3 nenasycené mastné
kyseliny z rybich oleju tlumi zanétlivé reakce (Marten et al., 2006). In vitro, emulze MCT
zvysuji expresi adhezni molekuly a aktiva¢ni marker v neutrofilech a monocytech (Wanten
et al., 2002), méni signalizaci vapniku zprostiedkovanou proteinem kindzou C v lidskych
neutrofilech (Wanten et al., 2001) a vykonavaji fadu zmén spojenych se zvySenou
zanétlivou odpovédi (Bellinati-Pires et al., 1993). V pftipadé¢ prozkoumani vsak tento
ucinek nebyl pozorovan u MCFA (Wanten et al., 2002) nebo strukturovanych triglyceridi
obsahujicich jak MCFA, tak LCFA (Wanten et al., 2001). Klinicky vyznam téchto zjiSténi

méa byt stanoven. Nejvice absorbované MCFA jsou transportovany v krvi vazané na
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albumin a rychle se vylucuji jatry nebo jsou pfitomné ve smisenych triglyceridech (Marten
et al., 2006).

Zatimco kyselina dekanova, stejné jako kyselina olejova, zvysila sekreci mediatort
prozanétlivého interleukinu (IL)-8 bufikami Caco-2 v jedné studii (Tanaka et al., 2001),
oktanova kyselina a MCT potlacily sekreci IL-8 v jiné studii (Hoshimoto et al., 2002).
MCT se ve skutecnosti Casto podavaji pacientiim s Crohnovou chorobou nebo syndromem
kratkého stfeva. Konzumace MCT chranila stfeva potkaniti modulaci imunitni odpovédi na
lipopolysacharidy a zvySenim sekre¢ni exprese imunoglobulinu A (Kono et al., 2004).
Zvyseni davky MCT na tkor kukufi¢ného oleje také snizilo hepatotoxicitu vyvolanou
alkoholem, véetné akumulace triglyceridii a oxidativniho stresu u potkand (Ronis et al.,
2004). Protoze kyselina maselnad (C4:0) inhibuje expresi adheznich molekul indukovanou
cytokiny v endotelovych buiikach (Zapolska-Downar et al., 2004), bylo by zajimavé take
zkoumat vliv MCFA (Marten et al., 2006).

3.1.6.4.6 Vedlejsi ucinky konzumace MCT

Mnozstvi MCT, které miZeme béhem jednoho jidla zkonzumovat, je omezeno na
25-30 g. Pii poziti vétstho mnozstvi MCT dochazi k nezddoucim gastrointestindlnim
ptiznaktm, jako je nevolnost, zvraceni, nadymani, abdominalni kie¢e a osmoticky prijem
(Jeukendrup et Aldred, 2004). Neexistuje riziko ketoaciddézy nebo ketonémie s MCT
v hladinach souvisejicich s béznou spotiebou (Traul et al., 2000). Kromé toho Se potkani
prizptsobili k dlouhodobému podavani diety obsahujici MCT, jelikoz jaterni a krevni
hladiny ketonovych télisek byly snizeny (Crozier et al., 1987, Papamandjaris et al., 1998).
Z n&kolika studii na zvifatech a na ¢lovéku bylo zjist€no, Ze MCT nemaji toxikologické
vlastnosti bez ohledu na to, zda se podavaji peroraln¢ nebo parenterdlné¢ nebo zda jsou
konzumovény jako doplnék ve vyvazené stravé, v mnoZstvich az 15 % energie (coz

odpovida >30 g MCT denné¢ v dieté 0 2000 kcal) (Traul et al., 2000).

3.2 Staphylococcus spp.

3.2.1 Charakteristika

Grampozitivni bakterie majici kulovité buiky, o priméru 0,5-1,5 pum, které se
vyskytuji jednotlivé, v parech, v tetrddech, v kratkych ftetézcich (3-4 buikéach) a

charakteristicky se déli ve vice nez jedné roviné a vytvareji nepravidelné shluky. Jsou
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nepohyblivé a nemaji klidova stddia. Ultrastruktura a chemické slozeni bunééné stény
stafylokoku je podobné jako u jinych gram-pozitivnich bakterii. Sklada se z tlusté (obvykle
60-80 nm), spiSe homogenni a elektronné¢ ne piiliS husté vrstvy. Je tvofena
peptidoglykanem, kyselinou teikovou a bilkovinami. Diaminokyselina pfitomna
v peptidoglykanu je L-lysin (peptidoglykanova skupina A3). Obvykle netvoii kapsle nebo
jen omezen¢ (Bergey, 2009).

Stafylokoky jsou fakultativné anaerobni (s vyjimkou Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius a Staphylococcus saccharolyticus), obvykle kataldza pozitivni a oxidaza
negativni. Citlivy na lyzu lysostafinem, ale rezistentni viéi lyze lysozymem (Bergey,
2009).

Vétsina kment roste v piitomnosti 10% NaCl a mezi 18 a 40 °C. Jsou
chemoorganotrofni, metabolismus respiraéni a fermenta¢ni. Vyuzivaji sacharidy a/nebo
aminokyseliny jako zdroje uhliku a energie. Rizné sacharidy mohou byt vyuzivany
aerobné s produkci kyseliny. U vétSiny druhi je hlavnim produktem fermentace glukézy
kyselina mlécnd. Za ptitomnosti vzduchu jsou hlavnimi produkty kyselina octovéa a COo.
Pozadavky na vyzivu jsou variabilni. VétSina druhti vyzaduje organicky zdroj dusiku,
tj. ur¢ité aminokyseliny a vitaminy skupiny B. Jiné mohou rust s (NH4)2SO4 jako jedinym
zdrojem substratového dusiku. Uracil a/nebo fermentovatelny zdroj uhliku mohou byt
vyzadovany ur¢itymi druhy pro anaerobni rust (Bergey, 2009).

Ptirodni populace jsou spojovany piedevsim s kazi, koznimi zlazami a sliznicemi
teplokrevnych zvitat. Nékteré druhy jsou oportunnimi patogeny lidi a/nebo zvitat.
Koagulaza pozitivni druhy Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus delphini a Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans a rtuzné druhy

Staphylococcus hyicus jsou povazovany za potencialné zavazné patogeny (Bergey, 2009).

3.2.2 Staphylococcus aureus a jeho patogenita

Staphylococcus aureus je vyznamny lidsky patogen, ktery zptsobuje Sirokou $kalu
klinickych infekci. Jedna se o hlavni pfi¢inu bakterémie a infekéni endokarditidy, stejné
jako infekce osteoartikularni, kozni, meékkych tkani a pleuropulmonarni (Tong et al.,
2015).

Ke konci padesatych a na zacatku Sedesatych let zpusobil Staphylococcus aureus

zna¢nou morbiditu a mortalitu jako nosokomidlni patogen hospitalizovanych pacientt.
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Mezi hlavni lidské infekce zptisobené timto druhem patii furuncles (infekce vlasového
folikulu), carbuncles (shluk viedi zptisobeny bakterialni infekci), impetigo (nakazliva
infekce povrchové vrstvy kiize), toxickd epidermalni nekrolyza (syndrom opadlé kuze),
pneumonie, osteomyelitida, akutni endokarditida, myokarditida, perikarditida,
enterokolitida, mastitida, cystitida, prostatitida, cervicitis, cerebritis, bakterémie, syndrom
toxického Soku a abscesy svall, klze, urogenitilniho traktu, centralniho nervového
systému a riznych intraabdominalnich organt (Bergey, 2009).

Kromé¢ toho se stafylokokovy enterotoxin podili na otravé potravinami. Kmeny
Staphylococcus aureus rezistentni na methicillin (MRSA) se objevily v nemocnicich
v 80. letech jako vyznamny klinicky a epidemiologicky problém. Tyto kmeny se zacaly

roz§ifovat z nemocnic a do komunit (Bergey, 2009).

3.3 Antibiotika a antibioticka 1é¢ba

3.3.1 Uvod

Antibiotika jsou dilezitymi latkami pti 16¢bé infekénich onemocnéni. VéEtSinou jsou
produkované riznymi druhy mikroorganismi (bakterie, houby, aktinomycety), které
potlacuji rist jinych mikroorganismti a mohou je nakonec znicit. Obecné pouziti v§ak ¢asto
rozSifuje termin "antibiotika" tak, aby zahrnoval syntetické nebo polosyntetické
antibakterialni latky, jako jsou sulfonamidy a metronidazol, které nejsou produkovany
mikroby (Soares et al., 2012).

3.3.2 Historie

Problémy s mikrobialnimi infekcemi jiz ve starovékém Egypté, Recku a Ciné jsou
dobie zdokumentovany (Sengupta et al., 2013). Moderni doba antibiotik zacala
s objevenim penicilinu Sirem Alexanderem Flemingem v roce 1928 (Sengupta et al., 2013,
Piddock, 2012). Od té¢ doby antibiotika zménila moderni medicinu a zachranila miliony
zivot (Gould et Bal, 2013, CDC, 2013). Antibiotika byla nejprve (ve ¢tyficatych letech)
predepisovana k 1é¢bé zavaznych infekci (CDC, 2013). Penicilin byl nasledné Gspésny pii
kontrole bakterialnich infekci u vojakt druhé svétové valky (Sengupta et al., 2013).
Nicméné kratce poté se rezistence vici penicilinu stala zavaznym klinickym problémem,
takze v roce 1950 bylo ohrozeno mnoho pokrokd ptedchoziho desetileti (Spellberg

et Gilbert, 2014). V reakci na to byla objevena, vyvinuta a nasazena nova f-laktamova
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antibiotika, obnovujici davéru (Sengupta et al., 2013, Spellberg et Gilbert, 2014). Prvni
ptipad meticilin-rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA) byl zjistén béhem téze
dekady, ve Spojeném kralovstvi v roce 1962 a ve Spojenych statech v roce 1968 (Sengupta
etal., 2013, CDC, 2013).

BohuZel se nakonec objevila rezistence na téméf vSechna antibiotika, kterd byla
vyvinuta (obr. 6, Ventola, 2015, CDC, 2013). V roce 1972 byl v klinické praxi zaveden
vankomycin pro 1écbu rezistentence na meticilin jak u S. aureus, tak u koagulaza-
negativnich stafylokokd (Sengupta et al., 2013, CDC, 2013). Vyvolat rezistenci na
vankomycin bylo tak obtizné, Ze se nepiedpokladal vyskyt v klinickém prostiedi (Sengupta
et al., 2013). Nicméné ptipady rezistence k vankomycinu byly zaznamenany u koagulaza-
negativnich stafylokokt v letech 1979 a 1983 (Sengupta et al., 2013). Od pozdnich
Sedesatych let do pocatku 80. let zavedl farmaceuticky primysl mnoho novych antibiotik
k vyfeSeni problému s rezistenci, ale poté zacala pomysIna antibioticka studna vysychat a
bylo zavadéno stdle méné¢ novych l1ékt. V disledku toho v roce 2015, mnoho desetileti
poté, co byli prvni pacienti IéCeni antibiotiky, se znovu bakterialni infekce stavaji hrozbou
(Spellberg et Gilbert, 2014).
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Zjisténi rezistence na antibiotikum | Zavedeni antibiotika

Penicilin-R Staphylococcus 1940 —
— 1943 Penicilin

—— 1950 Tetracyklin
—— 1953 Erythromycin

Tetracyklin-R Shigella 1959 —
Meticilin-R Staphylococcus 1962 —

— 1960 Meticilin

Penicilin-R pneumococcus 1965 —

Erythromycin-R Streptococcus 1968 — 1967 Gentamicin

— 1972 Vankomycin

Gentamicin-R Enterococcus 1979 —

[ Imipenem a

» 1985 (eftazidim
Ceftazidim-R Enterobacteriaceae 1987 —
Vankomycin-R Enterococcus 1988 1

Levofloxacin-R pneumococcus 1996 —— 1996 Levofloxacin

Imipenem-R Enterobacteriaceae 1998 —

XDR tuberkuléza 2000 —+— 2000 Linezolid
Linezolid-R Staphylococcus 2001 —
Vankomycin-R Staphylococcus 2002 —

IPDR-Acinetobacter, Pseudomonas 2004/5 — 2008 Dapomyen

ICeftriaxon-R Neisseria gonorrhoeae 2009 — .
PDR-Enterobacteriaceae / 2010 Ceftarolin

Ceftarolin-R Staphylococcus 2011

R = rezistentni
XDR = z angl. extensively drug-resistant
PDR =z angl. pan-drug-resistant

Obrazek 6: Vyvoj rezistence na antibiotika: ¢asova osa kli¢ovych udalosti

(ptepracovano dle Spellberg et Gilbert, 2014)
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3.3.3 Rozdéleni antibiotik a mechanismy ucinku

NasSe chapani toho, jak antibiotika indukuji smrt bakterialnich bungk, je soustiedéno
na zakladni bunéénou funkci inhibovanou primarni interakci 1é¢iva a cilové latky.
Antibiotika mohou byt klasifikovana na zakladé¢ bunécné slozky nebo systému, ktery
ovliviiuji. Obecné je rozdélujeme na ta, ktera indukuji buné¢nou smrt (baktericidni) a ta,
ktera pouze inhibuji rast bun¢k (bakteriostatické). VétSina soucasnych baktericidnich
antimikrobialnich latek inhibuje syntézu DNA, syntézu RNA, syntézu bunééné stény nebo
syntézu proteind (Kohanski et al., 2010, Thrum, 1997, Lillman et al., 2012).

Podle toho, zda dané 1é¢ivo dokaze plsobit na malé anebo naopak velké mnozstvi
bakterialnich druh®, mluvime o tzv. antibiotiku s tzkym spektrem (napi. penicilin G), a
nebo o antibiotiku se spektrem Sirokym (napft. tetracykliny) (Lillman et al., 2012).

Soares et al. (2012) rozd€luji antibiotika na zakladé¢ mechanismu ucinku na:

1. Agens, které inhibuji syntézu bunéénych stén bakterii (napf. peniciliny a
cefalosporiny)

2. Agens, které interferuji s bunéénou membranou mikroorganismi, ovliviiujice jeji
propustnost (napt. n¢které antifungalni latky)

3. Agens, které¢ inhibuji syntézu proteini ovlivnénim funkce 30S nebo 50S
ribozomalnich podjednotek (napf. tetracykliny, makrolidy a klindamycin)

4. Agens, které blokuji dualezit¢é metabolické kroky mikroorganismi (napf.
sulfonamidy a trimetoprim)

5. Agens, které interferuji se syntézou nukleovych kyselin (napf. metronidazol a
chinoliny)

Antibiotiky zprostiedkovana bunécna smrt je vSak komplexni proces, ktery zacina
fyzikélni interakci mezi molekulou lé¢iva a bakteridlné specifickym cilem a zahrnuje
zmény postizené bakterie na drovni biochemické, molekularni a ultrastrukturni. Rostouci
vyskyt bakterii rezistentnich na léky (Taubes, 2008), jakoz i zpusoby ziskani rezistence
poukazaly na to, ze je zasadni, abychom lépe porozuméli vicevrstvym mechanismim,
kterymi antibiotika, ktera jsou v soucasné dobé k dispozici, zabijeji bakterie a také
zkoumali a snazili se najit alternativni antibakterialni terapie (Kohanski et al., 2010).

Antibiotiky indukovand buné¢nd smrt byla spojena s tvorbou dvoufetézcovych
zlomi DNA po 1é¢bé inhibitory DNA gyradzy (Drlica et al., 2008), se zastavenim syntézy
DNA-z&vislé RNA po 1é¢bé rifamyciny (Floss et Yu, 2005), s poSkozenim bunééného

35



obalu a ztratou strukturalni integrity po 1€cb¢ inhibitory syntézy bunééné stény (Tomasz,
1979) a bunéénou energetikou, vazbou na ribozom a chybnou translaci proteini po 1é¢bé
inhibitory syntézy proteinu (Vakulenko et Mobashery, 2003). Navic nedavné poznatky
ukazuji na spolecny mechanismus bunééné smrti, zahrnujici nevyhodné bunééné odpovédi
na stresy vyvolané Iéky, které jsou sdileny vSemi t¥idami baktericidnich antibiotik, coz
nakonec prispiva k usmrcovani témito léky (Kohanski et al., 2007). Pfesnéji feCeno, 1écba
letalnimi koncentracemi baktericidnich antibiotik vede k tvorbé Skodlivych hydroxylovych
radikala prostfednictvim bézné drahy bunécéné smrti oxida¢nim poskozenim, ktera zahrnuje
zmény centralniho metabolismu (TCA cyklus = citratovy cyklus) a metabolismus Zeleza
(Kohanski et al., 2007, Dwyer et al., 2007, Kohanski et al., 2008).

Chinolinova antibiotika
DNA polymerazovy
iy komplex protein nezavisly
uOC/a é X0

/\- sos —_— oprax aDNA
e N 30000 %000C 7

protein zavisly

chinoliny

Y

replikatni
vidlicka
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Obréazek 7: Interakce mezi lé¢ivem a cilovym organismem - zptisob bunééné smrti

(ptepracovano dle Kohanski et al., 2010)
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Chinolinova antibiotika interferuji se zménami v supersilici DNA vazbou na
topoizomerazu II nebo IV. To vede k tvorb¢é dvoutetézcovych zlomi DNA a smrti bun¢k
bud’ nezavisle, nebo nezavisle na proteinové syntéze.

B-laktamy inhibuji transpeptidaci vazbou na PBP na zrajicich peptidoglykanovych
fetézcich. Pokles syntézy peptidoglykanu a zvyseni autolyzind vede k lyze a smrti bunék.

Aminoglykosidy se vazou na 30S podjednotku ribozomu a zplsobuji nespravné
zaClenéni aminokyselin do prodluzujicich se peptidi. Tyto nespravné pieclozené proteiny
mohou byt slozeny do Spatné tercialni struktury (misfold) a zaclenéni téchto
membranovych proteint s patologickou konformaci do bunééného obalu vede ke zvysené

absorpci 1é¢iva, coz spolecné se zvySenim vazby ribozomu bylo spojeno se smrti buné¢k.

3.3.4 Hlavni skupiny antibiotik dle chemické struktury

Jelikoz popsani vSech skupin antibiotik by pfesahovalo ramec této prace, zamétim
se pouze peniciliny, s jejichz zastupcem (oxacilinem) jsem pracoval ve své praci. Hejzlar
(1995) rozdeluje antibiotika do téchto skupin:

1. Peniciliny

Peniciliny spoleéné s cefalosporiny jsou hlavnimi B-laktamovymi antibiotiky.
Zakladni struktura penicilini se skladd =z thiazolidinového kruhu pfipojeného
k B-laktamovému kruhu, ke kterému je pfipojen acylovy postranni fetézec. Prvni zavedeny
penicilin, penicilin G, je jediny pfirozeny penicilin, ktery se v sou¢asnosti klinicky pouZziva
(Soares et al. 2012). Ziskava se z kultur plisni, pivodné z Penicilium notatum. Zakladni
strukturu (spole¢nou vSem penicilinum) tvoii kyselina 6-aminopenicilanova (6-APK)
s jednim ¢tyi¢lennym B—laktamovym kruhem (Lillman et al., 2012). Prvni polysynteticky
derivat, penicilin V, se ukazal po ordlnim podani stabilnéjsi nez penicilin G (Soares et al.,
2012), jehoz P—laktamovy kruh je Stépen Zaludecni $tdvou a tim inaktivovan. Proto se
musi podavat injekéné (Lullman et al., 2012). Nicméné ob¢ 1é¢iva maji omezenou aktivitu
proti gramnegativnim bakteriim a jsou snadno hydrolyzovany bakterialn¢ produkovanymi
hydrolyzujicimi enzymy, B-laktamazami. Pozd¢ji dalS$i modifikace a nadhrady acylového
postranniho fetézce vedly k produkci jinych polosyntetickych penicilind se zlepSenymi
antimikrobialnimi vlastnostmi. Tyto vlastnosti zahrnovaly aktivitu proti gramnegativnim
I grampozitivnim bakteriim s tUzkym spektrem aktivity sméfujicim proti specifickym

bakteriim, zvySenou stabilitou v ustni a zalude¢ni kyselin€ a zvySenou absorpci, coz vedlo
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k niz§im davkam nezbytnym pro stanoveni terapeutickych hladin (Soares et al., 2012,
Walker 1996b).

Peniciliny a dalsi B-laktamova antibiotika jsou baktericidni l1éky. Zabijeji vnimaveé
bakterie inhibici syntézy bakterialni peptidoglykanové bunééné stény (Yocum et al., 1980).
Peptidoglykan poskytuje bunce tuhou stabilitu diky své vysoce zesilené struktuie a jeji
syntéza ma 3 faze. Prvni a druhd faze se odehravaji v cytoplazmé. Zpocatku je vazba
aminocukru nasledovana pfidanim specifickych aminokyselin (L-alanin, D-glutamova
kyselina, L-lysin, nasledovany dipeptidem, D-alanyl-D-alaninem) v pfedepsaném potadi za
vzniku uridin difosfatu (UDP)-acetylmuramyl-pentapeptidu. Posledni faze probihd mimo
buniku, aby se dokoncila kfizova vazba, kdy do rostouciho peptidoglykanu jsou piidavany
nove podjednotky. Koneény glycinovy zbytek pentaglycinového mustku je spojen se
¢tvrtym zbytkem pentapeptidu (D-alaninem), ¢imz se uvolni paty zbytek (také D-alanin)
(Magnusson, 1994). Peniciliny a cefalosporiny interferuji s timto poslednim krokem
syntézy peptidoglykant tim, Ze pisobi jako analog D-alanin-D-alaninové ¢asti N-acetyl-
muramického celku. Konformace penicilinu je velmi podobna struktute D-alanin-D-
alaninu, takze enzymy podilejici se na transpeptidacni reakci reaguji s B-laktamovym
jadrem, inaktivuji transpeptidazovou reakci a vedou k tvorbé novych peptidoglykanovych
fetézcl, které nejsou zesitované a postradaji pevnost v tahu. V rostouci sténé bunék se
objevuji slabé body, které zptisobi prasknuti bunék osmotickou lyzou (Yocum, 1980).
Kromé toho existuje vice cilli pro piisobeni penicilinii, které jsou kolektivné nazyvany
penicilin-vazajicimi proteiny (PBP) (Spratt, 1980), struktury, které maji vSechny bakterie
(Soares et al., 2012).

Oxacilin je Uzkospektralni B-laktamové antibiotikum. Jedna se o penicilin
rezistentni Kk penicilinaze (Soares et al., 2012). Je podobny meticilinu a nahradil ho

Vv klineckém vyuziti, ale MRSA je rezistentni i k oxacilinu (tzv. ORSA).
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3.3.5 Negativni dopady 1écby antibiotiky

Antibiotika jsou zékladnim kamenem inovaci v oblasti vefejného zdravi,
zemé&délstvi a mediciny. Nedavné studie vSak ukazuji, ze tyto léky méni taxonomickou,
genomickou a funk¢ni kapacitu lidské intestinalni mikrobioty s ug¢inky, které jsou rychlé a
nékdy i trvalé. Sirokospektralni antibiotika snizuji bakteridlni rozmanitost a ohrozuji
zastoupeni specifickych domacich taxonti. Kromé toho antibiotickd 1éCba selektuje
rezistentni bakterie, zvySuje piileZitost pro horizontalni pfenos genti a umoznuje proniknuti
patogennich organismi prostiednictvim vyprazdnéni obsazenych pfirodnich nik,
S hlubokymi dusledky pro vznik rezistence. Vzhledem k tomu, ze tyto vSudypiitomné
zmény lze povazovat za odpojeni vzajemnych vztahti mezi hostitelem a mikrobem, je
velmi dulezité ptehodnotit antimikrobialni terapie v kontextu ekologického ramce (Modi et

al., 2014).

3.3.5.1 Ekologicka perspektiva

Geny rezistence proti antibiotikim jsou v dneSnim piirodnim prostiedi
viudyptitomné. Céstedné to odrazi vieobecné uzivani velkého mnozstvi antibiotik lidskou
populaci za poslednich 70 let a silné selektivni tlaky, které toto pouziti vyvijelo, v¢etné
Sifeni rezistentnich organismu (Modi et al., 2014). AvSak samotné geny rezistence jsou
staroveéké. Sekvence DNA, u nichz se pfedpoklada, ze koduji B-laktamazy, determinant
rezistence na tetracyklin TetM a proteiny vankomycinové rezistence, byly ziskany
230000 let starého permafrostového sedimentu v severni Britské Kolumbii (D’Costa,
2011). Prestoze tyto sekvence souviseji s témi, které se vyskytuji u soucasnych gend
rezistence, byly vyznamné divergentni. Ale pfinejmensim v jednom piipadé (VanA ligaza)
gen exprimoval protein s ocekdvanou funkci. Bakterialni izolaty, které byly ziskany ze
starych chranénych lokalit, v€etné jednoho mista, které bylo udajné izolovano jiZ vice nez
4 miliony let (Bhullar et al., 2012), prokazaly rezistenci vici vice 1é¢iviim. Ptitomnost
téchto geni pfed modernim uzivanim antibiotik lidskou populaci silné naznacuje, Ze tato
antibiotika byla Siroce distribuovdna v Zivotnim prostfedi, a Ze geny rezistence cirkuluji
nejméngé tisice let. Moderni pouziti vysokych davek antibiotik obohacuje geny rezistence a
z hostitelské ekologické perspektivy muze vést k rozpojeni vzajemnych vztahti mezi
sttevni mikroflorou a lidskym hostitelem, které se vyvijely po dlouhou dobu (Costello
et al., 2012, Dethlefsen et al., 2007).
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3.3.5.2 Utinky antibiotik na mikrobiom jako celek

Jednou z nejdiive popsanych vedlejSich Gc¢inku antibiotik na stfevo byla ztrata
koloniza¢ni rezistence (tj. ztrdta "konkuren¢niho vylouceni", Bohnhoff et Miller, 1962,
Miller et al., 1957). Ztrata se projevila mnohem snadné&jsi kolonizaci a onemocnénim
zpusobenym salmonelou ihned po 1é€bé antibiotiky. Jak konkurence 0 zdroje, tak ptimé
ovlivitovani hraji roli v odolnosti neporusené mikrobioty vuci kolonizaci patogeny. Mezi
nepiimé faktory patii indukce riznych vrozenych cest imunitni odpovédi a efektorovych
molekul (Buffie et Pamer, 2013). Antibiotika narusuji strukturu komunity natolik, ze
zpusobuji rozsahlé poruchy ve zdrojich a v mezidruhovych interakcich. Nedavna prace na
mysich naznacuje, ze antibiotika vedou ke zvySenému mnozstvi volné kyseliny sialové ve
stfevé hostitele, ktera pak mize byt vyuzita opurtunitnimi patogeny jako je Salmonella
typhimurium a Clostridium difficile ke zvyseni intenzity jejich rastu (Ng et al., 2013).

Studie u¢inkl antibiotik na taxonomické slozeni komunity stiev obecné zjistily
snizené urovné bakteridlni diverzity, stereotypni poklesy a relativni rozsifeni vyskytu
nékterych taxont, urity stupen obnovy u vétSiny jedinct, ale trvaly ucinek u jinych, a
antibiotické a individualni efekty specifické pro hostitele. Antibiotika se silnou a Sirokou
aktivitou proti anaerobtim (napft. klindamycin) typicky zpusobily nejdéle trvajici U¢inky na
slozeni komunity ve stievé (Jernberg et al., 2007, Jernberg et al., 2010, Jernberg et al.,
2005). Jakobsson et al. (2010) studovali vliv klaritromycinu, metronidazolu a omeprazolu
po sedm dni na taxinalni sloZeni hltanu a stolice a zjistil Siroky taxonomicky efekt na
slozeni s rychlym, av$ak pouze ¢astecnym obnovenim, a pfetrvavajicimi u¢inky nejméné
Ctyfi roky po expozici.

Vyvijeji se snahy o zkouméani u€inku antibiotik na jiné hostitelské fenotypy spojené
s mikrobialnimi mikroorganismy. Studie Cho et al. ukazala, Ze mySim se po expozici
subterapeutickymi davkami antibiotik na pocatku zivota (kromé zmén slozeni stievni
mikroflory) zvysila také celkovd a relativni hmotnost télesného tuku, hustota kosti,
produkce SCFA u intestinalni mikrobioty a zménil Se metabolismus mastnych kyselin
v jatrech (Cho et al., 2012). Zda a do jaké miry se tyto Géinky vyskytuji u déti a to, do jaké
miry tyto U¢inky zavisi na jinych mikrobidlnich, hostitelskych a environmentalnich

faktorech, je predmétem vyzkumu (Modi et al., 2014).
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3.3.5.3 Z&sobnik antibiotické rezistence mikrobiomu

Prevladajici t¢inky antibiotik na populacni strukturu ve stfevé jsou paralelizovany
s jejich pozménénim genomoveé kapacity strevnich mikrobialnich komunit. V laboratornich
podminkach lécba bakteridlnich populaci antibiotiky selektuje a obohacuje o rezistentni
kmeny a druhy (Lee et al., 2010, Toprak et al., 2012), studie antibiotik a rezistence in vivo,
byt’ jsou teprve v zarodcich, ptinesly podobné nalezy (obr. 9). Ve studii Jakobssona et al.
(2010) u pacientd léCenych kombina¢nim antibiotickym rezimem obsahujicim
Klaritromycin pro peptické viedy spojené s H. pylori bylo bezprosttedné po ukonceni 1é¢by
zjisténo 1 000nasobné zvyseni ermB rezistentniho genu. Ackoli subjekty neobdrzely dalsi
antibiotika v prubchu studie, jejich stfevni mikrobiota zlstala i po ctyfech letech na
srovnatelnych drovnich rezistenénich gent (Jakobsson et al., 2010). Zda se, Ze rovnéz
subterapeutické davky vedou k obohaceni gent rezistence. Pouziti antibiotik zvySujicich
rast ASP40 (koktejl chlortetracyklinu, sulfametazinu a penicilinu) v krmivech prasat
zpusobilo vyznamné zvySeni mnozstvi a rozmanitosti genti s vicero rezistencemi po
pouhych tfech dnech expozice. Doslo rovnéz k obohaceni 0 geny poskytujici rezistenci
vaci tiidam 1€ka, které nebyly pfitomny ve zdroji krmiva, jako jsou geny rezistence na
aminoglykosidy, coz svéd¢i o uloze antibiotik jakozto podporovatelti vzniku rezistence na

nesouvisejici skupiny 1€k u komenzalnich mikrobt (Looft et al., 2012).
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Obrézek 9: Utinky antibiotik na mikrobiom jako celek
(ptepracovano dle Modi et al., 2014)
Vyvoj rezistence vici antibiotikim ve sttevnim mikrobiomu byl nejéastéji studovan
pomoci genomickych a metagenomickych pfistupii nebo alternativné sledovanim fenotypt
jednotlivych druhti (Lofmark et al., 2006, Sjolund et al., 2003). Dynamika vyvoje

rezistence na Urovni komunity je zatim nejasnd, stejné¢ jako mechanismy, které udrzuji
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mikrobialni organismus pted stresem antibiotik. ldentifikace zdroje této rezistence je
klicem k pochopeni vzniku rezistence. Rezistence muze vzniknout spontanné kvuli
mutabilité bakterialnich genomu (Bagel et al., 1999), nebo muze vzniknout z pienosu
genetick¢ho materialu z jedné buniky do druhé (obr. 8 a 9). Jako dalsi piiklad vlastni a
ptirozené ulohy lékové rezistence v mikrobialnich ekosystémech (D’Costa et al., 2011,
Dantas et al., 2008) se nedavno ukazalo, ze lidsky mikrobiom slouzi jako impozantni
zasoba geni antibiotické rezistence. Kolonizace stfeva rezistentnimi bakteriemi se miize
objevit béhem t¥ dnti po narozeni (Koenig et al., 2011); navic byly rezistentni fenotypy
zdokumentovany i ve vzdalenych lidskych komunitdch s omezenou expozici antibiotik
(Bartoloni et al., 2004).
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Obrazek 10: Mechanismy pro ziskani geni rezistence
(ptepracovano dle Modi et al., 2014)

Bakterie si navzajem vyménuji genetickou informaci pomoci horizontalnich cest
konjugace, fagové transdukce a pfirozené transformace. Pii konjugaci (1.) jsou buiky
darce a pfijemce fyzicky propojeny vytvoienim piechodového mustku (pilus) a DNA
zkopirovana z jedné buiky proudi do dalsi. Butiky mohou ptenaset plazmidovou DNA,
integracni konjugacni elementy (chromozomalné kédované genové shluky s autonomnim
konjugac¢nim mechanismem) nebo chromozomélni DNA prostifednictvim vysoké frekvence
rekombinace zprostiedkované F plazmidy. Fagy nebo bakterialni viry slouzi jako nosice
prenosu bakterialnich genti (2.) transdukci DNA z jedné hostitelské buniky do druhé.
Béhem lyzy mohou fagy netimysiné zabalit bakteridlni DNA, bud’ ndhodné zaclenénim
kouskli bakteridlniho genomu do fagovych castic (generalizovanou transdukci) nebo

zachycenim bakterialni DNA umisténé v blizkosti mista integrace faga (specializovana
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transdukce). Pfi lysogenni infekci nového hostitele mize byt genomovy material udrzovan
v genomu homologni rekombinaci nebo specifickou lokalni integraci. Pfi procesu
piirozené transformace (3.) mohou nékteré bakterialni druhy pfevzit volnou DNA z
prostiedi pomoci membranovych proteinovych komplext. Zatimco nékteré druhy vykazuji
kompetenci béhem fazi svého Zzivotniho cyklu, jini reaguji na extracelularni podnéty k

zahjeni absorpce DNA (Modi et al., 2014).

Studie, ktera popisuje kultivovatelné mikroby od vice nez 600 jedinct, ukazala, ze
vétsina téchto jedinch tvofila stfevni komunity, ve kterych bylo alesponn 10 % c¢lenti
rezistentnich na jedno antibiotikum a vice nez tfetina piinesla mikroby, které vykazovaly
fenotypy multidrogové rezistence (Levy et al., 1988). Tyto subjekty pochazely
z venkovskych, méstskych a nemocnicnich prostfedi, a pfestoze rezistence vic¢i uréitym
Iéktiim byla zjiSténa s vyssi frekvenci v hospitalizované skuping, rezistence vici vétSing
antibiotik byla pfitomna na podobnych trovnich ve vSech kohortdch. V samostatné studii
byly studovany fekalni bakteridlni populace od dvou jedinci s pouzitim kulturné
nezavislych a kulturné zavislych piistupti (Sommer et al., 2009). Nejméné 20 % izolatd
kultivovanych od kazdého jednotlivce bylo rezistentnich na 10 rtznych 1€kd, které
obsahovaly fadu antibiotickych t¥id. Genomové inzerty zachycené z celkové DNA
v komunité dale odhalily rozsahly repertoar kédovacich sekvenci poskytujicich rezisten¢ni
funkce v lidském mikrobiomu. Vzhledem k tomu, Zze vétSina bakterii spojenych
s hostitelem (host-associated) ,,nespolupracuje” pii soucasnych kultivacnich technikach,
tato metagenomicka perspektiva poskytuje méné predpojaté hodnoceni vyskytu gent

rezistence v celé §ifi sttevni mikrobialni komunity (Modi et al., 2014).

3.3.6 Rezistence

Achillovou patou antibiotik je rozvoj rezistence cilovych patogennich bakterii.
Béhem 2 let od uvedeni na trh se obvykle objevuje rezistence i na nové tiidy sloucenin.
Pokud se podil bakterii, které zptsobuji specifické typy klinické infekce, zvysi na 20 %
nebo vice, antibiotikum se stava pro tuto indikaci $patné G¢inné, a mélo by byt stazeno.
Jedna se o unikatni rys antimikrobialnich 1ékd, ze se ¢asem stavaji neucinnymi, coz je

néco, co neovliviiuje jiné skupiny 1é¢iv, napf. ty na onemocnéni Kardiovaskularniho
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systému, centralniho nervového systému a lé¢iva pusobici protizanétlivé (Modi et al.,
2014).

Antimikrobialni rezistenci lze rozd¢lit do tii skupin (Soares et al., 2012): vnitini,
mutaéni a ziskana rezistence. Vnitini rezistence se vztahuje k inherentni rezistenci na
antibiotikum, kterd je pfirozené se vyskytujici vlastnosti mikroorganismu. Naptiklad
nékteré oralni bakterie, jako je mnoho streptokokll, postradaji nitroreduktazy nezbytné pro
konverzi metronidazolu na jeho aktivni metabolity, a proto nejsou lékem ovlivnény
(Walker, 1996a, Soares et al., 2012). Muta¢ni rezistence vznika v dusledku spontanni
chromozomalni mutace, ktera produkuje geneticky zménénou bakterialni populaci, ktera je
rezistentni vaci 1é¢ivu. Mutace vyplyvajici ze zmény jedné nukleotidové baze mohou vést
k rezistenci, jak bylo dobfe zdokumentovano pro aminoglykosidy a rifampicin (Walker,
1996a, Soares et al.,, 2012). Ziskana rezistence se tykd horizontalniho ziskavani
genetického prvku, ktery koduje odolnost vici antibiotikim, z jiného mikroorganismu.
Tento proces mize nastat transdukci, transformaci nebo konjugaci (Obr. 10) (Walker,
19964, Soares et al., 2012).

Béhem uplynulych 20 let se stoupajici frekvence vyskytu a Sifeni bakteridlnich
patogent odolnych vii¢i antibiotikiim stala celosvétovym problémem zdravotni péce
(Witte, W., 2013). Nékteré bakterie mutuji pomalu, zatimco jiné rychleji nebo ziskavaji
rezistentni elementy jinych druht (Coates et al., 2011). Naptiklad nékteré kmeny Neisseria
meningitidis (du Plessis et al., 2008) stale vykazuji pouze sniZzenou nachylnost k penicilinu,
zatimco u S. aureus (Chambers et Deleo, 2009) se rezistence vuci penicilinu objevila na
pocatku 40. let, kratce po jeho uvedeni na trh, a rezistence na meticilin byla zaznamenana
pouhy 1 rok po jeho zavedeni. V roce 2005 se v USA odhadlo, Ze S. aureus zpusobil
10 800 umrti, z nichz 5500 bylo zpisobeno MRSA (Klein et al., 2007). VétSina
nemocnic¢nich infekci v USA je zplsobena tzv. ESKAPE patogeny (Rice, 2010), pro které
jsou naléhavé potieba nova antibiotika. Jsou to Enterococcus faecium, S. aureus,
Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa a druh Enterobacter.
Gram-negativni bakterie jsou v tomto ohledu obzvlast' znepokojivé a postupné se stavaji
odolnymi vuéi kazdé t¥idé antibiotik. V mnoha zemich se objevuje velké Usili zabyvat se
prevenci téchto infekci (Coates et Hu, 2008) zlepsenim kontroly infekci v nemocnicich,

stazenim zranitelnych skupin antibiotik, omezenim pouzivani antibiotik a zavedenim
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novych vakcin. Nicméné ,superbakterie”, Které jsou odolné proti kliCovym tfidam
antibiotik, se nadale objevuji (Coates et al., 2011).

Dle Ventoli (2015) je 5 hlavnich pficin vznikajici krize rezistence na antibiotika:
Naduzivani antibiotik

Nevhodné predepisovani

Rozsahlé vyuzivani v zeméedélstvi

Dostupnost malého mnozstvi novych antibiotik

o &~ w0 DN e

Regulacni bariéry
Kazda z téchto pficin je podrobné rozebrana v jeho praci The Antibiotic Resistance
Crisis (Ventola, 2015).

3.3.6.1 Zakladni mechanismy rezistence

Néktera antibiotika indukuji rezistenci snadno, napiiklad rifampicin (Lambert,
2005), zatimco jina, napiiklad ta, které se zaméfuji na bunéénou membranu, tak mohou
¢init pomaleji (Zhanel et al., 2008).

Kli¢ové mechanismy genetické rezistence jsou (Coates et al., 2002):

1. inaktivace antibiotika produkci napiiklad p-laktamézy, ktera degraduje
B-laktamovy kruh, ktery je kli¢ovou ¢asti penicilint a cefalosporinti
snizeni membranové permeability antibiotiku
zvyseni vytoku antibiotika z butiky
nadprodukce cilového enzymu

obejiti inhibovaného kroku

o g~ w DN

zmeéna mista plisobeni antibiotika
Neéktera antibiotika, zejména fluorochinolony, indukuji odpovéd’ SOS, ktera
zvysuje chybovost replikace DNA a urychluje vyvoj rezistence (Da Re et al., 2009).

Navic pfed vznikem genetické rezistence mohou bakterie prezit antibiotickou lécbu
tim, Ze vstoupi do pomalého nebo nerozmnoZovaciho stavu (Coates et al., 2002).
Piedpoklada se, ze asi 60 % vSech Klinickych infekci obsahuje bakterie v tomto stavu
(Coates et Hu, 2008). Komenzalni bakterie, naptiklad ty, které pfirozené Zziji na kuzi,
Ustech, nose a stievech, obsahuji velké mnozstvi organismi rezistentnich vici

antibiotikim a mohou byt zdrojem markerti antibiotické rezistence pro patogenni bakterie

(Gillings et al., 2008). Také asi polovina vSech antibiotik, kterd jsou pouzivana kazdy rok
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ve svété, je konzumovana i zvifaty. TO je rovnéz moznym zdrojem rezistence
K antibiotikim u lidi, ackoli to néktefi napadaji (Soulsby, 2008). Pied nékolika lety
(van Cleef et al., 2010) bylo zjisténo, ze MRSA se¢ nachazi v poloviné chovt prasat
Vv Evrop¢ a rozsifil se na chovatele prasat a jejich rodiny, avSak dosud se nerozsitil do
obecné populace.

Tyto udaje naznacuji, Ze rezistence vici antibiotikim by neméla byt brana v tvahu,
zvlasté u gram-negativnich bakterii, pouze jako problém izolovany na malém poctu
,,superbakterii“. SpiSe je soucasti mnohem vét§iho obrazu, tedy celého bakterialniho
kralovstvi, které se zda, Zze spolupracuje a horizontalné pienasi DNA obsahujici
antibiotickou rezistenci mezi ruznymi druhy. Zaroven jsou rezistentni bakterie schopné
pfezit a ptetrvavat po dlouhou dobu, 1 kdyz neni pfitomen zadny antibioticky selektivni

tlak (Andersson, 2006, Coates et al., 2011).

3.3.7 Biofilmy

U lidskych infekei, véetné téch, které souvisi s inhala¢nimi zafizenimi, jako jsou
katétry, stehy a stenty, se stale Castéji projevuje prevalence a vyznam bakterialnich
biofilma (Fux et al., 2005, Hall-Stoodley et Stoodley, 2009, Bjarnsholt, 2013). Biofilmy
mohou byt definovany jako povrchové mikrobialni komunity, které se vyvijeji v kapalném
prostiedi. Mikroby v biofilmech jsou casto zakotveny v hydratované matrici sloZené
z extracelularni polymerni latky obsahujici proteiny, polysacharidy, lipidy a extracelularni
DNA (Flemming et al., 2007, Flemming et Wingender, 2010). Biofilmy jsou typicky
rezistentni vici terapeutickym koncentracim antibiotik, které jsou castecné zaloZeny na
MIC planktonickych bunék (Fux et al., 2005, Hall-Stoodley et Stoodley, 2009, Cos et al.,
2010). Infikovana zafizeni tedy mohou byt terapeutickym problémem a Casto vyzaduji

chirurgické odstranéni (Hess et al., 2014).

3.4 Interakce mezi antibakterialnimi latkami

Nekdy se pouzivaji k 1é¢bé rutinnich bakterilnich infekci (Ball, 2007, Tangdén,
2014) stejné jako tuberkulézy (Zumla et al., 2014) kombinace riznych 1éka. Proto je
rozumné navrhnout kombinovanou terapii s jinymi antibakterialné pisobicimi latkami (He
et al., 2015).
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3.4.1 Hodnoceni riznych typi interakei

Pro méfeni antimikrobialnich interakci se méti minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) pro rast v bujonu dilu¢ni metodou. To se ¢asto provadi testovanimi Sachovnicového
typu, ve kterém jsou slouceniny A a B sériové zfedény v fadach a sloupcich nékolika
jamkovké desticky (multiwell plate) a jamky bez ristu v pruseéiku mezi ucinnymi
koncentracemi A a B jsou pozorovany (Greco et al., 1995). Zatimco Sachovnicové
synergické testovani bylo Siroce pouzivano, nékolik autorti zaznamenalo vyznamné
nedostatky v tomto piistupu (Greco et al., 1995, Bonapace et al., 2002, Hsieh et al., 1993,
Bonapace et al., 2000, White et al., 1996), které vyplyvaly hlavné ze skute¢nosti, Ze pouze
jedna nebo nékolik jamek v celé¢ desce skute€né poskytuje informace o synergii. Tento
nedostatek statistické robustnosti zpusobuje, ze vysledky jsou citlivé na nahodné
experimentalni chyby. Znamena to také, ze zdanlive trividlni rozdily v metodé interpretace
vysledkt Sachovnicového modelu mohou vést k velmi rozdilnym zavértim, a to i pro tytéz
nezpracovaneé Udaje (Bonapace et al., 2002, Hsieh et al., 1993).

Statisticky robustni jsou tzv. FIC (fractional inhibitory concetration) méfeni (He et

al., 2015).

3.4.1.1 Frak¢ni inhibiéni koncentrace (FIC)

FIC ve smési latek je definovana jako:

MICA (kombinace) MICB (kombinace)
MICA (samostatns) MICB (samostatns)

FIC ag=

kde MIC jsou méfeny pro Cisté slouceniny a ve smésich obou. Neocekava se, ze
FIC bude nezbytné konstantni pro vSechny poméry slouc¢enin A a B, nicméné pokud je
pomér koncentrace podobny poméru MIC, hodnoty FIC jsou pomémné necitlivé vici
malym zménam v poméru mezi A a B.

He et al. (2015) ve své praci pouziva jednoduchou matematickou definici FIC < 1
pro synergii, 1 < FIC < 2 pro aditivitu az k nezavislosti a FIC > 2 pro antagonismus.

Zminuje vSak, ze mnoho autorii postupuje podle konzervativnéjSich zasad a pouziva
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nasledujici hodnoty: synergie: FIC < 0,5; additivita: 0,5 < FIC < 2; indiference: 2 <FIC< 4,
antagonismus FIC > 4.
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4 Vlastni prace

4.1 Material a metody

4.1.1 Testovaneé latky

Palmojédrovy olej (Elaeis guineensis), olej z palmy kokosové (Cocos nucifera) a
oxacilin spole¢nosti Sigma-Aldrich (CR). Tucuma (Astrocaryum vulgare) spole¢né
s muru-muru olejem (Astrocaryum murumuru) byly zakoupeny u firmy Sweet Natural
Botanicals (USA). Palmové oleje byly pfevedeny na olejovou emulzi rozpusténim
v dimethylsulfoxidu za piidani kapky detergentu Tween 80 (Sigma-Aldrich, CR). Kone¢na
koncentrace DMSO a Tween 80 nepifesahla ve vzorcich 1%. Nasledné bylo odpovidajici
mnozstvi emulze pro vytvofeni zasobniho roztoku oleje o koncetraci 4096 ug/ml
rozpusténo v Mueller-Hintonové bujonu (MHB) (Oxoid, UK) s ptidavkem porcinni
pankreatické lipazy (Sigma-Aldrich, CR), ktera zajistila uvolnéni MK z triacylglycerold.
Mnozstvi lipazy bylo stanoveno na zakladé¢ molekulové hmotnosti pievazujicich MCFA
Vv olejich a dle enzymatické aktivity pouzité lipazy. Emulze byla hodinu tiepana ve vodni
lazni pii 37 stupnich Celsia. Oxacilin byl pfidan do odpovidajiciho mnozstvi destilované
vody. Pro vytvofeni zésobnich roztokl antibiotika o kone¢né koncentraci 16 pg/ml
(MSSA) a 256 pg/ml (MRSA) bylo rozpusténo pftislusné mnozstvi vodného roztoku
antibiotika v MHB.

4.1.2 Bakterialni kmeny a kultiva¢ni podminky

Pouzitymi bakteridlnimi kmeny byly standardni kmeny S. aureus ATCC 29213 a
ATCC 43300, které predstavuji kmeny na methicilin citlivé a rezistentni, a jeden klinicky
izolat (SA1) poskytnuty Fakultni nemocnici v Motole (Praha, CR). Pro kultivaci bakterii
byl pouzit MHB v mnozstvi 10,5 g/l s pfidavkem (na 1 litr): 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 6,1 g
TrisBase. Nasledn¢ byl upraven na hodnotu pH 7,6 za pomoci 35% HCI a povaien za
stalého michani (tab. 1).

Tabulka 1: SloZeni kultiva¢niho média

Slozka Mnozstvi (g/1)
MHB 10,5
NaCl 8
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KCI 0,2
TrisBase 6,1
pH 7,6

Tabulka 2: SloZeni Mueller-Hintonova bujénu

Slozka Mnozstvi (g/1)
masova inflze 2
hydrolyzat kaseinu 17,5
Skrob 1,5

4.1.3 Stanoveni profilu zastoupeni MK v testovanych olejich

Zastoupeni jednotlivych MCFA a jejich koncentrace byla stanovena plynovou
chromatografii (GC-FID) v laboratofi Vyzkumného ustavu zivo¢isné vyroby (Praha -
Uhfinéves, CR). Extrahované MK byly pievedeny na methylestery alkalickou
transmethylaci dle standardu 1SO 5509 (2001). Vzniklé methylestery se nasledné
analyzovaly za pouziti plynového chromatografu HP 6890 (Aglient Technologies, Inc.,
Santa Clara, USA). Pouzita byla 60 m DB-23 kapilarni kolona (JaW Scientific, Folsom,
USA). Jednotlivé MK byly identifikovany porovnanim reten¢nich ¢asii analyzovanych MK
se 37 standardy FAME Mix (Sigma-Aldrich, CR).

4.1.4 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci testovanych latek a hodnoceni

kombinaéniho ucinku testovanych latek Sachovnicovou metodou

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) rostlinnych oleji s obsahem mastnych
kyselin o stfedni délce fetézce a antibiotik byly ureny pomoci in vitro mikrodiluéni
metody s Zivnym médiem v mikrotitra¢ni desticce 0 96ti jamkach. Pro vytvofeni
testovanych kombinaci bylo 8 dvojnasobnych sériovych fedéni oxacilinu pipetovanych
z horizontalnich tad mikrotitra¢ni destiCky nasledné kiizové fedéno vertikalné
pipetovanymi osmi dvojnasobnymi sériovymi fedénimi nastépeného testovaného oleje za
pomoci automatické pipetovaci platformy Freedom EVO 100 vybavené ctyfkanalovym
manipulacnim ramenem (Tecan, Mannedorf, CH) v laboratofich Fakulty tropického

zemédélstvi (FTZ-CZU, CR). Takto vytvorené desti¢ky poskytuji 64 riiznych kombinaci
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koncentraci k testovani (Obr. 11). Desticky byly inokulovany bakterialni suspenzi
(koneéna hustota 5x10° CFU/mI) a inkubovany pii 37 °C po dobu 24 h. Narust bakterii byl
nasledné méfen spektrofotometricky za pouziti Multimode Reader Cytation 3 (BioTek
Instruments, Winooski, VT) pii 405 nm.

Jako MIC byly uréeny nejnizsi zjisténé koncentrace oleju a oxacilinu, které
inhibovaly bakterialni rist ve vice nebo stejné jak 80% pti srovnani s bakterialni kontrolou
rastu. MIC prezentované v této praci jsou primérem hodnot ziskanych ze tfi nezavislych
experiment, provedenych vzdy v triplikdtu. Pro kontrolu bakterialniho rastu bylo
provedeno barveni thiazolylovou modii (Sigma-Aldrich, CR; Obr. 12). Uginky kombinaci
antibiotika a oleje byly nésledné ureny podle hodnoty indexti frak¢éni inhibi¢ni

koncentrace (FIC), které byly vypocitany dle vzorce:

MICA (kombinace) MICB (kombinace)
MICA (samostatns) MICB (samostatns)

FIC ag=

Dle hodnot FIC; Ize definovat &tyfi rizné zpusoby interakce (He et al., 2015):
synergie: FIC < 0,5; additivita: 0,5 < FIC < 2; indiference: 2 < FIC < 4; antagonismus FIC

B Sesseeee 1%

=@C )0

< @C I @O
o @C ) I @O
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Obréazek 11: Design mikrotitra¢ni desti¢ky pro experiment

-: kontrola bakteridlniho ristu, zluté: kontrola Cistoty, zelen€! sestupna fedici
fada oleje, modfe: sestupna fedici fada antibiotika. Nezabarvené jamky jsou

kombinace antibiotika a oleje.
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Obrazek 12: Mikrotitra¢ni desti¢ka po experimentu
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5 Vysledky

5.1 Plynova chromatografie pouzitych oleji

Porovnanim reten¢nich Castu jednotlivych analyzovanych MK se standardy bylo

zjisténo slozeni vSech zkoumanych rostlinnych oleju. Koncetrace jsou uvedeny v mg/g.

Jedna se o primér dvou analyz, pticemz kazda byla provedena v triplikdtu. V nejvyssim

mnozstvi byla zjisténa ve vSech olejich kyselina laurova.

Tabulka 3: Koncentrace MCFA v pouZitych olejich v mg/g

Piivod oleje Mastna kyselina
kapronova kaprylova kaprinova laurova myristova
kokos 0,55 6,73 5,29 41,31 16,5
palma jadro 0,25 3,48 3,27 45,24 15,85
murumuru 0,10 1,29 1,30 46,34 28,72
tucuma 0,21 2,47 2,15 53,37 24,82

Graf 1: Skladba a koncentrace vybranych rostlinnych oleji s obsahem MCFAs v

mg/g

Skladba a koncentrace vybranych rostlinnych
oleju s obsahem MCFAs v mg/g
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kapronova kaprylova kaprinova laurova myristova

kokos ®palmajadro ®murumuru = tucuma

54



5.2 Kombinaéni efekt vybranych oleji s oxacilinem

Vybrané oleje vykazuji s oxacilinem antagonistické G¢inky u vSech testovanych
kmena S. aureus v koncetraci 2048 mg/l. Olej z A. murumuru zaroven i v koncetraci
1024 mg/1 u kmenu 43300 a hodnoty blizici se antagonismu byly zjistény i u kmenu SAI.
Olej z A. vulgare vykazoval antagonistické ucinky i v koncetraci 1024 mg/l u kmeni
43300 a SAL.

MIC oxacilinu se zvySovaly se sniZzujici se koncentraci vybranych olejl.
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Tabulka 4: Kombinacni efekt vybranych oleja s oxacilinem proti S. aureus zjistény pomoci $achovnicového modelu — primér tii
analyz, kazda provedena v triplikatu

MIC latek oxacilin s A. murumuru olejem v koncentraci (mg/L):
samotnych (mg/L): 2048 1024 512 256 128 64 32 16
S. aureus MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
kmen OXA OLEJ OXA Fic OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC
29213 1,08 369,78 0,06 5,60 0,06 2,83 0,06 1,44 0,28 0,96 0,69 0,98 1,29 1,37 1,61 1,57 1,5 1,43
43300 64 184,89 1 11,09 1,11 5,56 1 2,78 1,67 1,41 2,11 0,73 13,33 0,55 24,89 0,56 46,22 0,81
SA1 2 298,67 0,06 6,89 0,06 3,46 0,16 1,79 0,26 0,99 0,56 0,71 1 0,71 1,39 0,8 2 1,05
MIC latek oxacilin s A. vulgare olejem v koncentraci (mg/L):
samotnych (mg/L): 2048 1024 512 256 128 64 32 16
S. aureus MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
kmen OXA OLEJ OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC OXA FIC
29213 1,67 242 0,06 851 0,06 4,27 0,06 2,16 0,23 1,2 0,44 0,8 1,11 0,93 2,22 1,47 2,89 1,8
43300 56,89 356 1 5,78 1 2,9 6 1,55 7 0,84 21,67 0,74 30,22 0,71 43,56 0,86 53,33 0,98
SA1 2 240 0,06 8,56 0,06 4,3 0,07 2,17 0,21 1,17 0,41 0,74 0,63 0,58 1,06 0,66 1,88 1
MIC latek oxacilin s C. nucifera olejem v koncentraci (mg/L):
samotnych (mg/L): 2048 1024 512 256 128 64 32 16
S. aureus MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
kmen OXA OLEJ OXA FIc OXA FIc OXA Fic OXA FIC OXA FIc OXA FIc OXA FIc OXA FIc
29213 0,72 512 0,06 4,09 0,71 2,98 0,32 1,44 0,38 1,02 0,71 1,23 0,94 1,43 2,39 3,37 2 2,80
43300 49,78 327 1 6,28 1 3,15 1 1,59 6,89 0,92 14,22 0,68 21,33 0,62 28,44 0,67 32 0,69
SA1 2 241 0,06 6,03 0,06 3,03 0,08 1,54 0,28 0,89 0,58 0,67 1 0,69 1,33 0,76 2 1,05
MIC latek oxacilin s E. guineensis olejem v koncentraci (mg/L):
samotnych (mg/L): 2048 1024 512 256 128 64 32 16
S.aureus MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
kmen OXA OLEJ OXA FIC OXA Fic OXA FIc OXA FIc OXA Fic OXA FIc OXA Fic OXA Fic
29213 0,75 427 0,06 4,88 0,06 2,48 0,09 1,32 0,31 1,02 0,53 1 0,69 1,08 0,78 1,11 0,56 0,78
43300 56,89 512 1 4,02 1 2,02 7 1,12 15,78 0,78 19,56 0,59 32 0,69 37,33 0,72 42,67 0,78
SAl 2 427 0,06 4,83 0,07 2,43 0,21 1,30 0,40 0,80 0,89 0,74 1,53 0,93 2 1,08 2 1,04
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6 Diskuse

Rezistence na antibiotika je fenomén stejné stary jako sam objev antibiotik. Rozvoj a
roz$ifeni rezistence na v soucasnosti dostupna antibiotika je celosvétovym problémem (Modi
et al., 2014, Spellberg et Gilbert, 2014, Witte, W., 2013, Coates et al., 2011). S narastem
bakterialni rezistence vici antibiotikim ziskaly antimikrobialni latky rostlinného ptivodu ve
védeckém vyzkumu pozornost. Pouziti pfirodnich antimikrobidlnich latek je dalezité nejen pfi
konzervaci potravin, ale také pii kontrole lidskych onemocnéni (Moussaoui et Alaoui, 2016).

Mastné kyseliny a zejména ty se stiednim fetézcem skryvaji spole¢né s oleji, ve
kterych se piirozené vyskytuji, velky potencial antimikrobialni 1é¢by. Mastné kyseliny a jejich
monoglyceridy, které¢ se bézn¢ vyskytuji v pfirodnich produktech, jsou povazovany za
netoxické. Prispivaji k antimikrobidlnim vlastnostem matetského mléka (Thormar et al.,
1987) a kiize (Miller et al., 1988). Utad pro potraviny a 1é¢iva ozna¢il monoestery mastnych
kyselin jako obecné uzndvané a bezpeéné. Antistafylokokova aktivita a minimalni toxicita
mastnych kyselin ¢ini tyto formulace potencidlnimi alternativami K 1é¢bé stafylokokovych
infekci (Rouse et al., 2005, Desbois et Smith, 2010).

V souCasné¢ dobé& existuje pouze malé mnozstvi studii antibakteridlni aktivity
zminovanych rostlinnych oleji. Neé&kolik studii jiz potvrdilo antibakterialni (i
antistafylokokové) u¢inky MCFA — zejména kyseliny kaprinové (C10:0), laurové (C12:0) a
GML (Holland et al., 1994, Rouse et al., 2005, Bergsson et al., 2001, Schlievert et Peterson
2012, Schlievert et al., 1992), ale komplexni studie, kterd by se zabyvala antibakterialnimi
ucinky téchto oleji v kombinaci s antibiotiky, nebyla dosud zpracovana. VVzhledem k tomu, Ze
se potraviny obsahujici MCFA bézné konzumuji (napt. kokosovy a palmovy olej, mléko a
mlécné produkty), je zadouci poznat mozné interakce s antibiotiky, a na zaklad¢ téchto
zjisténi doporucit ¢i vyloucit sou¢asné podavani.

Z vysledki zminénych v pfedchozi kapitole vyplyva, Ze oxacilin plsobi se vSemi
nastépenymi oleji antagonisticky v koncentraci 2048 mg/l a to u vSech testovanych kment
(citlivych i rezistentnich na oxacilin). U rezistentnich kment by vysledky mohly poukazovat
na zkiizenou rezistenci, nicméné podobné vysledky vychazely i u kment citlivych na
oxacilin. Tyto dvé latky tedy pravdépodobné ptisobi proti sob¢ a snizuji G¢inek latky samotné.

Zajimavé ale je, ze MIC antibiotika se zvySovala se snizujici se koncentraci oleje. To
poukazuje na fakt, ze MCFA a jejich monoestery (zejména GML, protoze v olejich pfevlada

kyselina laurova) z nastépenych oleju podporuji antibakterialni pasobeni.
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Na zakladé pozorovani v tomto experimentu vyvstava otazka, zda by nebylo vhodné
doporucovat pii antibiotické 1é¢b¢ stafylokokovych infekci/onemocnéni eliminaci zdroju
MCT tuku, protoze i v malych koncentracich pusobily s antibiotiky antagonisticky a mohly by
tedy teoreticky snizovat ucinnost antibiotické 1éCby a podporovat tak dokonce vznik
rezistence. Vysledky totiz ukazuji, Ze pro stejny ucinek (inhibici) je potfeba antibiotika vétsi
pokud je v kombinaci s nastépenym olejem nez v piipade, ze se jedna o antibiotikum samotné.
Pro takovéto tvrzeni je samoziejmé tieba dalS$iho vyzkumu, nicméné potraviny obsahujici
MCT tuky jsou bézné konzumovany, a to v nemalém mnozstvi.

Mezi nejbéznéjsi zdroje MCT tukd v nasi stravé patii kokosovy olej, palmojadrovy
olej a mlééné vyrobky. U téch je ale obsah MCT (z celkového podilu tuku) maly. Dle
Ministerstva zemédélstvi USA obsahuje jeden salek plnotu¢ného mléka 0,55 g MCT, zatimco
odstfedéné mléko obsahuje sotva stopové mnozstvi. Jedna polévkova 1zice mésla ma 1 g
MCT a jeden plétek syru ¢edar (1 unce) poskytuje 0,4 g. Kokosovy olej a olej z palmovych
jader jsou nejvétsim zdrojem MCT. Oba maji asi 11 g SFA v 1 polévkové lzici oleje, z ehoz
Vv ptipadé oleje z palmovych jader tvoii MCT 7,4 g a z kokosového oleje je to pak 7,9 g.
Vyroba i spotieba kokosového oleje se celosvétoveé zvySuje. V roce 2010 ho bylo vyrobeno
3,5 milionu tun. V roce 2010 byla ve Spojenych statech hlasena spotieba 0,4 milionu tun,
s pramérnou spotiebou 1,28 kg na obyvatele za rok. VV Evropské unii to bylo 0,6 milionu tun,
s podobnou prumérnou spotiebou 1,3 kg na jednoho obyvatele za rok (Eyres et al., 2016). To
odpovida necelym 3,6 g na den. V soucasné dobé je spotieba kokosového oleje dokonce o
néco malo vyssi a to hned z n¢kolika divodia. Prvnim je jeho rostouci obliba u zastanct
zdravého stravovani (panenska verze, lisovana za studena), druhym vyuziti ve sportu, jelikoz
MCT se snadno travi a daji se rychle vyuzit (podobn¢ jako gluko6za) k oxidaci na energii. Na
zavér nesmime zapomenout na jeho vyuziti v asijské kuchyni a jako pojidla do dnes tak
popularnich ,,raw* dezerti.

Ve studii Hess et al. (2014) zjistili, ze pii ~ 0,3 mM pusobily jak GML, tak jeho slozka
kyselina laurova baktericidné u rezistentnich biofilma Staphylococcus aureus. Pii pouziti
MIC antibiotik ziskanych z planktonickych bunék pusobil GML a kyselina laurova
synergicky s gentamicinem a streptomycinem (inhibitory proteinové syntézy), avsak nikoliv
ampicilinem nebo vankomycinem (ptsobicich na bunéénou sténu), v odstranéni
detekovatelnych Zzivotaschopnych biofilmovych bakterii. Obrazky biofilmt oSetfenych
pomoci GML naznacuji, ze GML muiZze usnadnit interakci antibiotik s bakteriemi
zakotvenymi v matrici. Jejich studie je viibec prvni, ktera zkoumala moznou synergii mezi

GML a aminoglykosidy v biofilmovém modelu. Byl zde zaznamenan aditivni baktericidni
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uc¢inek, kdyz se GML nebo kyselina laurova kombinovala s GEN, tj. 1 pg/ml GEN eliminoval
vSechny detekovatelné¢ biofilmové bakterie v kombinaci s 0,3 az 0,5 mM GML nebo
kyselinou laurovou. Tento vysledek je pozoruhodny vzhledem k tomu, ze 0,35 mM GML je
ekvivalentni 100 pg/ml a v dalSich studiich zahrnujicich planktonické bunky byla MIC GML
uvadéna > 10 pg/ml (Schlievert et al., 1992, Schlievert et Peterson, 2012, Holland et al.,
1994). Tato studie tedy dosla ziejmé K rozdilnym vysledkiim, jelikoz GML nebo kyselina
laurova byla pravdépodobné hlavni u¢innou slozkou i nasich nastépenych oleju (vzhledem k
mnozstvi 40 - 55 mg/g). Nicméné zaroven zminuje fakt, Ze mechanismus, jakym antibiotika

pusobi baktericidng, bude hrat ve vysledné interakci s GML/kyselinou laurovou velkou roli.
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[ Zavér

Jeden z cili této diplomové prace, stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace oleji
s obsahem mastnych kyselin pro vybrané kmeny Staphylococcus aureus a antibiotikum
oxacilin, byl splnén.

Teoreticky Gvod do tématu, ktery shrnuje soucasné poznatky spojené S
antibakterialnimi ¢inky mastnych kyselin o stiedni délce fetézce, jejich vliv na lidské zdravi,
ale také problematiku antibiotik, rezistence a rod Staphylococcus, byl poskytnut v teoretické
Casti prace.

Prakticka cCast potvrzuje antibakteridlni ptsobeni naStépenych rostlinnych oleji
obsahujicich MCFAs a tedy i MCFAs samotnych. Vysledky této prace ziskané za pomoci
standardizované mikrodilu¢ni metody v 96-jamkové mikrotitraéni desticce a vyhodnocené
pomoci hodnoty frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC), ukazuji, Ze vSechny vybrané oleje
vykazuji s oxacilinem antagonistické ucinky u vSech vybranych kment S. aureus v koncetraci
2048 mg/l. Na zaklad¢ pozorovani v tomto experimentu tedy vyvstava otazka, zda by nebylo
vhodné doporucovat pii antibiotické 1€cbé stafylokokovych infekci/onemocnéni eliminaci
zdroji MCT tuku, protoze i v malych koncentracich pasobily s antibiotiky antagonisticky a
mohly by tedy teoreticky snizovat G¢innost antibiotické 1é¢by a podporovat tak dokonce vznik

rezistence.
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