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ABSTRAKT
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Vedouci prace: doc. RNDr. Kmonickova Eva CSc.
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Pocet ptiloh: 8

Pocet titull pouzité literatury: 55
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Souhrn:

Lécba infekénich onemocnéni znamymi antibiotiky se stava ¢im dal vice problematickou a
globalni kvuli rostouci antibakterialni rezistenci a nedostatku G¢innych antibiotik. Cilem
prace bylo prokazat antibakterialni pisobeni in vitro vybranych rostlinnych extrakt proti
nékterym patogennim zastupciim Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii. Déle byl
zkouman vztah mezi u¢inkem tinktur a obsahem polyfenoli a flavonoidi v pisobeni na bak-

terie a pro srovnani s ucinky bézné uZivanych antibiotik.

Citlivost bakterii se testovala difuzni metodou na agaru a mikrodiluéni metodou v mikrotit-
racni desti¢ce s pouzitim bujonu. V rostlinnych tinkturach byly stanoveny celkové koncen-

trace polyfenoll a flavonoidd.

Nejveétsi inhibicni Uc¢inek byl zaznamenan u extraktii z kvétd hiebickovce vonného, listl
medvédice 1ékafské a naté tymidnu obecného. Naopak Zadny nebo jen minimalni efekt byl
pozorovan u tinktur ze semen grapefruitu, plodu lichofeti$nice vétsi, oddenku zazvorovniku
Iekatského a cibule cesneku setého. Vysledky antibakterialni ucinnosti koreluji s obsahem

polyfenolti a flavonoidl v danych tinkturach.



ABSTRACT
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terial growth
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Summary:

The treatment of infectious diseases with known antibiotic has become more problematic
and global because of increasing antibacterial resistance and lack of proper antibiotics. The
aim of the work was to demonstrate the in vitro antibacterial effects of selected plant extracts
against some pathogenic specimens of Gram-positive and Gram-negative bacteria. Further-
more, possible relationships between the effects of the plant tinctures and the their content
of polyphenols and flavonoids were searched, with regard to correlations between their ef-

fects and the effects of common antibiotics.

The sensitivity of the bacteria was tested using a diffuse method on agar and a microdilution
method in a microtiter plate with broth. Total concentrations of polyphenols and flavonoids

in herbal tinctures were analyzed.

The highest effect was observed in extracts of clove flower buds, bearberry leaves and herb
of thyme. On the contrary, zero or minimal effect was observed in using tinctures of grape-
fruit seeds, garden nasturtium seeds, ginger rhizome and the bulb of garlic. The results show
a correlation between antibacterial effects and concentrations of polyphenols and flavonoids
in appropriate tinctures.



PREDMLUVA

V dnesni dobé predstavuje vyznamny problémem zvysujici se vyskyt rezistentnich a
multirezistentnich kmenti patogennich bakterii. Sekundarni metabolity nékterych rostlin mo-
hou mit antimikrobialni uc¢inek. Prokazani ti¢innosti by mohlo v budoucnu vést k vyvoji
novych Iékd. Cilem préace je poukédzat na tuto moznost a zaroven informovat vetrejnost o

antibiotickém pulsobeni rostlinnych extraktti in vitro.

Podékovani
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SEZNAM ZKRATEK

AML....ooii, Antimikrobidlni latky

AMPC.....coii Jeden z typu beta-laktamaz tvofeny Gram-negativnimi bakte-
riemi

ATB o, Antibiotika

ATP Adenosintrifosfat

CAMP faktor.................... Christie Atkinson Munch-Petersen faktor, enzym S. aga-
lactiae

CRP..coviiiiii C reaktivni protein

DNA ..o Kyselina deoxyribonukleova

E.colioiiiiiiii Escherichia coli

E. faecalis..........ccovvenennne. Enterococcus faecalis

E. faecium ..o Enterococcus faecium

EHEC ... Enterohemoragické E. coli

EIEC....i Enteroinvazivni E. coli

ENDO ..o Endiv agar

EPEC.....ooiiiic Enteropatogenni E. coli

ESBL....ooovvieeeevee e Beta-laktamazy Sirokého spektra (z angl. extended spectrum
beta-lactamase)

ESP o Enterococcal surface protein, povrchovy protein enterokokt

ETEC .o Enterotoxigenni E. coli

FDE i Fibrinogen vazajici protein

fmet-tRNA ... Formylmethionyl-transferova RNA



GISA .. S. aureus intermediarn¢ rezistentni k vankomycinu (z angl.

glycopeptide-intermediate resistant S. aureus)

GRSA....oo Vankomycin-rezistentni S. aureus

IL-2 e, Interleukin-2

K. pneumoniae.................. Klebsiella pneumoniae

KA o, Krevni agar

KOP o Kilobaze (z angl. kilobase pair)
KPC..oee Karbapenemazy

LAP oo Leucinaminopeptidaza
MBC....oooiie Minimalni baktericidni koncentraci
MBL....coviiiieierineieieees Metalo beta-laktamazy

MexAB-OprM ................. Jedna z efluxnich pump u Gram-negativnich bakterii
MH ..o, Mueller-Hinton agar

MIC ..o Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MLS rezistence ................ Makrolid-linkosamid-streptogramin rezistence
MRNA ... Messenger RNA, medidtorova RNA

MIS(A) oo Jedna z efluxnich pump u MRSA

MRSA ..o, Methicilin-rezistentni S. aureus

P. aeruginosa................... Pseudomonas aeruginosa

P. mirabilis.............c......... Proteus mirabilis

P.vulgaris........ccccoovennenne. Proteus vulgaris

PABA. ..o, Kyselina para-aminobenzoova

PBP ..o Penicilin vazajici proteiny (z angl. penicillin-binding pro-

teins)



PBP2a....ccccccooeeiiieeiiieens Penicilin vazajici protein (z angl. penicillin-binding pro-

tein 2a)
PIA Polysacharidovy intracelularni antigen
PSIA ..o Polysacharid-adhesin
PYR oo Pyrrolidonylarylamidaza
RNA .o Ribonukleova kyselina
FRNA.....cco e, Ribozomalni RNA
S. agalactiae.........c........... Streptococcus agalactiae
S. AUIEUS.....eevvreierieeiieaiens Staphylococcus aureus subsp. aureus
S. epidermidis................... Staphylococcus epidermidis
S. pneumoniae.................. Streptococcus pneumonie
S. PYOQENES.....cerverrarrrirnas Streptococcus pyogenes
TEM-1..coiiiii, Nejbeézngjsi beta laktaméza zprostfedkovana geny na

plazmidu, vyskytuje se u nékterych Gram-negativnich bakte-

rii
Tet(K).oooooeeiiiiceiiiee Jedna z efluxnich pump u E. coli
THFA Kyselina tetrahydrofolova (forma kyseliny listové)
tRNA ..., Transferova RNA
TSST-1.iiiiii Toxin syndromu toxického Soku 1
VISA .o S. aureus intermediarné rezistentni k vankomycinu (z angl.

glycopeptide-intermediate resistant S. aureus)
VRE ..o, Vankomycin-rezistentni enterokoky

VRSA. ..o, Vankomycin-rezistentni S. aureus



UvoD

Medicinsky potencial latek ptirodniho ptivodu je nezpochybnitelny. Jako typické pti-
klady lze uvést 1é¢iva Siroce uzivana v 1ékarské praxi jako kardioaktivni glykosid digoxin
z naprstniku vlnatého (Digitalis lanata) pti 1é¢bé srde¢niho selhani nebo seskviterpenovy
lakton artemisinin obsazeny v silici pelyiiku ro¢niho (Artemisia annua) pro lé¢bu malarie.
(JAHODAR, 2011). Mezi 1é¢iva piirodniho piivodu patii i antibiotika produkovana plisnémi
nebo bakteriemi. (BUHNER, 2014). Od objevu penicilinu Alexanderem Flemingem je to uz
vice nez 90 let. Od té doby se objevilo mnoho dalSich antibakterialnich latek, ale bakterie
s vyvojem rezistence k témto latkam neztistavaji pozadu. (RITTEROVA, 2018). Pravé z di-
vodu rezistence je stale vétSim problémem lécba infekénich chorob vyvolanych bakteriemi.
| v nasich experimentech byly nalezeny rezistentni kmeny bakterii, u druhu S. aureus bylo
umyslné vybrano pro experimenty pét kmend citlivych k methicilinu a pét kmend rezistent-

nich (MRSA).

Biologicky aktivni latky v rostlindich mohou pisobit proti bakteriim, viriim, kvasin-
kam a plisnim. Krom¢ zminéného antimikrobidlniho G¢inku mohou stimulovat imunitni sys-
tém. (BARNES, a dalsi, 2002) (DITTRICH, a dalsi, 1996) (RITTEROVA, 2018). V posled-
nim desetileti se vyzkum zamétuje na hledani pfirodnich latek s antibakteridlni aktivitou.
(BUHNER, 2014). Problémem S§irS§iho vyuziti latek ptirodniho ptivodu pro ucely farmako-
terapie ziistava jejich Casto nesnadna izolace a stanoveni obsahu v daném rostlinném mate-
ridlu. Koncentrace jednotlivych chemickych latek v dané ¢asti rostliny zavisi na mnoha fak-

torech, jako je misto a zplsob péstovani, klimatické podminky a obdobi sbéru.
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TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE

Je znamych hodné druhti bakterii, jsou vSudyptitomné, ale jen nékteré z nich jsou
patogenni. Taxonomicky se fadi se mezi prokaryota, nemaji pravé jadro. Jejich geneticka
informace neni ohrani¢ena membranou. Tvoii ji dvouvldknova molekula DNA uspofadana
do kruhového chromozomu, tzv. nukleoid. (BEDNAR, a kol., 1996; GOERING, a kol
2016; PHARMA-REPORTS, 2012). Narozdil od eukaryotnich chromozomii neobsahuje in-
trony, pouze geny — kodujici iseky DNA. Mimo nukleoid nalézame genetickou informaci
bakterii v podobé¢ plazmidii, malych kruhovych molekul DNA. Pro urceni bakterie a nasled-
nou lécbu pacienta jsou zdsadni vlastnosti bunécné stény bakteridlni bunky. Podle jeji
tloustky (a tim i barvitelnosti) rozliSujeme bakterie na Gram-pozitivni a Gram-negativni.

(BEDNAR, a kol., 1996; GOERING, a kol., 2016).

Hlavni slozkou bunécné stény bakterii je peptidoglykan. Tento polymer, zvany taktéz
murein, se nachdzi ve vrstvach ve vngjsi ¢asti bunécné stény. Obsahuje kromé cukernych
latek N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové i kratké peptidové fetézce, které
propojuji jednotlivé vrstvy. (GOERING, a kol., 2016; JULAK, 2006; VOTAVA, a kol.,
2010). U Gram-pozitivnich bakterii je bunétna sténa mohutna kolem 20 nm. Z této skupiny
jsou nejvyznamnéjSimi patogeny rody Staphylococcus, Streptococcus a Enterococcus. (VO-
TAVA, akol., 2010).

Gram-negativni bakterie maji narozdil od Gram-pozitivnich bunécnou sténu silnou
pouze kolem 15 nm. Obsahuje jen tenkou vrstvu peptidoglykanu, ktery je pomoci lipopro-
teinll spojen s vn&j$i membranou. Fosfolipidovd membrana na povrchu bakterie chrani
vlastni bunku pfed pro ni nebezpecnymi latkami, naptiklad pred u€inkem nekterych antibi-
otik. Po obou stranach peptidoglykanu, mezi vnéj$i a vnitini membranou, se nachézi peri-
plazmaticky prostor. V ném se vyskytuji riizné enzymy a latky inhibujici nebo rozkladajici

antibiotika, jako jsou beta-laktamazy. (VOTAVA, a kol., 2010).

1.1 Stafylokoky

Rod Staphylococcus zahrnuje nepohyblivé, nesporulujici, Gram-pozitivni kulovité
bakterie, které vytvareji predevsim hroznovita uskupeni. Jednotlivé koky nabyvaji velikosti
kolem 1 um. AZ na vyjimky (Staphylococcus aureus subsp. anaerobius a Staphylococcus
saccharolyticus) se jedna o fakultativng anaerobni koky produkujici katalazu. (BEDNAR, a
kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003).
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Stafylokoky snasi 10% koncentraci NaCl, jsou pfirozené rezistentni k bacitracinu a
lysozymu. Ptezivaji vyschnuti i zahtati na 60 °C, maji relativné vysokou odolnost vici fe-
nolu, alkohol na n¢ plisobi spiSe bakteriostaticky nez baktericidné. Jsou citlivé k lysostafinu
a furazolidinu, oproti Gram-negativnim bakteriim jsou citlivéj$i k nenasycenym mastnym
kyselinam zasaditym barviviim. Podle ptitomnosti koagulazy je mozné rozd¢lit je na plasma-

koagulaza-pozitivni a plasmakoagulaza-negativni. (VOTAVA, a kol., 2003).

1.1.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus subsp. aureus (dale jen S. aureus) je vyjma ojedinélych pfi-

padi jedinym pro ¢lovéka patogennim plasmakoagulaza-pozitivnim stafylokokem. Na svém
povrchu ma na peptidoglykan kovalentné navazany druhove specificky protein A. Tato bil-
kovina se dokéaze nespecificky navézat na tézké fetézce imunoglobulint (jejich konstantni
¢ast, Fc-fragment) a tim bakterii ¢astecné chrani proti plisobeni komplementu, opsonizaci a

fagocytoze. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003).

Dalsim druhové specifickym antigenem je polysacharid A, jehoz hlavni sloZkou je
kyselina teichoova. Je tvofeny polyribitolfosfatem s navazanymi zbytky N-acetylglukosa-
minu a D-alaninu. RozliSujeme dva sérotypy, polysacharid Aa a A, které se vzajemné 1isi
prostorovou orientaci N-acetylglukosaminu. (BEDNAR, a kol., 1996). Polysacharid A je
kovalentn¢ spojen s peptidoglykanem a umoziiuje navazani bakterie na fibronektin pfitomny
v ranach. Nekteré kmeny S. aureus dokazi vytvaret polysacharidové pouzdro, které je chrani
pred fagocytozou, protilatkami i plisobenim komplementu. Diky tomu jsou opouzdiené

kmeny vysoce virulentni. (VOTAVA, a kol., 2003).

Tzv. ,,zlaty stafylokok* mé schopnost tvofit fadu enzymd a toxini. Jednim z enzymi
je plasmakoaguléza (volna koagulaza), ktera s plasmatickym faktorem protrombinem tvofi
stafylothrombin. Tento aktivni komplex katalyzuje pfeménu fibrinogenu na nerozpustny fib-
rin. Tvorba fibrinu ma za nasledek asty vznik ohrani¢enych zanétl. (BEDNAR, a kol.,
1996; VOTAVA, a kol., 2003). Podle Votavy a kol. (2003) by obaleni bakterie fibrinem

mohlo mit za nésledek jeji hor$i rozpoznatelnost imunitnim systémem.

Opacny ucinek oproti plasmakoaguldze ma stafylokinéza, taktéz zvana fibrinolyzin.
Katalyzuje pfeménu plasminogenu na plasmin, ktery dokaze rozpoustét fibrin. Pomoci to-
hoto mechanismu se S. aureus miize §ifit do okoli zan&tu. Sifeni napomaha také hyaluroni-
daza, za pritomnosti vody $tépi kyselinu hyaluronovou pfitomnou v mezibunééném materi-

alu a pojivovych tkanich. Vysoce odolnym enzymem termostabilni nukledza, vydrzi zahrati
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na 100 °C trvajici 15 minut. Ma schopnost odstépovat fosfomononukleosidy z nukleovych
kyselin ulozenych v bun&nych jadrech. (BEDNAR, a kol., 1996). V dnesni dobé dokaze
vetSina kment S. aureus tvofit penicilindzu (beta-laktamazu). S jeji pomoci hydrolyzuji
beta-laktamovy kruh beta-laktamovych antibiotik a tim zptsobuji jejich neucinnost. (BED-
NAR, a kol., 1996; VOTAVA, a kol., 2003).

Mezi nejbéznéjsi toxiny nalézané u kment S. aureus se fadi hemolyziny a leukoci-
din. RozliSujeme ¢étyfti typy hemolyzinu (alfa-hemolyzin, beta-hemolyzin, gama-hemolyzin,
delta-hemolyzin), pti¢emz jednotlivé kmeny S. aureus se lisi jejich tvorbou a mohou je vy-
tvafet jednotlivé i v riznych kombinacich. Alfa-hemolyzin projevujici se na krevnim agaru
beta-hemolyzou je produkovan vétSinou kment. Pti podani intravendzné pusobi letalng,
aplikace do ktize zpiisobi jeji nekrozu. Leukocidin, také nazyvany Panton-Valentindv toxin,
ma schopnost narusit propustnost a celistvost bunéénych membran a vyvolat lyzu zasazené
buiiky. (BEDNAR, a kol., 1996; VOTAVA, a kol., 2003). Leukocidin napomaha bakterii
chranit se pied ptisobenim leukocyti. (VOTAVA, a dalsi, 2003).

Nékteré kmeny mohou produkovat dal§i nebezpecné toxiny. Mezi né patii toxin syn-
dromu toxického Soku 1 (TSST-1), enterotoxiny a exfoliatiny (epidermolytickeé toxiny). Pie-
devsim TSST-1, ale i enterotoxiny, se mohou chovat jako superantigeny — stimulovat imu-
nitni systém k nadprodukci cytokind a naslednému vzniku syndromu toxického Soku. V tra-
vicim traktu odolavaji pfitomnym enzymiim a zptisobuji prijmy a zvraceni. (BEDNAR, a

kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003).

Pti 1écbe infekcei zptisobenych kmeny S. aureus jsou lékem volby penicilinova anti-
biotika rezistentni vii¢i beta-laktamaze, jako je oxacilin se svou obdobou methicilinem ¢i
Kloxacilin. Velkym problémem jsou multirezistentni kmeny S. aureus. Jednim z nich je me-
thicilin-rezistentni S. aureus (dale jen MRSA). Dlouhou dobu byly tyto kmeny zalezitosti
pouze nemocnic, ale v dneSni dobé€ se vyskytuji i v komunité. Jsou rezistentni ke vSem
beta-laktamovym antibiotikiim v¢etné téch kombinovanych s inhibitory penicilinaz, dale k
makrolidiim, aminoglykosidiim, tetracyklinim, fluorochinolontim, chloramfenikolu a rifa-
duje modifikovany penicilin vazajici protein PBP2a (penicillin-binding protein 2a). Tento
protein se podili na stavbé bunétné stény a narozdil od své piivodni varianty neni inhibovan
navazanim penicilinii. Nékteré kmeny jsou Caste¢né rezistentni na vankomycin, tzv. VISA

(ptipadn¢ GISA, glycopeptide-intermediate resistant S. aureus), s extrémné mohutnou
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vrstvou peptidoglykanu. Od roku 2002 jsou zaznamenavany i kmeny upln¢ rezistentni ke
vSem glykopeptidiim vcetné vankomycinu (déle jen VRSA, ptipadné GRSA). Jejich vysoka
odolnost je dana pfitomnosti genu vanA, ktery ziskaly od vankomycin rezistentnich entero-

kokii. (VOTAVA, a kol., 2003).

1.1.2 Staphylococcus epidermidis
Nejbéznéjsim koagulaza-negativnim stafylokokem je Staphylococcus epidermidis

(dale jen S. epidermidis). Je podminénym patogenem, muize vyvolat infekci kolem implan-
tatll, na kterych vytvofti slizovy biofilm. Mezi hlavni slozky biofilmu patii polysacharidovy
intracelularni antigen (PIA), pfilnuti na povrchy zajist'uje kapsularni polysacharid-adhesin
(PS/A), kyselina teichoova, fibrinogen vazajici protein (Fbe) a dalsi. Vznikly slizovy obal
ztézuje antibiotiklim pronikat k bakteriim a reaguje s polymorfonukledry, ¢imz jim zabratnuje

ve fagocytdze. (VOTAVA, a kol., 2003).

S. epidermidis neni schopen produkovat stafylokinazu ani nukleazu. Nevytvaii ani
toxiny jako jsou alfa- a beta-hemolyzin, leukocidin, TSST-1, enterotoxiny nebo exfoliatiny.
(BEDNAR, a kol., 1996). Za obsazenou toxickou latku Ize povazovat peptidoglykan podng-
cyjici uvoliiovani cytokinii z makrofagi a aktivaci komplementu. (VOTAVA, a kol., 2003).

Vsechny koaguldza-negativni stafylokoky jsou vysoce odolné vici antibiotikiim.
Jsou rezistentni k oxacilinu, tetracyklinu, gentamicinu, a klindamycinu. Odolnost proti oxa-
cilinu zajisStuje gen mecA, stejné jako u MRSA. Vétsinou jsou citlivé na kotrimoxazol a
fluorochinolony, ale nartistd pomér rezistentnich kmenti. Byvaji vnimavé k rifampicinu a
vankomycinu. Na vankomycin se uz objevuje zvySena odolnost pfi zjistovani minimalni

inhibi¢ni koncentrace. (VOTAVA, a kol., 2003).

1.2 Streptokoky

Do rodu Streptococcus zatazujeme Gram-pozitivni koky uspotradané do fetizkti nebo
do dvojic. Narozdil od stafylokokl nevytvaii katalazu. Vétsina jsou fakultativni anaeroby se
schopnosti fermentovat cukry za vzniku kyseliny mlécné. VéEtSinou maji ve svych sténach
pfitomny skupinové specificky polysacharid C. Podle jeho slozeni se déli do antigennich

skupin dle Lancefieldové. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006).

RozliSujeme tfi typy hemolyzy, ale v praxi se streptokoky déli do dvou skupin, na
beta-hemolytické a non-beta-hemolytické. Beta-hemolytické streptokoky maji schopnost

odbarvit a lyzovat erytrocyty, nejbéznéjsimi zéstupci jsou Streptococcus pyogenes a
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Streptococcus agalactiae. Alfa-hemolyza neboli viridace je charakteristickd pfeménou he-
moglobinu na zeleny verdoglobin. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a
kol., 2003). Jeji podstatou je tvorba peroxidu vodiku bakteriemi. Rust streptokokt potencuje
pritomnost krve nebo séra a zvysSena koncentrace oxidu uhli¢itého ve vzduchu. (VOTAVA,

akol., 2003).

1.2.1 Streptococcus pyogenes
Streptococcus pyogenes (dale jen S. pyogenes) vyzaduje ke svému rustu pudy s pii-

davkem krve nebo séra, v tekutém zivném bujonu se mu pfili$ nedafi. Nékteré kmeny mohou
byt obklopeny pouzdrem z kyseliny hyaluronové. (VOTAVA, a kol., 2003). Ve svém po-
vrchu ma zabudovany polysacharid C z antigenni skupiny A. Dalim antigenem je vlaknity
M-protein, ktery zahrnuje velké mnozstvi sérotypt. Protein blizky M-proteinu, nazyvany
sérovy opacitni faktor, nalezi svou funkci mezi lipoproteindzy a zptsobuje zakaleni séra.
(BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006). M-protein zaujiméa adhezni funkci a zarovei po-
maha 1 chranit bakterii pfed fagocytézou. Ochrana je zajiSténa navazanim komplement re-
gulujiciho faktor H, pfipadné fibrinogenu, na fetézec M-proteinu. Vazba zamezi ptilnuti C3b
slozky komplementu na povrch streptokoka a diky tomu zabrani aktivaci alternativni cesty

komplementu. (VOTAVA, a kol., 2003).

S. pyogenes do svého okoli uvolituje enzymy a toxiny. Produkuje hyaluronidazu,
ktera hydrolyzuje kyselinu hyaluronovou jak ve tkanich hostitele, tak 1 ve vlastnim pouzdie
streptokoka. Mezi hlavni toxiny produkované S. pyogenes patii hemolyziny, zde nazyvané
streptolyziny. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006). Streptolyzin O je biologicky aktivni
jen v redukované formé, kdy se vaze na cholesterol obsazeny v cytoplazmatické membrané
bunék hostitele. Kromé téchto vlastnosti ma 1 kardiotoxicky tc¢inek. Jeho t€inek podporuji
proteinazy S§tépici bilkoviny, in vitro rozkladaji i vlastni bilkoviny bakterie. Streptolyzin S
je odpoveédny za vznik uplné hemolyzy na kultivacnich piidach. NaruSuje propustnost mem-
bréan a uvniti buné€k jevi afinitu k mitochondriim. S. pyogenes vytvafi toxické enzymy strep-
tokinazy, které jsou obdobou stafylokinaz. Katalyzuji pfeménu plasminogenu na plasmin.
Napomahaji tak fibrinolyze a naslednému §iteni infekce. Deoxyribonukledzy maji schopnost
rozkladat DNA uvolnénou z poskozenych bunék, do zdravych bunék nepronika. (BEDNAR,
a kol., 1996).

Patogenita zavisi mimo jiné na produkci streptokokovych pyrogennich neboli ery-

trogennich exotoxinil. D€li se do n¢kolika skupin. Typy A a C maji za nasledek spalovy
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prib&h onemocnéni, geny kdodujici tyto typy se prendsi mezi kmeny pomoci bakteriofagt.
Exotoxin typu B je cysteinova protedza, usnadnuje Sifeni infekce. Gen pro jeji tvorbu je
zabudovan v nukleoidu vsech kmenti. Exotoxiny maji vlastnosti superantigenti a mohou tak

vyvolat syndrom streptokokového toxického Soku. (VOTAVA, a kol., 2003).

Lékem prvni volby pfi infekcich S. pyogenes je penicilin. Sulfonamidy a ko-
trimoxazol nedokézou zabranit rozvoji pozdnich nésledkli onemocnéni, jako je revmaticka
horecka a akutni glomerulonefritida. VétSina kment je odolnych k tetracyklinim. V ptipadé

alergie na penicilin se ptedepisuji makrolidy, nosi¢stvi lze odstranit pomoci linkosamidu.
(VOTAVA, a kol., 2003).

1.2.2 Streptococcus agalactiae
Dalsim vyznamnym streptokokem je Streptococcus agalactiae (dale jen S. aga-

lactiae), projevujici se na krevnim agaru netplnou beta-hemolyzou. Muze byt nebezpecny
predevsim pro novorozence, u kterych dokaze vyvolat napt. meningitidu. Na zaklad¢ svého
sténového antigenu se fadi mezi streptokoky skupiny B dle Lancefieldové. (JULAK, 2006;
VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010). Podle typt proteinti obsazenych v poly-
sacharidovém pouzdie rozlisujeme 10 sérotypti (JULAK, 2006), nejbéznéjsi typ III ma ve
svém pouzdfe zastoupenou kyselinu N-acetylneuraminovou (sialovou). Tato kyselina tlumi

aktivaci alternativni drahy komplementu a fagocytozu. (VOTAVA, a kol., 2003).

S. agalactiae produkuje CAMP faktor zptisobujici netplnou hemolyzu, ale v ptitom-
nosti sfingomyelinazy C dochdzi na krevnim agaru k zesileni hemolyzy a vzniku projasnéni.

(BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003).

K 1é¢bé infekei se pouziva ampicilin, pfi nosi¢stvi u rodicek penicilin nebo ampicilin.
(JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010). Pti profylaxi pfenosu
S. agalactiae béhem porodu pomoci penicilinovych antibiotik hrozi vyssi riziko sepse zpu-

sobené Gram-negativni bakterii Escherichia coli. (VOTAVA, a kol., 2003).

1.2.3 Streptococcus pneumoniae
Tzv. pneumokok patii do skupiny non-beta-hemolytickych streptokokt, na krevnim

agaru vytvaii viridaci. Ve starsi literatufe je mozné ho najit pod nazvem Diplococcus pneu-
moniae podle dvojic obklopenych pouzdrem, ve kterych se bakterie ¢asto vyskytuje. Strep-
tococcus pneumonie (dale jen S. pneumoniae) vykazuje bliz§i genetickou piibuznost se

streptokoky, proto byl mezi né zaiazen. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006).
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Kmeny mohou byt opouzdiené, v ristové S-fazi (smooth, hladka), nebo neopouz-
drené, v R-fazi (rough, drsnd). V piipad¢, Ze S kmeny vytvaieji velké mnozstvi pouzderného
polysacharidu, byvaji nékdy oznacovany jako typ M (mukdzni faze). Vzajemneé se 1i§i mnoz-
stvim latek obsazenych v bunécné stén¢ a pouzdre, jako je pouzderny polysacharid, kyselina
teichoova a jeji polymery bohaté na cholin. Mezi né patii Forssmanlv antigen a sténovy
polysacharid C, naprosto odlisSny od stejnojmenného polysacharidu beta-hemolytickych
streptokoktl. S polysacharidem C produkovanym S. pneumoniae reaguje C reaktivni protein
(CRP), ukazatel akutni faze zanétu. Forssmantv antigen (F-antigen) je podobny antigentim
na povrchu sav¢ich bun¢k. Variabilita pneumokokti mé za nasledek rozdilnou nachylnost k
fagocytoze, adhezi bakterii na buiiky a tim i jejich rozdilnou virulenci. (BEDNAR, a kol.,
1996; JULAK, 2006).

S. pneumoniae neprodukuje toxiny, k poSkozeni organismu dochazi zanétlivou re-
akci. Z enzymi tvoii hyaluronidazu, amiddzy a neuraminiddzu. Neuraminidaza odstépuje
zbytky sialové kyseliny z glykoproteind a glykolipidi a tim napomaha Sifeni infekce ve
tkani. (JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003). Amidazy jsou autolytické enzymy, $tépi
vlastni peptidoglykan hydrolyzou peptidové vazby mezi N-acetylmuramovou kyselinou a
alaninem. Z poskozenych pneumokoki se uvoliiuje pneumolyzin se schopnosti lyzovat bu-
n&&né membrany a podporovat tvorbu zanétu. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006). Pii
kultivaci S. pneumoniae za ptitomnosti kysliku se v koloniich vytvaii peroxid vodiku, ktery
nasledné starsi bakterie usmrcuje. (VOTAVA, a kol., 2003)

S. pneumoniae je citlivy k optochinu, ¢ehoz se vyuziva v diagnostice k odliSeni od
ostatnich viridujicich streptokokii pomoci diskového optochinového testu (vzniké inhibi¢ni
zbna s primérem minimalné 15 mm). V ptitomnosti zlu¢i, pfidanim deoxycholatu sodného,
se zvy$uje uéinnost autolytickych enzymi a kolonie se rozpousti. (BEDNAR, a kol., 1996;
JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003).

K 1écbé infekei se pouZiva penicilin (ptipadné ampicilin), ale n€které kmeny k nému
Jiz ziskaly rezistenci prenesenim DNA pies plazmidy nebo transdukci. Nejedna se o schop-
nost produkce beta-laktamaz, ale o zménu penicilin vazajiciho proteinu. Asi v poloving pfi-
padil se jedna pouze o Castecnou rezistenci, kdy je mozné pouzit k 1é¢be vyssi davky peni-

cilinu nebo amoxicilinu. (JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010).
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1.3 Enterococcus

Enterokoky se fadi mezi Gram-pozitivni koky piibuzné streptokoktim a stejn¢ jako
oni netvoii katalazu, ale nejsou kultivaéné narocné. Jsou to fakultativni anaeroby, bézn¢ se
vyskytuji ve stfeve jako soucast mikroflory. Jako patogeny se vétSinou uplatiiuji az po pro-
niknuti do jinych ¢asti téla, nejcastéji v mocovém ustroji. Nevytvaii spory a jsou vysoce
odolné k vnéj$im vlivim. Nevadi jim zmény pH (od 4,8 do 11) ani hypertonické prostiedi
do koncentrace 6,5 % NaCl. Mezi enterokoky nalezi nékolik druhd, z nichZ nejvyznamnéjsi
jsou Enterococcus faecalis (dale jen E. faecalis) a Enterococcus faecium (dale jen E. fae-
cium). (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003).

Z cytoplazmatické membrany enterokoki vystupuje na povrch kyselina glyceroltei-
choova, kterou je tvofen skupinovy sténovy antigen D. (BEDNAR, akol., 1996; VOTAVA,
a kol., 2010). Enterokoky produkuji enterociny fazené mezi bakteriociny, latky plsobici
proti jinym bakteriim. Adhezi na epitel usnadiiuji fimbrie, povrchové polysacharidy a Esp
(enterococcal surface protein) protein. Ochranu pied fagocyt6zou poskytuje agregaéni sub-
stance, ktera navic usnadnuje bakterii pronikdni pfes bunééné membrany. Enterokoky maji
schopnost vytvaret zelatindzu, kterd dokaze hydrolyzovat kolagen a hemoglobin. Nékteré

kmeny mohou produkovat i hemolyzin. JULAK, 2006).

E. faecalis a E. faecium maji podobné vlastnosti, produkuji pyrrolidonylarylamidazu
a leucinaminopeptiddzu (jsou PYR-pozitivni a LAP-pozitivni), diky kterym maji schopnost
hydrolyzovat pyrrolidonyl-p-naftylamid a leucin-p-naftylamid. E. faecium rozklada kvase-
nim arabindzu a ne$tépi pyruvat, E. faecalis naopak rozklada pyruvat a nefermentuje ara-
bindzu. E. faecium byva rezistentni k ampicilinu, zatimco E. faecalis je k nému vétSinou

citlivy. (VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010).

Mezi zvlastni vlastnosti E. faecium patii, ze kmen E. faecium SF68 dokaze inhibovat
rust salmonel, shigel a enterobakterti. Toho je mozné vyuzit pii 1€cbé infekénich prijmi,
misto piedepsani antibiotik. Kmen E. faecium M 74 ma podporujici uc¢inek na imunitu a
snizuje hladinu cholesterolu v krvi. S pouzivanim probiotik s E. faecium se poji riziko pte-

nosu gent pro rezistence na antibiotika mezi patogeny. (JULAK, 2006).

Enterokoky snadno ziskavaji rezistenci, predevs§im vyménou plazmidii. Vyznacuji se
vysokou pfirozenou rezistenci, a to k cefalosporiniim, oxacilinu, monobaktamiim, k nizkym
koncentracim aminoglykosidii a klindamycinu. Velké mnozZstvi kmenti dnes vytvari beta-
laktamazy, piedev§im E. faecium. (JULAK, 2006). Vyznamnym problémem se dnes stavé
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rostouci zastoupeni vankomycin rezistentnich enterokoki, znamych jako VRE. Rezistenci k
vankomycinu udava piitomnost genti vanA, vanB a vanC. (VOTAVA, a kol., 2003; VO-
TAVA, akol., 2010).

P11 1écbé mocovych infekci se vétSinou pouziva ampicilin (pfipadné s inhibitory beta-
laktamaz — s kyselinou klavulanovou nebo sulbaktamem), amoxicilin/klavulanat, fluorochi-
nolony nebo nitrofurantoin. U tézSich infekci a sepsi se voli k terapii kombinace antibiotika
puasobiciho na bunéénou sténu (penicilin, ampicilin, glykopeptidy — vankomycin a teikopla-
nin) s aminoglykosidem. (VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010). K 1é¢bé infekci
vyvolanych multirezistentnimi kmeny enterokokii se vyuziva linezolid, quinupristin/dal-

fopristin a nové fluorochinolony. (VOTAVA, a kol., 2003).

1.4 Enterobacteriaceae

wewr

negativnich ty¢inek. BéZn¢ je nalézdme ve stieve obratlovci, coZ se projevuje na jejich ristu
v pritomnosti zlucovych soli. Jsou odolné k vnéj$im vliviim, jako jsou zmény teplot nebo
vyschnuti. Jsou fakultativné anaerobni, pfi ristu jim nevadi pfitomnost kysliku ani anaerobni
prostiedi, nevytvaii spory. (VOTAVA, a kol., 2003). VétSina zastupci je pohybliva, maji
vétsi mnozstvi bicikl rozmisténych po celém svém povrchu (peritrichalni biciky). Zaroven
maji fimbrie podilejici se na pfilnuti bakterie k povrchu a sex-pili umoziujici pfenos gene-
tické informace ve form¢ plazmidi. Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae produkuji kata-
lazu, oxidazu netvoii. Fermentuji cukry za vzniku kyselin, ptipadné plyni. (BEDNAR, a

kol., 1996; JULAK, 2006).

Zastupci této ¢eledi maji rozmanitou antigenni strukturu. Nachazi se u nich termosta-
bilni télovy lipopolysacharid O-antigen, ktery je specificky, variabilni a v rdmci roda rozdé-
luje jednotlivé sérotypy. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006). Jeho &ast, zvana lipid A,
je zapusténa do vnéjSi membrany bakterie. Pro své piisobeni byva oznacovan vyrazem en-
dotoxin. Pfes oligosacharid obsahujici zbytek 2-keto-3-deoxyoktanové kyseliny se k li-
pidu A vaze polysacharidovy fetézec. Tento hydrofilni polysacharid uruje konkrétni anti-
genni strukturu O-antigenu a chrani bakterii pfed pisobenim komplementu. (VOTAVA, a
kol., 2003). U pohyblivych enterobakterii jsou pfitomny termolabilni H-antigeny. (BED-
NAR, a kol., 1996). Jsou uréeny bilkovinou flagelinem obsazenou v bi¢icich. (VOTAVA, a
kol., 2003).
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Nékteré rody maji schopnost vytvaiet pouzdro. Kapsularni K-antigeny mohou byt
termostabilni, a to v piipad¢, ze jsou tvofeny polysacharidy bakteridlniho pouzdra. Termola-
bilni jsou tvofeny bilkovinami fimbrii. K-antigeny se nalézaji dale od povrchu bakterie nez
somatické O-antigeny, proto je mohou piekryvat a tim znemoznit stanovit typ O-antigenu
pomoci aglutinace. Tento jev se nazyva O-inaglutinabilita. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK,
2006; VOTAVA, akol., 2003). Z dalsich antigenti mize byt u Enterobacteriaceae ptitomen
M-antigen ve slizu na povrchu nékterych bakterii. (JULAK, 2006). Stejné jako u S. pneumo-
niae se u nékterych salmonel a shigel vyskytuje Forssmantv antigen. (JULAK, 2006; VO-
TAVA, a kol., 2003).

Antibiotika se pfi 1é¢b¢ infekei vyvolanych enterobakteriemi pouzivaji pouze pokud
se nejedna o stievni infekci. U stfevnich infekci se podavaji predevsim lokalni stfevni anti-
septika s obsahem ftalylsulfathiazolu nebo chloroxinu. UZiti antibiotik pfi prijmech by mélo
negativni dopad na stfevni mikrofloru, kterd napomaha v boji proti infekei ve stievé. (VO-

TAVA, akol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010).

Velké mnozstvi enterobakterii produkuje beta-laktamézy Sirokého spektra (dale jen
ESBL, extended spectrum beta-lactamase). Proti ttmto ESBL neptisobi ani inhibitory beta-
laktamaz, jako je kyselina klavulanova nebo sulbaktam. V terapii téchto infekci Ize vyuzit
karbapenemy (imipenem, meropenem, ertapenem), v nékterych piipadech cefalosporiny
¢tvrté generace (cefepim). V piipadé citlivosti kmenu lze podat aminoglykosidy, fluorochi-
nolony nebo kolistin. Kmeny s produkci ESBL byvaji ¢asto polyrezistentni se zvySenou
odolnosti proti dezinfekcim a antiseptikiim. (VOTAVA, a kol., 2003). Pti 1é¢b¢ infekei en-
terobakteriemi bez tvorby ESBL Ize pouzit cefalosporiny prvni a druhé generace, aminope-
niciliny, kotrimoxazol, doxycyklin nebo furantoin. Rezistenci k antibiotikim mohou kromé
pritomnosti ESBL zptlisobovat 1 beta-laktamazy typu AmpC. (VOTAVA, a kol., 2010). Vel-
kym problémem jsou kmeny produkujici metalo beta-laktamazy (MBL) a karbapenemazy

(KPC). (HRABAK, a kol., 2009).

1.4.1 Escherichia
V rodu Escherichia najdeme nékolik druhd, z nichz nejvyznamnéjsi je Escherichia

coli (dale jen E. coli). E. coli ma v mikrobiologii zvlastni postaveni, pouziva se jako mode-
lovy organismus. Fermentuje glukézu za vzniku plynu, dokaze stépit laktozu a produkuje
indol. (VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010). Juldk (2006) uvadi, ze nckteré

kmeny E. coli maji schopnost vytvafet volné i vazané hemolyziny. U¢inkem hemolyzint
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dojde k rozpadu erytrocytl a nasledné siderofory aerobactin a enterochelin umozni bakterii

vstiebani Zeleza z uvolnéného hemoglobinu. (JULAK, 2006).

E. coli je soucasti symbiotické stitevni mikroflory, kde vytvafi vitamin K. Produkuje
bilkoviny koliciny, které pisobi baktericidné na ostatni bakterie. (VOTAVA, a kol., 2003).
Mimo travici trakt se uplatiuji jako patogeny, podili se pfedevsim na infekcich mocovych
cest, je mozné ji nalézt u pneumonii, sepsi a infekci ran. Nekteré kmeny jsou patogenni i ve
stieve, kde mohou zpUsobit infekéni prijem. Intestinalni kmeny se rozdé€luji do Etyt zaklad-
nich kategorii, na enteropatogenni (EPEC), enterotoxigenni (ETEC), enteroinvazivni (EIEC)

a enterohemoragické (EHEC). (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006).

Na rozdil od ostatnich zastupcu ¢eledi Enterobacteriaceae je E. coli primarné citliva
k ampicilinu, ale Casto u ni byva zjisténa ziskana rezistence. (VOTAVA, a kol., 2003). K
1é¢bé se indikuji cefalosporiny prvni a druhé generace, fluorované chinolony a antibiotika s
kyselinou klavulanovou amoxicilin/klavulanat a kotrimoxazol. U infekci mocovych cest 1ze
kromé ptedchozich latek podat i chinolony nebo nitrofurantoin. (VOTAVA, a kol., 2003).

Podle Bednate a kol. (1996) je pfirozené rezistentni k benzylpenicilinu.

1.4.2 Klebsiella
Klinicky nejvyznamnéj$im zastupcem rodu Klebsiella je Klebsiella pneumoniae

(dale jen K. pneumoniae). Bézné se vyskytuji ve stieve, extraintestinalné zptsobuji piede-
v§im infekce mocCovych a dychacich cest. Tyto koliformni enterobakterie nejsou pohyblivé
a byvaji obaleny polysacharidovym pouzdrem. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006; VO-
TAVA, a kol., 2010). Pfitomnost pouzdra snizuje imunitni odpovéd’ hostitelského orga-
nismu, ale zaroven snizuje schopnost adheze bakterii k povrchu sliznic. (VOTAVA, a kol.,

2003). Klebsiely $tépi laktozu a na rozdil od E. coli vytvéieji bily pigment. JULAK, 2006).

Cely rod je primarnég rezistentni k ampicilinu. Kmeny vyskytujici se v nemocnicich
byvaji multirezistentni. (JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010).
Votava a kol. ve své publikaci z roku 2010 udava i primarni rezistenci k tikarcilinu. K 1é¢bé
infekei vyvolanych citlivymi kmeny lze vétSinou pouzit cefalosporiny, chinolony, tet-
racykliny nebo kotrimoxazol. Pfipadna rezistence k nékterym antibiotikim je zpusobena
produkeci beta-laktamaz, jako je ESBL. Kmeny vytvarejici ESBL byvaji citlivé ke karbape-
nemum a cefalosporintim ¢tvrté generace, v nékterych ptipadech i k aminoglykosidiim, nit-

rofurantoinu a kolistinu. (VOTAVA, a kol., 2003). Cim dal &ast&ji je nutné proti
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multirezistentnim kmentim nasadit 1écbu pravé karbapenemy, jako jsou imipenem a mero-

penem. (VOTAVA, a kol., 2010).

1.4.3 Proteus
Do rodu Proteus spadaji vétsinou vyrazn¢ pohyblivé enterobakterie, je pro né cha-

rakteristicky plazivy rist na agaru. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006; VOTAVA, a
kol., 2003). Tato schopnost je umoznéna diky pfitomnosti vice bi¢ikli nachazejicich se po

celém povrchu bakterie. (VOTAVA, a kol., 2003).

Mohou se vyskytovat ve stieve, infekce vétSinou zpusobuji az pii zaneSeni do moco-
vého ustroji nebo kontaminaci ran. Tyto koliformni bakterie rozkladaji bilkoviny za vzniku
amoniaku. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006). Podle Votavy a kol. (2003; 2010)
dokaze cely rod produkovat sirovodik. Nejvyznamnéjsimi zastupci rodu Proteus jsou Pro-
teus mirabilis (dale jen P. mirabilis) a Proteus vulgaris (dale jen P. vulgaris). (VOTAVA, a
kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010).

P. mirabilis se od ostatnich protet se 1isi tim, ze nevytvaii indol. Je primarné rezis-
tentni k nitrofurantoinu, vétSinou je citlivy k cefalosporinim. Oproti nému je P. vulgaris
piirozené rezistentni k cefalosporiniim prvni a druhé generace a byva citlivy na nitrofuran-
toin. Rod Proteus ma zvysenou odolnost k nékterym dezinfekcim, pfedevsim k tém na bazi
tenzidl. Jsou rezistentni ke kolicinu, ¢ehoz se vyuziva v diagnostice. (VOTAVA, a kol.,

2003; VOTAVA, a kol., 2010).

1.5 Pseudomonas

Rod Pseudomonas tvoii skupina Gram-negativnich, nefermentujicich, nesporuluji-
cich a striktné aerobnich ty¢inek. Jsou pohyblivé, na svych polarnich koncich maji umistény
bi¢iky a jsou katalaza- i oxidaza-pozitivni. (BEDNAR, a kol., 1996; VOTAVA, a kol.,
2010). Geny pro rezistenci se vétSinou nalézaji na plazmidech a mohou byt predany 1 jinym
bakteriim. Pfi 1é¢b¢ infekcei zptsobenych polyrezistentnimi kmeny pseudomonad se vétSinou
vyuziva kombinace dvou antibiotik. (VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a kol., 2010). Jsou

ptirozené rezistentni ke kotrimoxazolu a k sulfonamidam. (VOTAVA, a kol., 2010).

1.5.1 Pseudomonas aeruginosa
Nejvyznamnéj$im druhem z rodu Pseudomonas je Pseudomonas aeruginosa (dale

jen P. aeruginosa). Roste i pfi vys$si koncentraci soli, snese ptitomnost nékterych dezinfekei.
(JULAK, 2006). K dezinfekci povrchii je mozné vyuzit chlorové prostiedky, orthosan na
pseudomonady neptisobi. (BEDNAR, a kol., 1996).
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P. aeruginosa muze mit slizovy obal rozdélujici kmeny podle rustovych fazi na R
(drsnou), S (hladkou) a M (mukdzni), stejné jako je tomu napi. u S. pneumoniae. Kmeny
rostouci v mukozni fazi jsou obaleny algindtem. Tento extracelularné vazany polysacharid
chrani bakterii pfed vng&j§imi vlivy a fagocytézou. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006).

Podle Bednafe a kol. (1996) se v pribéhu pasazovani in vitro produkce alginatu snizuje.

Z latek tvorenych P. aeruginosa jsou vyznamné ptredevsim proteazy, které mohou
narusit funkci komplementu a zabréanit opsonizaci a fagocytdze. Produkuji také hemolyziny
fosfolipazu C a cytotoxicky termostabilni glykolipid. (VOTAVA, a kol., 2003). Vytvaii
pyociny (pyocyanin), které plsobi baktericidné proti Gram-pozitivnim i nékterym Gram-

negativnim bakteriim. (BEDNAR, a kol., 1996; JULAK, 2006).

P. aeruginosa ma znagnou primarni rezistenci proti antibiotikiim. (JULAK, 2006).
Zaroven dokaze konjugaci snadno pfijimat (a predavat dal) geny rezistence od ostatnich bak-
terii, diky ¢emuz vznikaji multirezistentni kmeny. (VOTAVA, a kol., 2003; VOTAVA, a
kol., 2010). Citlivost k antibiotikiim byva variabilni, mohou byt citlivé k protipseudomona-
dovym penicilinim, jako je piperacillin nebo piperacillin s tazobaktamem. V nékterych pii-
padech je mozné vyuZzit protipseudomonadové aminoglykosidy (amikacin), fluorochinolony
(ciprofloxacin) a cefalosporiny treti (ceftazidim) a ¢tvrté (cefepim) generace, ptipadné 1ze
podat karbapenemy. Pseudomonady byvaji citlivé ke kolistinu. Nékteré kmeny P. aeru-

ginosa mohou vytvaret metalo-beta-laktamazy. (VOTAVA, a kol., 2010).
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2 ANTIMIKROBIALNI LATKY

K 1écbé pti infekcich vyvolanych bakteriemi se pouzivaji antimikrobidlni latky (dale
jen AML). Podle zptsobu piipravy se rozdéluji na ptirodni antibiotika (dale jen ATB) a
synteticka chemoterapeutika. VétSina antibiotik se dnes piipravuje uméle, z toho diivodu se
nékdy cela skupina antimikrobialnich latek oznacuje jako antibiotika. (GOERING, a kol.,
2016; JULAK, 2006). Antibiotika v pravém slova smyslu se vyvinula jako ochrana makro-
organismi a v ramci konkuren¢niho boje mikroorganismi. (GOERING, a kol., 2016).

Antimikrobialni latky pouzivané k terapii by se mély vyznacovat selektivni toxicitou,
pusobit proti mikroorganismiim a zaroven neposkozovat makroorganismus. Této vlastnosti
je mozné dosédhnout diky rozdiliim ve stavbé a metabolismu prokaryotickych bunck bakterii

a eukaryotickych bun¢k savcu. (GOERING, a kol., 2016).

2.1 Mechanismy ucinku antimikrobialnich latek

Zakladni rozd¢leni antibiotik podle jejich Gc¢inku je na bakteriocidni a bakteriosta-
ticka. Bakteriocidni latky bakterii usmrcuji, patii mezi né naptiklad inhibitory syntézy bu-
nécné stény. Bakteriostatické latky pouze brani ristu a mnozeni dané bakterie. (GOERING,
akol., 2016; JULAK, 2006). Nékteré antibakterialni latky mohou ptisobit na jednu bakterii
bakteriocidné, ale na jiny druh pouze bakteriostaticky. Podle mechanismu G¢inku je mozné

antibiotika rozdélit do péti skupin. (GOERING, a kol., 2016).

2.1.1 Inhibice syntézy bunécné stény
Peptidoglykan v bunécné sténé je pro bakterie specificky a predstavuje tak idealni cil

ucinku antibiotik, umoziiuje jejich selektivni toxicitu. Inhibitory syntézy bunééné stény pi-

sobi baktericidné. Syntézu je mozné rozdélit do nékolika fazi. (GOERING, a kol., 2016).

Bunééni sténa se zacina syntetizovat v cytoplazmé bakterii v podobé€ nizkomoleku-
larnich prekurzort. Tento krok je inhibovan cykloserinem, ktery inhibuje zaclenéni alaninu
do prekurzoru. (GOERING, a kol., 2016). Nasleduje enzymy katalyzovany pienos prekur-
zorl pies cytoplazmatickou membranu. Uskutednéni této faze brani bacitracin. (JULAK,
2006). Glykopeptidy se navazi na prekurzory a brani jejich napojeni do bunécné stény.
(GOERING, a kol., 2016). Poslednim stupném v syntéze peptidoglykanu je polymerace a
navazani ke stén¢ pomoci transpeptidaz znamych jako penicillin-binding proteins (dale jen
PBP). Mohou je inhibovat beta-laktamova antibiotika. U bakterii se vyskytuji rizné typy
PBP, z toho prameni variabilita Gi¢inku beta-laktamovych antibiotik. (JULAK, 2006).
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2.1.2 Inhibice proteosyntézy
Tato skupina antimikrobialnich latek se vaze na podjednotky ribozomi a tim zne-

moznuje jejich funkci, proteosyntézu. Tetracykliny a aminoglykosidy vytvati vazbu s pod-
jednotkou 30S. Na podjednotku 50S se vazou makrolidy, linkosamidy a chloramfenikol.
(JULAK, 2006). Ob¢& podjednotky tvoii spole¢né ribozomalni komplex 70S, symbol S znaéi
odlisné chovani ribozomu v priubéhu ultracentrifugace. (GOERING, a kol., 2016).

2.1.3 Inhibice syntézy nukleovych kyselin
Nekteré latky s antibiotickym ptisobenim mohou inhibovat syntézu purinovych i py-

rimidinovych nukleotida. Latky jako chloroquin, miracil D a akridinova barviva se vazou na
DNA a tim zabranuji replikaci. Z diivodu své vysoké toxicity a karcinogenity se nepouzivaji.
Nejpouzivangj$imi inhibitory syntézy nukleovych kyselin jsou inhibitory polymeraz, napft.
rifampicin inhibujici RNA-polymerdzu. Chinolony a fluorochinolony inhibuji DNA gyrazu
a topoizomerazu. Nitroimidazoly (metronidazol) mohou pferusovat a rozkladat vlakna bak-
terialni DNA. (JULAK, 2006). Podle Goeringa a kol. (2016) se mezi inhibitory syntézy nuk-
leovych kyselin mohou fadit i antimetabolity inhibuji syntézu prekurzorii nezbytnych pro

naslednou syntézu DNA, jako jsou sulfonamidy, trimethoprim a kotrimoxazol.

2.1.4 Inhibice metabolismu esencidlnich latek
Narozdil od savcil nedokaZou bakterie pfijimat kyselinu listovou z okoli, must si ji

vytvaret. Sulfonamidy a trimethoprim blokuji jeji syntézu, ale kazdy jinym mechanismem

(viz. dale). JULAK, 2006).

2.1.5 Inhibice funkce cytoplazmatické membrany
Hlavnim u¢inkem latek s touto schopnosti je naruSeni permeability membrany do-

provazené tnikem kationtti a naslednou smrti bunky. Patii mezi né nékteré polypeptidy jako
polymyxiny. Polymyxiny jsou nefro- a neurotoxické. Tvorbou port poskozuji membranu i
gramicidiny, proto se pouZivaji pouze lokalné. (JULAK, 2006). DosaZeni selektivni toxicity
je mozné diky rozdilim ve struktufe membran prokaryotickych a eukaryotickych bunék.

(GOERING, a kol., 2016).
2.2 Bézné pouzivana antibiotika proti vybranym bakterialnim kmentim

2.2.1 Beta-laktamy
Beta-laktamova antibiotika se vyznacuji CtyfClennym beta-laktamovym kruhem

S postrannimi fetézci a navazanym dalsim cyklem, s vyjimkou monobaktamil. Beta-laktamy

se vazi na PBP, enzymy typu transpeptidaz, transglykosylaz a karboxypeptiddz. PBP
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umoznuji napojeni prekurzorti do struktury bunécné stény. (GOERING, a kol., 2016;
PRIBORSKY, 2004). Pfi inhibici PBP jejich navazanim na beta-laktamy se prekurzory hro-
madi, coz vede ke spusténi autolyzy buriky. (GOERING, a kol., 2016). Podle Piiborského
(2004) je lyza bakterialni membrany zptsobena nedostatkem peptidoglykanu.

Obrazek 1 Schéma penicilini Obrazek 2 Schéma cefalosporinii
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Obrazek 3 Schéma karbapenemii
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Mezi hlavni tfidy beta-laktamt patii peniciliny S napojenym péti¢lennym heterocy-
klem a cefalosporiny obsahujici Sesti¢lenny heterocyklus. Ptirodni penicilin u¢inkuje jen na
citlivé Gram-pozitivni bakterie, kloxacilin a methicilin (oxacilin) pisobi i na Gram-pozitivni
bakterie produkujici beta-laktamdzy. Ampicilin a amoxicilin je mozné pouzit nejen na
Gram-pozitivni bakterie, ale i na nékteré Gram-negativni, jako je P. mirabilis nebo n¢které
kmeny E. coli. (GOERING, a kol., 2016). Piperacillin se pouziva v kombinaci s tazobak-
tamem (inhibitor beta-laktamazy), spole¢né pisobi na Gram-pozitivni a na nékteré Gram-

negativni bakterie. PouZivaji se zejména proti pseudomonadam. (BENES, 2018).

Cefalosporiny prvni az tfeti generace jsou u¢inné na Gram-pozitivni a na nckteré
Gram-negativni bakterie, ¢tvrta generace (cefepim) se vyznacuje zvySenym ptisobenim proti
Gram-negativnim bakteriim. (GOERING, a kol., 2016). Z druhé generace je nejpouzivanéj-
$im cefalosporinem cefuroxim, ze tfeti cefotaxim a ceftazidim. Ceftarolin se pouziva pfede-
v§im proti MRSA. (BENES, 2018; GOERING, a kol., 2016). Cefalosporintim druhé gene-
race jsou podobné cefamyciny (cefoxitin), ale vyznacuji se methoxylovou skupinu (-O-CHj3)

navazanou na 7. atomu uhliku. (BENES, 2018).
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Dalsi tfidu beta-laktamt tvofi karbapenemy G¢inné proti Gram-pozitivnim i Gram-
negativnim bakteriim. Na beta-laktamovy kruh maji ptipojeny péticlenny cyklus. Do této
skupiny patii imipenem, meropenem, ertapenem a doripenem. Monobaktamy jako je aztreo-
nam pusobi proti Gram-negativnim bakteriim jako je P. aeruginosa. Ve své struktufe maji
pouze beta-laktamovy kruh s postrannimi fetézci, bez dalsiho cyklu. (GOERING, a kol.,
2016).

Rezistence proti beta-laktamim mize byt zptisobena nékolika mechanismy. Stafylo-
koky rezistentni na methicilin mohou zménit cil ptisobeni, kdyz kromé béznych PBP synte-
tizuji i pozménény PBP2a s nizsi afinitou k beta-laktamtim. Pouze ceftarolin se dokaze na-
vazat na PBP2a a tim inhibovat syntézu bunécné stény. Beta-laktamazy katalyzuji hydrolyzu
beta-laktamového kruhu a tim inaktivuji antimikrobidlni latku. Gram-pozitivni bakterie
uvolnuji beta-laktamazy do svého okoli, u Gram-negativnich bakterii zlstavaji v peri-
plazmatickém prostoru. Je znamych mnoho druhti beta-laktamaz, které se lisi pofadim ami-
nokyselin. Podle sekvence aminokyselin maji rozdilnou afinitu k riznym beta-laktam{im.
Mohou puisobit jak na jednu tidu beta-laktami, tak mohou mit i Siroké spektrum uc¢inku jako
ESBL. Proti beta-laktamazam se pouzivaji inhibitory, jako je kyselina klavulanova. Obsa-
huji beta-laktamovy kruh, kterym se navdZou na beta-laktamézy a brani jim ve vazbé na
antibiotikum. Beta-laktamy by se z dtivodu antagonického pisobeni nemély uzivat spole¢né
s makrolidy a tetracykliny. (GOERING, a kol., 2016).

2.2.2 Glykopeptidy
Glykopeptidy se t¢astni inhibice syntézy bunécné stény tak, Ze se navazou na D-ala-

nin-D-alanin konec péti¢lennych peptidovych fetézct na prekurzorech a znemozni jim za-
¢lenit se do peptidoglykanu bunééné stény. Kvili své velké molekule neprochézeji membra-
nou a mohou pusobit jen na Gram-pozitivni bakterie. Do této skupiny antibakteridlnich latek
patii vankomycin a teikoplanin. Pouzivaji se pro 1écbu infekci zptisobenych Gram-pozitiv-

nimi bakteriemi rezistentnimi k beta-laktamtam, napt. MRSA. (GOERING, a kol., 2016).

Proti glykopeptidim byva Casto rezistentni rod Enterococcus, rezistentni kmeny se
oznacuji jako VRE (dale jen vankomycin-rezistentni enterokoky). Geny rezistence vanA,
vanB a vanD zajist'uji pomoci ligdz zakonéeni pentapeptidu koncem D-alanin-D-laktat, na
ktery se glykopeptidy nevdzou. Gen vanA se naléza na malych transpozonech, miiZe se pre-
mistovat mezi chromozomem a plazmidy a byt pfeddvan dal pti konjugaci. Zajistuje rezis-

tenci k vankomycinu i teikoplaninu. Diky pfitomnosti genu vanB ziska bakterie rezistenci
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pouze k vankomycinu. Gen vanB se muze vyskytovat na velkych transpozonech a stejné
jako gen vanA je pienositelny. Gen vanD je mozné nalézt jako souc¢ast chromozomu entero-
kok, proto nemuze byt pfedan dalSim bakteriim. Projevem pfitomnosti genu vanD je rezis-

tence K vysokym koncentracim vankomycinu a k nizkym koncentracim teikoplaninu.

(GOERING, a kol., 2016).

2.2.3 Aminoglykosidy
Aminoglykosidy pusobi jako inhibitory bunétné stény. Vazou se na formylme-

thionyl-transferovou RNA (dale jen fmet-tRNA) obsazenou v ribozomalni podjednotce 30S
a brani syntéze bilkovin. Zaroven zpusobuji chybné ¢teni tripleti mMRNA na ribozomech.
Mohou obsahovat bud’ streptidin nebo 2-deoxystreptamin u gentamicinu, amikacinu, to-
bramycinu a netilmicinu. Amikacin a netilmicin byvaji u¢inné i proti bakteriim rezistentnim
ke gentamicinu a tobramycinu. Streptidin je soucasti nejstar§iho aminoglykosidu, streptomy-
cinu. Streptomycin se dnes pouziva pouze k 1é¢bé tuberkulézy. Aminoglykosidy se pouzi-
vaji pii lécbe infekcei vyvolanych Gram-negativnimi bakteriemi, kromé anaerobnich. Nékteré
bakterie, pfedevsim enterobakterie, mohou produkovat enzymy inaktivujici aminoglykosidy
na ruznych mistech jejich molekuly. Geny pro produkci enzymt se nachdzeji na transpozo-
nech a pomoci plazmidt se mohou §ifit mezi riznymi bakterialnimi druhy. Aminoglykosidy
se mohou pouzivat i proti stafylokokim, vétSinou v kombinaci s beta-laktamy. Proti P. aeru-
ginosa byva nejuc¢inngjsi amikacin, ale v pfipad¢ citlivosti lze pouzit i jiné aminoglykosidy

obsahujici 2-deoxystreptamin. (GOERING, a kol., 2016).

Obrazek 4 Schéma 2-deoxystreptaminu
NH,
HO,,

HO : NH,
OH

Zdroj: vlastni

2.2.4 Tetracykliny
Tetracykliny maji velkou molekulu obsahujici €tyfi cykly a pét mist pro substituenty.

Vsechny maji podobné spektrum t¢inku, pouzivaji se vétsinou proti chlamydiim, rickettsiim
a mykoplazmatiim. Vazou se na malou ribozomalni podjednotku a brani aminoacyl-transfe-
rové RNA piistupu na akceptorové misto ribozomu. Selektivni toxicitu zajist'uje vetsi ab-

sorpce tetracyklinii prokaryotickymi buiikami. Pfipadna rezistence byvéa zplisobena
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ptitomnosti efluxnich pump, které Cerpaji antibiotickou latku z bakterialni buiky zpét do
vnéjsiho prostredi. Mezi zastupce tetracyklini patii naptiklad tetracyklin a tigecyklin, ktery
je diky glycylcyklinové struktufe uCinny i proti bakteriim rezistentnim k tetracyklinim.
(GOERING, a kol., 2016).

Obrazek 5 Zakladni schéma tetracyklini

OH O OH 0]

Zdroj: vlastni

2.2.5 Chloramfenikoly
Chloramfenikol se vaze na velkou ribozomalni podjednotku 50S, kde brani vzniku

peptidové vazby inhibici peptidové transferazy (peptidyltransferazy). Ma afinitu i k podjed-
notce 70S mitochondrialnich ribozomii eukaryot, cozZ ma za nasledek jeho toxicitu, prede-
v8im pro kostni dfen. PouZiva se pii bakterialnich meningitidach, piisobi proti velkému spek-
tru Gram-pozitivnich i Gram-negativnich bakterii. Rezistence ke chloramfenikolu byvaji
vétSinou zpusobené inaktivaci latky chloramfenikolacetyltransferazou. Tento enzym je ko-

dovan plazmidem a mize byt pfedavan mezi Gram-negativnimi bakteriemi. (GOERING, a
kol., 2016).

Obrazek 6 Chloramfenikol s nitrobenzenovym jadrem
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Zdroj: vlastni

2.2.6 Makrolidy
Makrolidy jsou cyklické bakteriostatické latky obsahujici étrnacti- az Sestnacti¢lenny

laktonovy kruh. Hlavnim zastupcem je erytromycin. Vaze se na 23S rRNA na 50S ribozo-
malni podjednotce. Po vzniku peptidové vazby pii translaci blokuje uvolnéni tRNA z ri-
bozomu. Pouziva se k terapii infekci zpusobenych Gram-pozitivnimi koky (zejména strep-
tokoky), pokud nelze pouzit penicilin. Pisobi i proti legionelam, chlamydiim, rickettsiim,
mykoplazmatim a Campylobacter jejuni. Pfipadna rezistence mize byt zpisobena efluxem
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kédovanym geny mef nebo erm nalézajicimi se na plazmidech. Rezistence k makrolidim
muze byt také zptisobend zménou cilové struktury, kdy pozménéna 23S rRNA ma methylo-
vané dva adeninové nukleotidy. Ke zméné dochazi diky pfitomnosti enzymu rRNA methy-
lazy. Bakterie rezistentni k erytromycinu druhym zminénym zpiisobem byvaji soucasné re-
zistentni i ke klindamycinu a linkomycinu, coz se nazyva makrolid-linkosamid-streptogra-

min rezistence (dala jen MLS rezistence). Uginn&jsi jsou derivaty erytromycinu, ketolidy,

napf. roxitromycin. Vyznacuji se vysSi afinitou k 50S ribozomdlni podjednotce.

(GOERING, a kol., 2016).

2.2.7 Linkosamidy
Linkosamidy se vazi na velkou ribozomalni podjednotku 50S, kde zabranuji tvorbé

peptidové vazby. Chlorovany derivat linkomycinu, klindamycin, ma podobné spektrum
G&inkd jako erytromycin, ale s vy$3i u¢innosti proti anaerobnim bakteriim. Spatné pronika
ptes vnéj$i membranu aerobnich Gram-negativnich bakterii. Nékteré z kmend s MLS rezis-

tenci mohou vykazovat citlivost ke klindamycinu in vitro, ale in vivo byvaji rezistentni.

(GOERING, a kol., 2016).

2.2.8 Oxazolidinony
Oxazolidinony ptlisobi na Gram-pozitivni koky, vétSinou vetné multirezistentnich

kmeni. Hlavnim zéstupcem je linezolid, vaZe se na 23S rRNA v 50S ribozomalni podjed-
notce a brani vytvoteni funkéniho komplexu 70S. Rezistence pozménénym cilem jsou

vzacné, ale obc¢as se mohou vyskytnout u E. faecium. (GOERING, a kol., 2016).

2.2.9 Chinolony a fluorochinolony
Chinolony jsou baktericidni latky, které brani replikaci bakterialni DNA. Dochézi

Kk tomu inhibici DNA gyrazy a topoizomeraz, které zajist'uji spravnou konformaci nukleové
kyseliny pfi replikaci (odstrafiuji a vytvareji nadSroubovicové uspofaddni DNA). Prvni ge-
neraci chinolonu tvoii kyselina nalidixova. Pouziva se proti enterobakteriim. Nasledujici ge-
nerace chinolont jsou fluorochinolony obsahujici fluor v poloze 6 chinolonového kruhu.
Tato substituce vede k lepsimu antibakterialnimu ucinku. Chinolony druhé generace, mezi
které patii ciprofloxacin a norfloxacin, jsou u¢inné proti Gram-negativnim bakteriim vcetné
pseudomonad a proti nékterym Gram-pozitivnim koktim. Moxifloxacin ze tfeti generace ma
oproti druhé generaci rozsifeny u¢inek na vétsi spektrum Gram-pozitivnich bakterii, je

ucinny i proti S. pneumoniae. (GOERING, a kol., 2016).
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Rezistence vii€i chinolonim muze byt kddovana chromozomem i plazmidem. Chro-
mozomem koédovana rezistence miize zpuisobit zménu cilovych enzymd, snizit propustnost
bunécné stény pro chinolony nebo umoznit eflux. Plazmidem zprostfedkovana rezistence je
spojena s tvorbou ochrannych bilkovin (Qnr proteintl) znemozujicich vazbu chinolond na

enzymy podilejici se na replikaci DNA. (GOERING, a kol., 2016).

Obrazek 7 Kyselina nalidixova
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2.2.10 Rifamyciny
Rifamyciny jsou baktericidni latky s velkou molekulou. Hlavnim zastupcem je rifa-

mpicin. Inhibuje syntézu mRNA tim, Ze se vaze na bakterialni RNA-polymerazu. DalSimi
zastupci jsou rifabutin a rifapentin s pomalej$im vylucovanim z organismu. Rifamyciny se
pouzivaji proti mykobakteriim a meningokokim. V kombinaci s dalsimi 1éky se mohou uzit
pii stafylokoky zptisobené endokarditidé umélé chlopné. Meningokoky i stafylokoky si mo-
hou snadno tvofit rezistenci k rifamycinim. (GOERING, a kol., 2016).

2.2.11 Sulfonamidy
Bakteriostaticky ucinek sulfonamidi je dan podobnosti s kyselinou para-aminoben-

zoovou (dale jen PABA), se kterou soutéZi o aktivni misto dihydropteroatsyntetazy. Dihyd-
ropteroatsyntetaza je enzym katalyzujici syntézu kyseliny tetrahydrofolové (forma kyseliny
listové, dale jen THFA). THFA je potfebna k syntéze purinovych a pyrimidinovych bazi.
K sulfonamidiim jsou primarné¢ citlivé Gram-negativni ty¢inky kromé pseudomonad. Mtize
k nim vznikat sekundarni rezistence zprostfedkovana plazmidem, kdy dochazi k tvorb¢ di-

hydropteroatsyntetazy s nizsi afinitou k sulfonamidim. (GOERING, a kol., 2016).

Obrazek 8 Schéma sulfonamidu Obrazek 9 Kyselina para-aminobenzoova
HZN@SOZNH_ HZN@COOH
Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni
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2.2.12 Trimethoprim a kotrimoxazol
Stejné jako sulfonamidy i trimethoprim znemoznuje syntézu THFA, ale trimetho-

prim v pozd¢jsim kroku jeji syntézy. Inhibuje dihydrofolatreduktazu. Pouziva se pfi infek-
cich mocovych cest, ptisobi proti Gram-negativnim ty¢inkam s vyjimkou pseudomonad. Re-
zistence mohou byt zptisobeny piitomnosti plazmidového genu pro tvorbu pozménéné di-

hydrofolatreduktazy. (GOERING, a Kol., 2016).

Trimethoprim se Casto uziva v kombinaci se sulfonamidy, v podobé napt. ko-
trimoxazolu (kombinace trimethoprimu a sulfamethoxazolu, nékdy byva psany také jako
co-trimoxazol). Kombinaci dvou bakteriostatickych latek mize pfi pouziti proti nékterym
bakteriim dojit k bakteriocidnimu u¢inku. Kmeny s rezistenci k sulfonamidim i k trimetho-

primu jsou zaroven rezistentni i ke kotrimoxazolu. (GOERING, a kol., 2016).

2.2.13 Lipopeptidy
Lipopeptidy pusobi baktericidné proti velkému spektru Gram-pozitivnich kokt

véetné MRSA a VRE. Svym inhibi¢nim vlivem na cytoplazmatickou membranu brani syn-
téze ATP a absorpci zivin. Polypeptid bacitracin inhibuje defosforylaci a regeneraci fosfoli-
pidového nosice, ¢imz zabranuje syntézy bunééné stény. Z ditvodu své toxicity se pouziva
pouze lokalné. K dalS§imu zastupci, daptomycinu, se rezistence vyskytuje jen vyjimecné.

(BENES, 2018).

2.2.14 Polymyxiny
Polymyxiny jsou cyklické polypeptidy s baktericidnim u¢inkem. JelikoZ obsahuji

kromé aminokyselin i mastnou kyselinu, fadi se nékdy mezi lipopeptidy. (BENES, 2018).
Jejich volné aminoskupiny narusuji strukturu a celistvost bunénych membran. Plisobi proti
velkému mnoZstvi Gram-negativnich bakterii kromé rodu Proteus. Z ditvodu jejich toxicity
se vétsinou pouzivaji jen lokalné. Mezi nejbéznéjsi zastupce patii kolistin (polymyxin E)

produkovany bakterii E. coli a polymyxin B. (GOERING, a kol., 2016).

2.2.15 Nitrofurantoin
Nitrofurantoin diky své lipofilni struktufe snadno pronika do prokaryot prostou di-

fuzi. Po priniku do bakteridlni buiiky se diky pfitomnosti bakteridlnich enzym (nitroreduk-
taz) redukuje nitroskupina nitrofurantoinu. To ma za nasledek tvorbu volnych radikala a
oxidaci bakterialnich makromolekul. Jelikoz se nitrofurantoin koncentruje v moci, ma vyu-
ziti predevsim jako mocové antiseptikum. Vzhledem k tomu, ze bakterie potfebuji ke svému
zivotu nitroreduktazy, se ziskana rezistence objevuje velmi vzacné. Aby rezistence vznikla,

musi dojit k mnoha zmé&nam, nestaci jedina mutace. Rezistentni ve vice nez 90 % byvaji
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zastupci rodu Proteus a druh P. aeruginosa, pomérné Casto se rezistence vyskytuje i u kleb-
siel. Citlivé byvaji Gram-pozitivni bakterie, dile z Gram-negativnich bakterii naptiklad

E. coli. (BENES, 2018).

Obrazek 10 Nitrofurantoin
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Zdroj: vlastni

2.3 Vznik a mechanismy rezistence

Bakterie se mohou vyznacovat dvéma typy rezistence. Primarni je pfirozena, 100 %
kmenii dané¢ho druhu je rezistentnich k urcité latce. Gram-negativni bakterie jsou primarné
rezistentni k velkym molekuldm, které neprojdou pfes jejich vnéjsi membranu. Druhym ty-
pem je sekundarni, ziskana rezistence, které mohou bakterie nabyt mutaci, konjugact,

transdukci nebo transformaci. (GOERING, a kol., 2016; JULAK, 2006).

Rezistence mohou bakterie docilit zménou cilové struktury plisobeni antibiotika, za-
branénim jeho priniku dovnitt do buiiky ¢i jeho neustalym aktivnim vypuzovanim ven z
buiiky (tzv. eflux) nebo inaktivaci antibiotika. (GOERING, a kol., 2016; JULAK, 2006).
Efluxni transmembranové pumpy se fadi mezi systémy aktivniho transportu. Je zndmych pét
skupin efluxnich systémii, jako zdroj energie vyuzivaji ATP, gradient kationtd H* nebo gra-
dient Na*/H*. (BENES, 2018).

Bakterie vyvinuly né€kolik molekularnich mechanismli pro vznik rezistentnich
kmeni. Jsou jimi chromozomalni mutace (napf. mutace PBP u S. pneumoniae), geny rezis-
tence umisténé na plazmidech ptfenaSenych konjugaci (napf. u enterobakterii) nebo geny re-
zistence na transpozonech. Pfenos DNA mezi bakteriemi jednoho druhu muze probihat po-
moci bakteriofagli s lyzogennim cyklem, n¢které bakterie jako S. pneumoniae dokazi pfi-
jmout DNA z okoli transformaci. (GOERING, a kol., 2016).

Exprese latek umoziujicich rezistenci (enzymi, pozménénych proteind, a dalSich)
vyzaduje urcité mnozstvi energie. Z toho dtvodu jsou rezistentni bakterie znevyhodnéné
Vv prostiedi bez antimikrobidlnich latek. Hendikep se miiZze projevit naptiklad pomalejSim

riistem v porovnani s citlivymi kmeny. (BENES, 2018).

41



2.4 Metody uréeni citlivosti bakterii na antimikrobialni latky

V laboratofi je mozné testovat citlivost bakterii pouze in vitro, tzv. ve zkumavce. Jde
o izolované testy, které poukazuji na chovani mikroorganismu mimo hostitele. Umoziuji
s urcitou pravdépodobnosti odhadnout vysledek 1é¢by antibiotiky a na zakladé tohoto zjis-
téni 1ékaf zvoli vhodnou latku k terapii. Testy na vySetieni citlivosti bakterii je mozné roz-
délit na difuzni a diluéni, které vyuzivaji fedéni latek. (GOERING, a kol., 2016) Zda je bak-
terie citliva, intermediarné (Castecné) citliva nebo rezistentni, se ur¢uje podle hrani¢nich

hodnot, tzv. breakpointtl. (BENES, 2018).

2.4.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test patfi mezi kvalitativni stanoveni citlivosti bakterie na antibio-
jako streptokoky se pouziva MH s piidavkem krve. (VOTAVA, a kol., 2010). Nasledn¢ se
na plotnu polozi disky z filtra¢niho papiru napusténé antibiotiky. Po 18 az 24 hodinéch kul-
tivace v termostatu se odecitaji priméry inhibi¢nich zon kolem disku, kde bakterie nerostou.
Kromé velikosti zony se posuzuje i jeji tvar a okraj. Pokud vykazuje deformaci, bakterie je
povazovana za rezistentni. Ohledné okraje zony se miiZze vyskytnout bud’ ostra hranice, nebo
pozvolny ptechod. Napiiklad aby byl S. aureus citlivy k benzylpenicilinu (penicilinu G),
musi byt zona inhibice vétsi nebo rovna 26 mm tvofit pozvolny okraj. Oproti tomu kmeny
enterokokt citlivé k vankomycinu vykazuji inhibi¢ni zénu vétsi nebo rovnu 12 mm s ostrym
ohrani¢enim. ~ (THE EUROPEAN COMMITTEE ON  ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING, 2018). Dalsi pouzivanou difuzni metodou je E-test, ktery
vyuziva testovaciho prouzku napusténého rostouci koncentraci antibiotika. Prouzek se po-
loZi na naockovany MH agar, po kultivaci vznikne inhibi¢ni zona v podobé kapky. V mistg,
kde protina testovaci prouzek, se na stupnici odecitd hodnota miniméalni inhibi¢ni koncen-

trace. (BENES, 2018; VOTAVA, a kol., 2003).

2.4.2 Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Pro kvantitativni zjisténi citlivosti bakterie na danou antimikrobialni latku se stano-

vuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (dale jen MIC). Jeji hodnota udéava nejmensi koncen-
traci latky, ktera zabrani makroskopickému rastu bakterie. (GOERING, a kol., 2016;
JULAK, 2006; VOTAVA, a kol., 2010). Jedna se o mikrodilu¢ni metodu, ktera vyuziva fe-
déni antimikrobialnich latek. Ke stanoveni se vyuzivaji mikrotitracni desticky s 96 jamkami.
Vsechny jamky obsahuji zivny bujon, ve 12 sloupcich jsou rizna antibiotika. V ramci 8

radkl se jednd o koncentrace antibiotik, které jsou sefazeny sestupné dvojkovou tadou.
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(GOERING, a kol., 2016; VOTAVA, a kol., 2010). V pravém hornim rohu (v jamce 12A)
se naléza kontrola ristu. Do pfipravené desticky se jehlovym inokulatorem aplikuje su-
spenze bakterii. Po kultivaci se vzdy odecita posledni jamka bez zékalu a bez sedimentu.

(VOTAVA, a kol., 2010).

2.4.3 Minimalni baktericidni koncentrace
Kromé MIC je mozné ziskat i hodnotu minimalni baktericidni koncentraci (dale jen

MBC), ktera vypovida o nejmensi koncentraci latky nutné k usmrceni bakterie. (JULAK,
2006). Zjistuje se vyockovanim médii s bakteriemi a riznymi koncentracemi antimikrobi-
alnich latek, kde pii uréovani MIC nedoslo k makroskopickému rastu bakterii. (BENES,
2018). V piipadg, ze je MIC mensi nebo rovna ¢tyinasobku MBC, 1ze testovanou latku ozna-

¢it za baktericidni. (BENES, 2018; VOTAVA, a kol., 2010).

43



3 VYBRANE ROSTLINY A JEJICH ANTIMIKROBIALNI
LATKY

Rostliny jsou vyznamnym zdrojem nepfeberného mnozstvi biologicky aktivnich 1a-
tek, které mohou mit medicinsky potencial. Tyto sekundarni metabolity pomahaji rostlinam
vV ochran¢ (pfed bylozravci, konkuren¢nimi rostlinami a mikroby) nebo mohou slouzit
k usnadnéni rozmnozovani (pfilakani opylovaci a pienase¢t semen). JAHODAR, 2011).
Mezi biologicky aktivnimi latkami rostlin najdeme i ty s antibakteridlnim, antivirovym a
fungicidnim uc¢inkem. (BARNES, et al., 2002; BUHNER, 2014; DITTRICH et
LEITZMANN, 1996; JAHODAR, 2011; RITTEROVA, 2018). Vyhodou pouzivéni rostlin
a extraktl z nich je to, Ze bakterie si na né nevytvaii rezistenci. Diivodem je komplexni smés
mnoha chemicky rtiznorodych latek obsazenych v rostlinach, které vzajemné pisobi syner-
gicky. (BUHNER, 2014; RITTEROVA, 2018). Napiiklad Gram-pozitivni bakterie byvaji
citlivé k inhibitorim hyaluroniddzy, mezi které patii latky obsaZené v trapatce tizkolisté

(Echinacea angustifolia). (BUHNER, 2014).

Na antibakteridlnich tcincich rostlin se podileji zejména fenolické latky
(BUTNARIU et BOSTAN, 2010), které mohou zaroven podporovat funkci imunity
(DITTRICH et LEITZMANN, 1996). Polyfenoly dokazou vytvaret vodikové a iontové
vazby s proteiny, napt. s enzymy nebo iontovymi kanaly. (JAHODAR, 2011). Mezi polyfe-
noly patii velké mnozZstvi sloucenin véetné fenolovych kyselin, hydroxyskoticovych kyselin
(kyselina kavova, kyselina ferulovd) a flavonoidi. Aby byly flavonoidy u¢inné proti bakte-

riim, musi byt ve vysoké koncentraci. (DITTRICH et LEITZMANN, 1996).

Ristu nékterych mikroorganismti brani také saponiny a thioglykosidy (glukosino-
laty). (DITTRICH et LEITZMANN, 1996). Saponiny maji antimikrobialni aktivitu diky
schopnosti reagovat s membranami a posSkozovat je. Thioglykosidy, chinolony a furanoku-
mariny se mohou vazat na proteiny a ménit jejich biologickou aktivitu. Antimikrobialné pa-
sobi 1 anthokyany. Oproti tomu alkaloidy slouzici rostlin€ jako ochrana pted pozienim ob-
ratlovci nemaji antimikrobialni Gi€inek. Lipofilni terpeny mohou ménit strukturu 1 vlastnosti
bun&énych membran. (JAHODAR, 2011). Sulfidy obsazené v &esneku piisobi proti nékte-
rym mikroorganismim a zaroven ovliviiuji imunitni systém. (DITTRICH et LEITZMANN,
1996).
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3.1 Bergenie tu¢nolista (Bergenia crassifolia L.)

Bergenie je vyuzivana v tradi¢nich asijskych medicinach k 1é¢bé kasle a horecky a
pro posileni imunity. (HENDRYCHOVA a TUMOVA, 2012; SHIKOV, et al., 2014). Mezi
hlavni obsahov¢ latky patii polyfenoly bergenin, norbergenin, katechin, kyselina gallova a
ellagova. Na biologickou aktivitu bergeninu maji vliv hydroxylové skupiny, bergenin pod-
glykosid arbutin. Antibakterialni a dezinfek¢ni G¢inky arbutinu zajist'uje jeho aglykon hyd-
rochinon. Arbutin se také vyznacuje schopnosti inhibovat syntézu melaninu v ktzi. Pfi
vyssich koncentracich v téle mize pisobit toxicky na jatra a ledviny. Izolovany bergenin ma
negativni vliv na rust E. coli. Extrakty z bergenie vykazuji inhibi¢ni ¢inky také proti stafy-
lokoktm a P. aeruginosa. (HENDRYCHOVA a TUMOVA, 2012). Podle Shikova et al.

(2014) ptisobi bergenie i proti enterokoktim, protetim.

Obrazek 11 Bergenin Obrazek 12 Arbutin
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Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

3.2 Cesnek sety (Allium sativum L.)

Rostlina se tradiéné vyuziva v lidovém lécitelstvi a Siroké uplatnéni ma i v kuchyni.
(DITTRICH et LEITZMANN., 1996; JAHODAR, 2011; RITTEROVA, 2018). Pouziva se
slozena rozpadava cibule (Allii sativi bulbus pulveratus). JAHODAR, 2011). Cesnek ma
antiseptické, bakteriostatické a antivirové ucinky. Pouziva se pfi akutnich i chronickych one-
mocnénich dychacich cest. Podporuje imunitu stimulaci fagocytdzy, proliferace lymfocyt
a tvorbou interferonu y. In vitro zvysuje aktivitu NK bun¢k a T-lymfocytt a produkcei cy-
tokinu jako IL-2 (interleukin-2). V in vivo testu na mysich u nich doslo k navyseni poctu B-
lymfocytd. (BARNES, et al., 2002).

V cibuli ¢esneku je z 0,1-0,36 % obsazena silice. (BARNES, et al., 2002). Nachazi
se vni sirné slouceniny odvozené od S-allyl-cysteinsulfoxidu, jako je napf. alliin.
(JAHODAR, 2011). Mezi produkty enzymatické reakce alliinu s allinizou patii allicin
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(diallyldisulfomonooxid), a dalsi diallyldisulfidy. Allindza se z bunék uvoliuje pfi jejich po-
Skozeni. Kondenza¢nim produktem allicinu je ajoen. Dal$imi latkami vyskytujicimi se

v ¢esneku jsou terpeny jako citral, geraniol, linalool a felandren. (BARNES, et al., 2002).

Antibakterialni ucinky ¢esneku zajistuje predevsim allicin. Pusobi na rody Staphy-
lococcus, Escherichia, Klebsiella, Proteus a dalsi. (BARNES, et al., 2002; RITTEROVA,
2018). Pusobeni allicinu odpovida piiblizn¢ 1 % Gcinku penicilinu, ale na rozdil od penici-
linu nemé vedlejsi uc¢inky. Biologicka aktivita prekurzort allicinu je vyznamné nizsi.
(DITTRICH et LEITZMANN., 1996). Pfesto samotny allicin proti rustu druhu Pseudomo-
nas aeruginosa nepusobi, ucinek se projevuji pouze pii pouziti silice obsahujici kromé alli-
cinu i diallyldisulfid. Cesnek inhibuje syntézu RNA u bakterii v prib&hu transkripce.
(BARNES et al., 2002). Ajoen dokaze inhibovat bunéénou komunikaci (tzv. quorum sens-
ing) pseudomonad, jejimz cilem je synchronizace exprese genti napf. pro rezistenci.

(JAKOBSEN et al., 2012).

Obrazek 13 Alliin Obrazek 14 Allicin
I
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NH, O lcl)
Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

3.3 Grapefruit (Citrus paradisi Macf.)

V grapefruitu se nachazi polyfenoly, flavonoidy, limonoidy, steroly a dalsi latky.
(CVETNIC a VLADIMIR-KNEZEVIC, 2004). Hydrofobni monoterpen limonen obsazeny
v grapefruitové silici ziskané ze slupky miize pisobit jako inhibitor efluxnich pump,
pfedevéim u S. aureus. Na inhibici eflexnich pump se rovnéz podili i furanokumariny.
Inhibi¢ni vliv samotné grapefruitové silice se projevuje az pii vyssich koncentracich, ale
v kombinaci s antibiotiky ptsobi uz pfi nizSich koncentracich. K tomu pravdépodobné
dochazi zminénou inhibici efluxniho mechanismu. (ABULROB, et al., 2004). Polyfenoly,
flavonoidy a limonoidy jsou rovnéZ zastoupeny v semenech grapefruitu. Hlavnimi obsaze-
nymi flavonoidy jsou naringin a naringenin. (CARDELLINA, 2012; CVETNIC a VLADI-
MIR-KNEZEVIC, 2004; KANMANI, et al., 2014; REAGOR, et al., 2002). Podle nékterych
autort se V semenech grepu nachazi i flavonoidni glykosid hesperidin. (CVETNIC a VLA-
DIMIR-KNEZEVIC, 2004; REAGOR, et al., 2002).
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Extrakt ze semen Citrus paradisi ma antibakteridlni a antivirové vlastnosti.
(CVETNIC a VLADIMIR-KNEZEVIC, 2004; JAISWAL, et al., 2019; REAGOR, et al.,
2002; SONG, et al., 2019). Pusobi na Siroké spektrum bakterii (rody Staphylococcus a En-
terococcus a P. aeruginosa), ale vyssi uc¢innost vykazuje proti Gram-pozitivnim bakteriim.
(CVETNIC a VLADIMIR-KNEZEVIC, 2004; REAGOR, et al., 2002). Podle Cvetni¢ a
Vladimir-Knezevice ptisobi na zminéné bakterie a na rody Streptococcus a Proteus bakteri-
ocidné, na E. coli bakteriostaticky. Extrakt ze semen grapefruitu poskozuje bunéénou mem-
branu bakterialni buiiky, coz vede ke smrti bakterie. (CVETNIC a VLADIMIR-KNEZEVIC,
2004; SONG, et al., 2019).

Obrazek 15 Naringenin
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Zdroj: vlastni

3.4 Hiebickovec vonny (Syzygium aromaticum L.)

Hiebickovec vonny neboli hiebi¢kovec kofenny se je béznym kotfenim, pouZzivaji se
nerozvinuté kvéty (Caryophylli flos) a silice (Caryophylli floris etheroleum), které je v kvét-
nich pupenech az 20 %. (JAHODAR, 2011). V silici jsou obsaZeny derivaty propenylfenolu
(eugenol a eugenylacetat) a seskviterpen B-caryophyllen. Pro farmaceutické ucely je hiebic-
kovec nejpouzivandjsi v zubnim Iékaistvi. (BARNES, et al., 2002; JAHODAR, 2011). Dal-
§imi latkami v silici jsou methylsalicylat, methyleugenol, benzaldehyd, methylamylketon a
a-ylangen. Ve hiebicku najdeme také kampesterol, kaempferol, rhamnetin, sitosterol a stig-
masterol. (BARNES, et al., 2002).

Hiebickovec drazdi kiizi a sliznice, coz muze byt zpisobeno pfitomnym eugenolem.
LDso hiebickové silice ¢ini 2,5 mg/kg télesné hmotnosti. Eugenol ma antiseptické, analge-
tické a lokalni anestetické Gc€inky. Je vyznamnym inhibitorem funkce trombocytl, proto
byva doporucovan pacientim s antikoagula¢ni 1é¢bou. (BARNES, et al., 2002). V kombi-
naci s penicilinem ptsobi synergicky. (YADAV, et al., 2013). Podili se na antibakterialnich
vlastnostech hiebi¢kovce. Hiebickovec je ucinny proti S. aureus, S.pyogenes, E. coli,

K. pneumoniae a P. aeruginosa. (NZEAKO, et al., 2006).
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Obrazek 16 Eugenol
HO
Zdroj: vlastni

3.5 Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata L.)

Jitrocel kopinaty je tradi¢ni rostlinou pouzivanou v lidovém léc€itelstvi, 1ékopisnou
surovinou je list (Plantaginis folium). (JAHODAR, 2011). Z lista se ziskavaji slizy, flavo-
noidy, fenolové kyseliny a iridoidni glykosidy vcetné aukubinu. (BARNES, et al., 2002;
JAHODAR, 2011). Piibuzny jitrocel vétsi (Plantago major L.) obsahuje z fenolickych ky-
selin kyselinu salicylovou, kyselinu p-hydroxybenzoovou, kyselinu gentisovou, kyselinu sy-
ringovou, kyselinu skoficovou, kyselinu kavovou, kyselinu p-kumarovou, kyselinu ferulo-
vou, kyselinu chlorogenovou a kyselinu neochlorogenovou. Mezi flavonoidy jsou zastou-
peny apigenin, baikalin, baikalein, skutelarein, homoplantaginin, nepitrin, luteolin a hispi-
dulin. (BARNES, et al., 2002).

Jitrocel kopinaty se pouziva jako bronchodilatans (rozsituje prudusky) a obsazené
S. aureus a zaroven ma hepatoprotektivni u¢inky. Jitrocel se vyznacuje nizkou toxicitou,
nadmérné davky mohou puisobit projimavé a snizovat krevni tlak. (BARNES, et al., 2002).
Vykazuje inhibi¢ni aktivitu proti S.aureus, S.pyogenes, K. pneumoniae, P.vulgaris a
P. aeruginosa. (KOVAC, et al., 2015).

Obrazek 17 Aukubin Obrazek 18 Kyselina skoFicova

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

3.6 Kalost lu¢ni (Geranium pratense L.)
Rod Geranium produkuje silice obsahujici monoterpeny (geraniol, citronelol), se-

skviterpeny, polyfenoly kyselinu ellagovou, ellagotaniny, gallotaniny, flavonoidy a
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flavonoidni glykosidy. Tyto latky se podileji na bakteriostatickém a fungicidnim tc¢inku ka-
kostu. (JAHODAR, 2011). Extrakt z kakostu inhibuje rtist Gram-pozitivnich bakterii
(zejména S. aureus) a P. aeruginosa. (BURAKOVA, et al., 2012). Geraniol zvySuje Géin-
nost beta-laktamovych antibiotik, chinolont a chloramfenikolu proti multirezistentnim bak-
teriim. Synergické plsobeni geraniolu s nékterymi antibiotiky muize byt dano jeho schop-
nosti inhibovat urcité efluxni pumpy. (LORENZI, et al., 2009). Citronelol podle LOPEZ-
ROMERA et al. (2015) zvySuje hydrofilni vlastnosti bakterialni bunééné membrany, naru-
Suje jeji integritu a pusobi baktericidné pro S. aureus a E. coli. Antibakterialni u¢inek ma
také ellagotanin geraniin (LIS-BALCHIN, 2004), ktery pusobi proti S. aureus a E. coli.
(CHENG, et al., 2016).

Z flavonoidnich glykosidu jsou zastoupeny glykosidy kvercetinu, kaempferolu a my-
ricetinu. (AKDEMIR, et al., 2001; KUPELI, et al., 2007). Flavonoidy a jejich derivaty se
funkci imunity. (KUPELL, et al., 2007). Rod Geranium je vyznamnym inhibitorem efluxnich
pump u MRSA a zvySuje ucinnost ciprofloxacinu a norfloxacinu. (BUHNER, 2014).

Obrazek 19 Geraniol Obrazek 20 Citronelol
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Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

3.7 LichoreriSnice vétsi (Tropaeolum majus L.)

Lichoftefi$nice se pouziva pii lécb¢é onemocnéni traviciho a mocového systému a dy-
chacich cest, podporuje vykaslavani. JAKUBCZYK, et al., 2018; RITTEROVA, 2018). Ma
antiseptické, antibakteridlni, antivirové, antifungdlni a antiprotozoalni (proti prvokiim)
ucinky. V andské lidové medicing se pouZzivala pti 1é¢b€ onemocnéni plic a pradusek. (JA-

KUBCZYK, et al., 2018).

V semenech lichofefi$nice vétsi se naléza thioglykosid glukotropeolin s bakteriosta-
tickym u¢inkem. (JAHODAR, 2011; JAKUBCZYK, et al., 2018; JURCA, et al., 2018). Cast
glukotropeolinu se vysuSenim rozklada, proto maji nejvétsi ucinek Cerstvé rostliny. (JA-
KUBCZYK, et al., 2018). Hlavnimi fenolickymi kyselinami v Tropaeolum majus jsou ky-
selina p-kumarova, kyselina kavova a kyselina gallova. Prevladajicimi flavonoidy jsou ka-

techin, epikatechin, luteolin a kvercetin. (JURCA, et al., 2018). Chemické slozeni extrakti
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z rostliny se 1isi v zavislosti na pouzité ¢asti rostliny, zplisobu a misté péstovani a barveé
kvéth. Kvéty obsahuji anthokyaninova barviva, kaempferol, kvercetin, kyselinu chlorogeno-
vou, myricetin a derivaty kyseliny hydroxyskoficové. V listech a semenech lichofefiSnice se
nachazi flavonoidy (derivaty kvercetinu a kaempferol), thioglykosidy (glukotropeolin, sina-
Ibin) a tetracyklické triterpeny kukurbitinu. (JAKUBCZYK, et al., 2018).

Glukotropeolin se ve vodé rozklada na sirnou slouceninu benzylisothiokyanat, ktery
ma antiseptické a antibiotické vlastnosti. (BUTNARIU et BOSTAN., 2010; JAKUBCZYK,
et al., 2018). Benzylisothiokyanat se koncentruje v moci, kde muze inhibovat pfipadny rist
bakterii. JAKUBCZYK, et al., 2018). Pusobi synergicky s béznymi antibiotiky a zesiluje
jejich Gcinek zvySenim propustnosti bakterialni membrany. Zaroven snizuje metabolickou
aktivitu P. aeruginosa. Extrakt z kvétu lichofetisnice ma slaby antibakterialni ucinek na
S. pneumoniae a S. pyogenes. (JURCA, et al., 2018). Podle n¢kterych autorti pusobi lichote-
fiSnice proti S. aureus, E. coli a P. aeruginosa. (BUTNARIU et BOSTAN., 2010). Nejsil-
néjsi antibakterialni uc¢inek maji listy. Extrakty z lichofefi$nice jsou uc¢inné proti bakteriim

rezistentnim na sulfonamidy. (JAKUBCZYK, et al., 2018).

Obrazek 21 Glukotropeolin Obrazek 22 Benzylizothiokyanat
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3.8 Medvédice lékarska (Arctostaphylos uva-ursi L.)
Pro farmaceutické tcely se sbiraji listy (Uvae ursi folium), které mohou obsahovat
az 8 % fenolového glykosidu arbutinu a 20 % tiislovin. Rostlina ma bakteriostaticky ucinek,

&ehoz se vyuziva pfi zandtech modovych cest. (JAHODAR, 2011).

Medvédice 1ékaiska obsahuje také flavonoidy (myricetin a kvercetin) a od nich od-
vozené glykosidy (hyperin, isokvercitrin, myricitrin a kvercitrin). Z iridoida jsou obsazeny
asperulosid a monotropein. V rostlin¢ se nalézaji také chinony jako hydrochinon, p-metho-
xyfenol a jiz zminény arbutin ¢i jeho derivat methyl-arbutin. Dal§imi obsaZzenymi slozkami

jsou silice a kyselina chinova. (BARNES, et al., 2002).

50



Za antiseptické u¢inky medvédice je zodpovédny hydrochinon a jeho derivaty. In
vitro vykazuje extrakt z medvédice antimikrobialni ucinek proti S. aureus, E. coli a dalsim
bakteriim. Antibakterialni G¢inky zajistuje piedevS§im arbutin, ale i dalsi derivaty hyd-
rochinonu. Minimalni inhibi¢ni koncentrace arbutinu se pohybuje mezi 0,4 az 0,8 % roztoku.
Zavisi na druhu testované bakterie a na aktivité jejiho enzymu B-glukosidazy. Pti Stépeni
arbutinu B-glukosiddzou dochazi k tvorbé hydrochinonu a jeho koncentraci v moc¢i. Nejvyssi
enzymaticka aktivita B-glukosidazy byla zjisténa u rodu Enterobacter, Klebsiella a Strepto-

cvwvr

tento efekt zjistén. (BARNES, et al., 2002).

Obrazek 23 Hydrochinon Obrazek 24 p-methoxyfenol
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3.9 Tymian obecny (Thymus vulgaris L.)

Tymian obecny, znamy také jako matetidouska tymian, se vyznacuje tvorbou silic.
(BARNES, et al., 2002; JAHODAR, 2011; RITTEROVA, 2018). Silice obsahuji monoter-
peny jako je fungicidni thymol, dale cineol a karvakrol. V rdmci druhi se mohou vyskytovat
rizné typy s odlisnym slozenim silice. Sbira se kvetouci nat’ (Thymi herba), dalsi 1ékopisnou
surovinou je silice (Thymi etheroleum). (JAHODAR, 2011). V rostliné dale najdeme p-cy-
men, y-terpinen, linalool a thujan-4-ol. Z flavonoidu jsou zde zastoupeny cirsineol, 8-met-
hoxycirsineol, thymonin a eriodiktyol. V tymianu se vyskytuji také kyselina kavova, kyse-

lina rozmarynova, saponiny a tfisloviny. (BARNES, et al., 2002).

Tymian ma baktericidni ucinky. Antibakterialné, antifungalné a anthelminticky
(proti ¢erviim) pusobi thymol. Antifungalni G¢inek ma také karvakrol a tymianova silice.
morfonukleard. Tymianova silice miize drazdit kiizi a sliznice, ve vétSich davkach je toxicka.
(BARNES, et al., 2002). Tymian puasobi proti S. aureus, S. pyogenes, E. coli a P. aeru-
ginosa. (NZEAKO, et al., 2006). Podle Ritterové (2018) inhibuje rtst klebsiel a Mycobacte-
rium tuberculosis. Tymian narusuje funkci efluxnich pump MexAB-OprM u Gram-negativ-
nich bakterii, Mrs(A) u MRSA a Tet(K) u E. coli. Ohledn¢ MexAB-OprM dokaze inhibovat
1jeji genovou expresi. Diky tomu zvySuje v bakteriich koncentraci pouzitych antibiotik jako
beta-laktamu, tetracyklini, chloramfenikold, makrolidid a fluorochinolont. Tymian
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v kombinaci s tetracyklinem snizuje MIC tetracyklinu pouzitého proti rezistentnim bakte-
riim vice nez 30krat. (BUHNER, 2014).

Obrazek 25 Thymol Obrazek 26 Karvakrol
OH HO
Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

3.10 Zazvorovnik lékaisky (Zingiber officinale Rosc.)

Zazvorovnik, nékdy nazyvany jen zdzvor, se pouzZiva jako zelenina nebo koteni. Vy-
uziva se oddenek (Zingiberis rhizoma), ze kterého se ziskava skrob a silice. (JAHODAR,
2011; RITTEROVA, 2018). Vsilici jsou obsazeny predev§im zingiberen a kurkumen
(BARNES, et al., 2002; JAHODAR, 2011), dale B-bisabolen, zingiberol, felandren, p-se-
skvifelandren, B-seskvifelandrol (cis a trans), geraniol a linalool (BARNES, et al., 2002).
Zazvor také obsahuje gingeroly a jejich derivaty shogaoly a zingeron (dehydrované deri-

vaty), 1-dehydrogingerdion a kyselinu 6-gingesulfonovou. (BARNES, et al., 2002).

vvvvv

1éebé osteoartritidy nebo revmatoidni artritidy. Castéji se vyuziva pii zazivacich potizich,
pfi nevolnosti a zvraceni. Zazvorovnik také vykazuje antimikrobidlni u¢inky. Obsazené se-
skviterpeny (pfedev§im B-seskvifelandren) ptisobi in vitro proti rhinovirim zpisobujicim
rymu. (BARNES, et al., 2002). V kombinaci s aminoglykosidy a n¢kterymi dal§imi antibio-
tiky ucinkuje zdzvor synergicky, zvySuje jejich G€innost zvySenim permeability bunécné
stény bakterii a inhibici efluxnich pump. Zaroven pisobi proti stafylokokim, E. coli, K. pne-
umoniae, a P. aeruginosa. (BUHNER, 2014). Rostlina se vyznacuje nizkou toxicitou. Pti
pouziti gingerolu a shogaolu proti bakterii Salmonella typhimurium (kmeniim TA100 a
TA1535) se projevuje jejich mutagenni efekt. Zingeron naopak mutagenni aktivitu potlacuje.
(BARNES, et al., 2002).

Obrazek 27 6-gingerol Obrazek 28 Zingeron
7 I
A /ODN\
HO HO
Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni
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PRAKTICKA CAST

4 CIL A UKOLY PRACE

Hlavnim cilem je zjistit, zda maji extrakty z deseti vybranych rostlin antibakterialni

ucinnost proti nékterym Gram-pozitivnim a Gram-negativnim bakteriim in vitro.
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5 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1. Jaka je kvalitativni u¢innost rostlinnych extraktti v difuznich testech?

2. Jaka je kvantitativni Gi¢innost extraktli stanovena metodou MIC a MBC?

3. Ma ucinnost tinktur néjaké souvislosti s u¢innosti bézné pouzivanych antibiotik na
konkrétni bakterie?

4.  Jaké jsou koncentrace polyfenolt a flavonoidi v testovanych tinkturach?

5. Existuje vztah mezi obsahem fenolickych latek v tinktufe a ovlivnénim rastu, mno-

zeni nebo Zivotaschopnosti konkrétnich druha bakterii?
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6 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

6.1 Bakterie

Pro testy bylo pouzito sedm kmenti Gram-pozitivnich a ¢tyti kmeny Gram-negativ-
nich bakterii. Vzorky byly izolovany z biologického materialu pacientt (nejéastéji z vytéra
krku / nosu / pochvy / rekta, z moci, krve nebo stolice. Ve skupiné¢ Gram-pozitivnich kok
byly stafylokoky (S. aureus véetné MRSA a S. epidermidis), streptokoky (S. pyogenes,
S. agalactiae, S. pneumoniae) a enterokoky (E. faecalis, E. faecium). Mezi Gram-negativ-

nimi ty¢inkami byly E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis a P. aeruginosa.

6.2 Rostlinné tinktury
Proti bakteriim bylo pouzito deset primysloveé vyrabénych rostlinnych tinktur (By-
linné kapky, s.r.0., Ceska republika). P&t extrakti obsahovalo 40% ethanol a dalsich p&t smés

40% ethanolu s glycerolem v poméru 2:1.

— LichorefiSnice (plod) — lihovy extrakt z plodu lichofefi$nice vétsi, s obsahem susiny
extraktu 37 mg v 60 kapkach tinktury

— Jitrocel kopinaty — lihovy extrakt z listu jitrocele kopinatého, s obsahem susiny ex-
traktu 195 mg v 60 kapkach tinktury

— Kakost luéni — lihovy extrakt z naté¢ kakostu lu¢niho, s obsahem suSiny extraktu 62
mg Vv 60 kapkach tinktury

— Tymian — lihovy extrakt z naté tymianu obeckého, s obsahem susiny extraktu 290
mg Vv 60 kapkach tinktury

—  Cesnek sety — lihovy extrakt z cibule Sesneku setého, s obsahem susiny extraktu 333
mg Vv 60 kapkach tinktury

— Medvédice — lihoglycerolovy extrakt z listu medvédice 1ékaiské, s obsahem susSiny
extraktu 221 mg v 60 kapkach tinktury

— Bergenie — lihoglycerolovy extrakt z oddenku a listu bergenie tuc¢nolisté, s obsahem
susiny extraktu 54 mg v 60 kapkach tinktury

— Grapefruit (Grep) — lihoglycerolovy extrakt ze semen grapefruitu, s obsahem su-
Siny extraktu 133 mg v 60 kapkach tinktury

— Hiebi¢kovec — lihoglycerolovy extrakt z kvétu hiebickovce vonného, s obsahem su-

Siny extraktu 218 mg v 60 kapkach tinktury
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Zazvorovnik (Zazvor) — lihoglycerolovy extrakt z oddenku z&zvorovniku 1ékar-

ského, s obsahem sus$iny extraktu 11 mg v 60 kapkach tinktury

6.3 Antibiotika

Pro difuzni test byly pouzity disky filtracniho papiru napusténého antibiotikem 0 ve-

likosti 6 mm (OXOID, Velka Britanic).

Antibiotické disky pouZité proti stafylokokum: Cefoxitin (30 pg), Erytromycin
(15 pg), Klindamycin (2 pg), Tetracyklin (30 pg), Kotrimoxazol (Trimethoprim/Sul-
famethoxazol 1:19, 25 ug), Gentamicin (10 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Chloramfeni-
kol (30 ug), Tigecyklin (15 pg), Linezolid (10 pg), Rifampicin (5 pg)

Antibiotické disky pouZité proti streptokokiim: Penicilin G (1 unit), Oxacilin
(1 png), Erytromycin (15 pg), Klindamycin (2 pg), Tetracyklin (30 pg), Kotrimoxazol
(Trimethoprim/Sulfamethoxazol 1:19, 25 pg), Moxifloxacin (5 ug)

Antibiotické disky pouZité proti enterokokim: Ampicilin (2 pg), Tetracyklin
(30 pg), Vankomycin (5 pg), Teikoplanin (30 pg), Linezolid (10 pg), Tigecyklin
(15 pg), Gentamicin (30 pg)

Antibiotické disky pouZité proti Gram-negativnim ty¢inkam: Amoxicilin/Klavu-
lanat (30 pg), Ampicilin (10 pg), Gentamicin (10 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Pipera-
cillin/Tazobaktam (36 pg), Cefotaxim (5 pg), Cefepim (30 pg), Imipenem (10 pg),
Meropenem (10 pg), Amikacin (30 ug), Tigecyklin (15 ug), Ceftazidim (10 ug), Nit-
rofurantoin (100 pg), Kotrimoxazol (Trimethoprim/Sulfamethoxazol 1:19, 25 ug),
Norfloxacin (10 pg), Cefuroxim (Cefuroxime Sodium, 30 pg)

Antibiotické disky pouzité proti pseudomonadam: Piperacillin/Tazobaktam
(36 pg), Ceftazidim (10 pg), Gentamicin (10 pg), Ciprofloxacin (5 ug), Imipenem
(10 pg), Meropenem (10 ug), Amikacin (30 pg), Kolistin (10 pg), Cefepim (30 ug)
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7 METODIKA PRACE

7.1 Difuzni test

Jednou z pouzitych metod pro zjisténi ucinku rostlinnych extraktd in vitro byl jam-
kovy difuzni test. Jamkovy difuzni test je obdobou bézn¢ pouzivané¢ho diskového difuzniho
testu, ktery vyuziva disky filtraéniho papiru napusténého antibiotiky. (KOPECKA, a kol.,
2017). MH agar ve dvou Petriho miskach byl rovnomérné nao¢kovan suspenzi vybraného
bakterialniho kmenu ve fyziologickém roztoku, zakal suspenze ¢inil 0,5 dle stupnice McFar-
landa. Nasledn¢ bylo v kazdé Petriho misce vyfiznuto korkovrtem do agaru pét jamek pro
rostlinné tinktury a jedna pro odpovidajici kontrolni roztok — ethanol nebo lihoglycerol. Do
kazdé jamky bylo napipetovano 100 pL tinktury nebo kontrolniho roztoku. Po kultivaci tr-
vajici 18 az 24 h v termostatu pii 37 “C se méfila velikost (pramér) vzniklych inhibi¢nich
z0On véetné jamky o priméru 9 mm. Za extrakty s antibakterialnim u¢inkem byly povazovany
tinktury s inhibi¢ni zonou vEtsi nez onéch 9 mm. V této zon€ zadné kolonie bakterii nerostly.
V okoli jamek s kontrolnimi roztoky rostly kolonie bez omezeni, ¢imz bylo mozné vyloucit
vliv 40% ethanolu i jeho smési s glycerolem na rist a mnozeni bakterii. Pro kultivaci strep-

tokoki byl pouzit termostat s vyssi tenzi oxidu uhli¢itého (a to 1 u nésledujicich testi MIC a

MBC).

7.2 Zjisténi minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pro ur¢eni maximalni koncentrace kontrolnich roztokti ethanolu a lihoglycerolu,
které nemaji vliv na bakterie, byl vzdy do prvni jamky ve sloupci v mikrotitra¢ni desti¢ce
napipetovan jeden z téchto roztokl po 100 pL. Do prvni jamky Vv dal$im sloupci se napipe-
tovalo 100 pL destilované vody. Do nésledujicich fadki pfiSlo 100 pL zminénych latek na-
fedénych bujonem v poméru 1:1, dale se snizovala koncentrace pouZzitych roztoka dvojko-
vym fedénim az do fedéni 1:127. Jamky byly inokulovany suspenzi S. epidermidis a inku-
bovany do druhého dne v termostatu pti 37 °C. V jamkach s ethanolem i destilovanou vodou
rostly bakterie pfi stejném tedeéni (25 % latky, 75 % bujonu). Z toho bylo mozné usoudit, ze
vliv méla piedevs§im koncentrace bujonu potiebného pro rust bakterii. Roztok lihoglycerolu
o koncentraci 25 % mél inhibi¢ni vliv na bakterie. V nasledujici jamce s 12,5% roztokem
rostl S. epidermidis bez viditeIného omezeni rustu. Z toho divodu byla nasledné pro MIC

pouzita vychozi koncentrace 12 % testované latky (a 88 % bujonu).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace se zjistovala v mikrotitracni desticce s 96 jamkami
rozdélenymi do 12 sloupct a 8 tadki. VSechny jamky obsahovaly 100 uL vysledného
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roztoku, do sloupcti 1 az 10 byly napipetovany tinktury s bujonem, 11. sloupec slouzil pro
ethanol s bujonem a ve 12. byl lihoglycerol s bujonem. VSechny roztoky v prvnim fadku
obsahovaly 12 % tinktury nebo kontrolniho roztoku a zbytek (88 %) byl doplnén bujonem.
Koncentrace v nasledujicich tadcich byly vysledkem dvojkového fedéni. Nasledné byly
jamky inokulovany suspenzi bakterii pomoci jehlového inokulatoru. Druhy den (po inkubaci
18 az 24 h v termostatu pii 37 “C) byla vyhodnocena MIC jako posledni jamka ve sloupci

s ¢irym mediem a bez sedimentu.

7.3 Zjisténi minimalni baktericidni koncentrace

Jamky, které byli vyhodnoceny jako hodnota MIC, a jim pfedchazejici jamky, byly
vyockovany na tuhé médium v Petriho misce. Pro Gram-pozitivni koky byl pouzit krevni
agar (dale jen KA), pro Gram-negativni ty¢inky Endiv agar (dale jen ENDO). Nasledovala

inkubace 18 az 24 hodin v termostatu pii 37 °C, po které se hodnotil nartst kolonii.

7.4 Stanoveni koncentrace polyfenolii v rostlinnych extraktech

Stanoveni koncentraci polyfenolii probéhlo z kapacitnich divoda a kvili opakova-
nému méfeni V nékolika mikrotitraénich desti¢kach. Ve dvou sloupcich byly rizné koncen-
trace kyseliny gallové (SIGMA-ALDRICH, Né¢mecko) ve dvojkovém fedéni, jakozto stan-
dardu pro stanoveni kalibra¢ni kiivky. Vychozi roztok kyseliny gallové byl ptipraven o kon-
centraci 0,727 g/L. V nasledujicich sloupcich byly vzdy tii jamky pro blank (vzorek bez ¢i-
nidla) a tfi jamky pro zkoumany vzorek (s ¢inidlem). Nékteré rostlinné tinktury musely byt
po prvnim méfeni nafedény a znovu analyzovany z diivodu vysoké koncentrace polyfenoli.
Za vzorky byly povazovény tinktury, bylo k nim provedeno i shodné¢ métfeni kontrolnich
roztokl (ethanolu, lihoglycerolu a jejich koncentraci odpovidajicich koncentracim nated¢-
nych tinktur). Tim bylo mozné zhodnotit a odecist jejich vliv na zjisténou koncentraci poly-

fenolu.

Podle rozloZeni standardu, vzorki a kontrolnich roztoki bylo do kazdé jamky napi-
petovano 10 pL kyseliny gallové (v dubletu v odpovidajicich koncentracich), tinktury, roz-
toku ethanolu nebo lihoglycerolu. Do jamek pro blank bylo pfidano 100 pL destilované
vody, do ostatnich jamek 100 uL Folin-Ciocalteuova fenolového cinidla (SIGMA-AL-
DRICH, USA). Po pétiminutové inkubaci bylo do vSech jamek pfidano 100 uL nasyceného
roztoku uhli¢itanu sodného (PENTA, Ceska republika). (ZLOCH, a kol., 2004). Tomu od-
povida roztok uhli¢itanu sodného 0 koncentraci 22 %. (PENTA, 2010). Béhem

desetiminutové inkubace doslo v jamkach s ptitomnosti polyfenold k redukci molybdenu na
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molybdenovou modf. Absorbance roztokli v mikrotitratnich destickdch byla stanovena
fotometricky pfi vinové délce 620 nm na pfistoji MRX Il (DYNEX TECHNOLOGIES,
Némecko). (ZLOCH, a kol., 2004).

Nasledn¢ podle koncentrace roztoki kyseliny gallové a jejich absorbanci byla
vytvoiena kalibra¢ni kiivka. Z ni se pomoci nésledujiciho vzorce vypocetly koncentrace

polyfenoll Vv rostlinnych tinkturch.

_ A+ 0,0127
T 6,0741
¢ - koncentrace, A - absorbance

7.5 Stanoveni koncentrace flavonoidu v rostlinnych extraktech
Koncentrace flavonoidil v rostlinnych tinkturach se stanovovala obdobnym zpiso-
bem (rozmisténi standardu a vzorkd v mikrotitraénich destickach) jako pii méteni polyfe-
nold. Jako standard byl pouzit katechin (SIGMA-ALDRICH, Némecko), vychozi roztok byl
0 koncentraci 0,276 g/L. Do jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 5 pL standardu
nebo vzorku. Do jamek pro blank bylo pfidano 40 pL destilované vody, do ostatnich 20 puL
5% roztoku dusitanu sodného (PENTA, Ceska republika). Po pétiminutové inkubaci bylo do
jamek s dusitanem ptidano 20 pL 10% roztoku siranu hlinitého (PENTA, Ceska republika)
a obsah jamek byl pipetou promichdn. Po dalSich péti minutach bylo do vSech jamek napi-
petovano 150 uL 1 M roztoku hydroxidu sodného (PENTA, Ceska republika) a 100 pL de-
stilované vody, roztoky v jamkach byly opét promichany. Po 15 minut trvajici inkubaci se
zm¢fila absorbance na ptistroji MRX II (DYNEX TECHNOLOGIES, Némecko) pii vinoveé
délce 490 nm s pouzitim referen¢niho filtru nastaveného na 620 nm. (ZLOCH, a kol., 2004).

Z absorbanci roztokd katechinu a jejich znamych koncentraci byla sestrojena
kalibra¢ni kiivka. Koncentrace flavonoida v rostlinnych tinkturach byly vypocteny podle

nasledujiciho vzorce.

_ A—0,0096
©= 722001

¢ - koncentrace, A - absorbance
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8 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

8.1 Vysledky difuznich testi

V nasledujicich tabulkéach jsou uvedeny vysledky difuznich testii pro antibiotika a
pro pouzité rostlinné tinktury. Kompletni tabulky s velikosti inhibi¢nich z6n kolem antibio-
tickych diskd jsou uvedeny v piiloze &. 2. Cisla v tabulkach vedle nazvt bakterii vyjadiuji

oznaceni testovanych zastupcti z daného druhu.

Tabulka €. 1. Vysledky difuznich testi u stafylokoki

Diskovy difuzni test - ATBE Jamkovy difuzni test [mm)
= &

. AR REE 2|2 o |
Bawerie | 121 215\5\21812|5|2 5|2 |21 |52 |2 |22
HEHEHHE R EE HHEEHEHEEE

= R R R T R - R R = =R - R R =l -
Ljecjc|c|Cc|(C|C|-|[-|-]-|-19|10f 222|235 2)|a([21|92

2 2le|cjicjc|c|C| -] - 19020 3(30) 9 (239
% IJe|c|Cc|Cc|C|C| - - - @ I5(14|20] @ [32) @ | 9 [24]| 9
&g L JC|C|C|C|(C|C|C|-|-]|-|-01%|9|9|2L]| 2|34 9| a([25]9
ijc|c|c|Cc|(Cc|C|C|(C|C|C|[C)o|a|[o|20]a|32)9|a([22]2
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- Z|E|R|R|C|(C|C|E|(C|C|C|C)e|12[11|19] @ [32| 2| 9 ([25]| 9
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C citlivy kmen

B rezmstentni kmen
- netestovano

Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni

naméfené hodnoty

Z tabulky ¢. 1 vyplyva, Ze testované kmeny S. aureus kromé¢ MRSA byly citlivé (C)
k cefoxitinu, erytromycinu a klindamycinu. Ke kotrimoxazolu a gentamicinu byly citlivé
vsechny kmeny zlatého stafylokoka. Ke chloramfenikolu, tigecyklinu, linezolidu a rifampi-
cinu jevily citlivost v§echny testované kmeny stafylokoku. S. epidermidis byl ve vétsing tes-
tovanych ptipadu rezistentni (R) k cefoxitinu, erytromycinu, klindamycinu, kotrimoxazolu,

gentamicinu a ciprofloxacinu. Z rostlinnych tinktur se projevil t¢inek u medvédice,
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hiebickovce a tymianu proti vSem stafylokoklim. Inhibi¢ni zony zaujimaly velikosti kolem
jamek minimaln¢ 19 mm. ,,Nejcitlivéjsim“ kmenem byl S. epidermidis, proti kterému ptiso-
bily i extrakty z jitrocele, kakostu a bergenie (kromé jednoho piipadu z péti, kdy kolem
jamky s bergenii doslo pouze ke snizeni mnozstvi a velikosti kolonii). U Zadného s testova-
nych druhi stafylokokli nebyl zaznamenan Uc¢inek pfi pouziti extraktii z lichofefiSnice,

¢esneku, grapefruitu a zazvoru.

Tabulka €. 2. Vysledky difuznich testii u streptokoku

Diskovy difuzni test - ATB Jamkovy difuzni test [mm]
&
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C citlivy kmen
B rezistentni kmen
I intermediarmé citlivy kmen

- netestovano
Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni

naméfené hodnoty

Tabulka €. 2 znédzoriiuje citlivosti streptokokti zjisténé difuzni metodou. VSechny
kmeny S. pyogenes byli citlivé k penicilinu G, erytromycinu i klindamycinu. S vyjimkou
jednoho intermediarné citlivého kmenu (I) S. agalactiae byly vsechny dalsi kmeny tohoto

druhu citlivé k penicilinu G. Kmeny S. pneumoniae se vyznacovaly citlivosti k penicilinu G
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a k oxacilinu, jeden kmen byl rezistentni vaci erytromycinu, klindamycinu a tetracyklinu.
Jeden z testovanych kmenti pneumokoki vykazoval rezistenci ke kotrimoxazolu. Nejnizsi
ucinnost rostlinnych tinktur (jak v poctu pusobicich extraktd, tak ve velikosti inhibi¢nich
z6n) byla zaznamenana u S. agalactiae. Proti zminénému druhu ptsobily jen medvédice a
hiebickovec. Na rust S. pyogenes mély vliv tinktury z hiebickovce, medvédice a tymidnu.
Nejvice extraktl mélo ucinek na S. pneumoniae, nejveétsi inhibi¢ni zony vznikly u hiebic-
kovce, medvédice a tymidnu. Zony inhibice se také vytvorily pii pouziti kakostu a jitrocele
u nékterych zastupct i kolem jamky s extraktem z bergenie. VSechny jamky s ¢esnekovou
tinkturou (pfi testovani pneumokok) byly lemovany tzkou, ale vyraznou inhibi¢ni zénou.

U dvou ze Sesti testovanych pneumokoki se projevil i nepatrny vliv lichofetisnice.

Tabulka €. 3. Vysledky difuznich testii u enterokokii

Diskovy difuzni test - ATB Jamkovy difuzni test [mm]
&
HRHEHHHHEEEHEEEEE
EIE S E HEFIE S E
) IJCc|R|C|C|C|C @l o915 (209 |2|15| 2
'-E 2jcjcjc|jc|(Cc|C|-ye|(|of[15|o|192| 2|9 ([15]|9
E IJC|R|C|C|C|C|(Cyo || o |11|%|20)9|9(|[15]|%
::‘ 4 JC|R|C|C|(C|C|(Ryo| 9|9 |12|9|18| 9|9 ([15]|%
SJCclRr|CcjCclc|c|{Cyo|2|o|l0]o|10)a]|o[15]9
IJRE|C|E|C|C|C @l o916 (26| 0|23 |17| 2
E Z|R|C|BE|R|[C|C| -y %[ 9|17 2|26) 9|9 |[20]%
E IJRE|R|E|C|(C|C|(Ryo| 9|9 |14|9|22|9 |9 (16| 9
::‘ 4 JRE|R|RE|C|(C|C|(R)2|2|0|13|2|22|9|9(1T7]|9
SJR|C|E|C|C|C|[Ry2|2|o|14|2]21|2]|9(|18] 9
C citlivy kmen

E rezistentni kmen
- netestovano

Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni

naméfené hodnoty

Tabulka ¢. 3 zachycuje citlivost enterokoku. E. faecalis byl citlivy k ampicilinu a
vankomycinu, zatimco E. faecium byl vici nim rezistentni. K tetracyklinu byla zazname-
nana Casta rezistence, zejména mezi kmeny E. faecalis. Zastupci obou druht byly citlivy
k teikoplaninu, linezolidu a tigecyklinu, pouze u jednoho kmene E. faecium byla zazname-
nana rezistence vici teikoplaninu. Proti obéma druhiim mély ucinek extrakty z medvédice,

hiebi¢kovce a tymianu, pficemz vEétsi inhibi¢ni zony byly vétSinou naméfeny u E. faecium.
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Tabulka ¢&. 4. Vysledky difuznich testi u ¢eledi Enterobacteriaceae

Diskovy difuzni test - ATE Jamkovy difuzni test [mm]
Bakterie| & _ E = | = @ %1
Eg = g.. 2 = g =|E é % Elz E g sE o = 5 é
JEHBHESEHEHPEHEBEEE BHEIRHEEEEE
R H IR R R E R E E R E E IR R H E R
<< |S|U|i US| E (A= (|ZlE|FU]o]|s || u|=E]|e(n]|T (N
IJRE|R|C|C|C|C|C|(C|C|C|C|C|-|-]|-|-0%| 2|2 |9 2|18 22170
= [Z)C|C|C|C|C|C|-[-[-]- -|ClC|C|C)e| 9| |9 9|19 92|16 9
S lalclelelc|elc|-|-|-]|-]|-]-lclelc|cle|e|o|o|o]is]o|e]rr]|e
= l4)eclc|c|clec|c|-|-|-|-|-|-lc|le|lc|cye|o|o|o|o]22l0]|0|15]0
sjcjcjclcjc|c|-[-]-]-]-[-|€|C|C|C)?| 2| |o|o]23]2|[a|19)0
2 |LJR|RIR|IRIR|RIRICIC|C|C|R|-|-|-[-]9| & |8 [1l|9[18/9]5/16]%9
3 2L|C|R|C|C|C|C|-[-]-]-]-]- C @l | |9 |9)|17| 99|14 9
E Je|r|CcjCc|c|c|c|Cc|c|Cc|C|C|-|-|-|-0%|92 |9 |9 |o]|18 2|9 |14 2
i 4 |E|R|R|R|R|R|R|[C|C|C|C|R|-|-|-|-02| 2| 2|9 2172|2150
< | JClR|C|C|C|Cc|lc|{Cc|c|(Cc|C|C|-]|-|-|[-09|[9o |2 |9 |oflg o|o|14]Q
O A
jejc|clc|c|c|-(-1-1-1-|-1-1-1-1-01% aslanlas @ gl 9|17 9
__?_‘ ZJC|R[(C|C|C|C|-|-]|-|-|-|-|R|R[C|[C]? (15;} (191} (196} 9125 9919 9
-E F|e|c|clc|Cc|C|-[--|-1-|-1-1-1-1-0% 21212 9 @l 9|18 @
S (195} ﬂ;} ﬂ;}
4 |CR|RE|E|RE|R|R|C|C|C|C|(R|E|RE|R|R]? aslanlan 9122 99 (17| 9
S|C|R|R|C|C|C|C|(C|C|C|C|C|-|-]-]-0% “E;} fé} flgj} 9125 99 (18| 9
C citlivy kmen

E rezistentni kmen
- netestovano

Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni

naméfené hodnoty

Z tabulky €. 4 vyplyva, ze vSechny testované kmeny E. coli vykazovaly citlivost ke
gentamicinu, ciprofloxacinu, cefotaximu a kombinaci antibiotik piperacillin/tazobaktam. Je-
den z nich byl rezistentni k amoxicilin/klavulanatu a ampicilinu. Z klebsiel byly vSechny
testované kmeny rezistentni k ampicilinu. Ctyfi byly testované a poté ozna¢ené za citlivé
k imipenemu, meropenemu, amikacinu a tigecyklinu. Rtiznorodé vysledky citlivosti se vy-
skytovaly pfi pouziti amoxicilin/klavulanatu, gentamicinu, ciprofloxacinu, piperacillin/tazo-
baktamu, cefotaximu, cefepimu a ceftazidimu. Prvni testovana klebsiela produkovala ESBL.
Z proteti vykazovaly viechny kmeny citlivost k amoxicilin/klavulanatu. Ctyfi z testovanych
kmeni byly citlivé k ciprofloxacinu, piperacillin/tazobaktamu a cefotaximu, u tfi z kmend
byla zaznamendna citlivost vii¢i gentamicinu. Tii kmeny proted projevovaly rezistenci
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k ampicilinu. Ctvrty testovany kmen P. mirabilis byl producentem ESBL. Proti viem testo-
vanym enterobakteriim piisobily tinktury z medvédice a hiebickovce. U ESBL pozitivni
klebsiely vznikla mala inhibi¢ni zéna kolem jamky s tymidnem. Zarovenl byly u tohoto
kmene naméteny nejvEtsi inhibiéni zony medvédice a hiebickovee mezi zastupci klebsiel.
Pti pouziti n€kterych ethanolovych tinktur (z jitrocele, kakostu a tymianu) proti kmeniim
P. mirabilis vznikla dvojita inhibi¢ni zoéna. Nejdtive vznikla vnéjsi zona, do které cca po 12
az 15 hodinach zacal proteus ptelézat svym plazivym ristem. Vytvaiel tak ,,vnitini® inhi-
bi¢ni zonu, ktera se s kultivaci v termostatu stale zmensSovala az zanikla pi1 dosaZeni okraje

jamky proteem.

Tabulka €. 5. Vysledky difuznich testii u pseudomonad

Diskovy difuzni test - ATB Jamkovy difuzni test [mm)

z
Bal{teriEE = Eg

= = |3 = A= @ (=

HHEHEIREHE 21212] |%2l.l3]2|E

AEHEEHHES FHHEHEREEE

SRR s A - A PR ] R A P s = R Ech - S
3 LJC|C|C|(C|C|C|-|-|-19|@|9|o|@|23|of[0]|17]|9
:Ef 2Z|E|R|RE|R|E|R|E[C|E]o|[o|@|9|0|21|9]|9[17]%9
:}%SCCCCCCCCCQQQDQIQQDHQ
2 i |JC|C|C|C|C|C|C|C|C)o|a|o|o|a|18| ofa|ld]|D
. sjcjclclcjc|c|c|Cc|Cya|ejolo|ajipjofa]id] 0
C citlivy kmen

E rezmstentni kmen
- netestovano

Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzef a vlastni

naméfené hodnoty

V tabulce ¢. 5 je zaznamenana citlivost a rezistence péti kment P. aeruginosa. Ctyfi
kmeny vykazovaly dobrou citlivost k antibiotikiim (k piperacillin/tazobaktamu, ceftazidimu,
gentamycinu, ciprofloxacinu, imipenemu a meropenemu). Jeden kmen z pseudomonad byl
rezistentni ke zminénym antimikrobidlnim latkam, z béZn¢ testovanych antibiotik byl citlivy
pouze ke kolistinu. Pfi testovani rostlinnych tinktur vznikly inhibi¢ni zony u vSech testova-
nych pseudomonad kolem jamek medvédice a hiebi¢kovce. Primér inhibi¢ni zony kolem

medvédicové tinktury €inil 18 az 23 mm, kolem hiebickovce 14 az 17 mm.
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8.2 Vysledky minimalni inhibi¢ni a minimalni baktericidni koncentrace
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny vysledky testt MIC a MBC pfi pouziti rost-
linnych extraktl proti bakteriim. Velkd pismena oznacuji jamky mikrotitracni desticky, ze
kterych se odecitala hodnota. Tabulky s koncentracemi polyfenolt, flavonoida a susiny ex-
trakt pro ur¢eni MIC a MBC téchto latek v kazdé tinktuie jsou uvedeny v piiloze E. Uréeni
MIC u medvédicové tinktury bylo obtizné, protoze ve smési extraktu s bujonem vznikaly
srazeniny. Cisla v tabulkach u nazvi bakterii opét udavaji oznaéeni testovanych kment da-
ného druhu. Pokud je podil hodnot MIC ku MBC mensi nebo roven 4, lze pouzitou latku

povazovat za baktericidni (viz. kapitola 2.4.3).
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Tabulka €. 6. Vysledky MIC a MBC u stafylokoki

MIC MBC
z z
22| ol | B2 o | 2
e HEEHAHAREHH HEERHARBHE
HHEIHBHEBEHH HHEHEHEHEE
S| =Sl |=C|Ela|ls (D IN|= (S|l [=C|[E|2|c (TN
I -1-1al-[a cl - - A -le
g |2 -|1-1al-|B D - - -[a]-]-e
: s _lalB]-|B D| - alal-lal-]-Tc
% |4 -|-1al-|B D| - - -la]-]-|¢
5 -|-1al-|B cla Al-lal-|-|e
1 1-18]-|B cl - Bl -[B|-|-|c
-« |2 -|-1al-|B cl - Al-lal-|-|e
=z |3 - - [A]- A cl- - Al-|-|€
= |3 -1-1al-[a cl - Al-lal-|-|B
5 -|-1Al-|B c| - - -[Aa]-|-|¢
R -1-18]- e cl - B|-[B|-|-|¢C
5|2 AlA|C F|B F|- Al-|A|l-|D|-|-]|C
s -1 1-[al- e cl- Al-[B]-[-[c
3 |4 [ -Tal -8 cl- - I8]-T-Te
= Is1-T-1-1a]-1B D| - |-B|-|-|B
- bez viditelného 1icinku

A - koncentrace 12 % tinktury

B - koncentrace 6 %o tinktury

C - koncentrace 3 % tinldury

D - koncentrace 1,5 % tinktury

E - koncentrace 0,75 % tinktury

F - koncentrace 0,38 % tinktury

- méné nef 5 narostlich kolonii u MBC pfi pouZiti koncentrace 12 % tinktury

Zdroj: vlastni

wevr

vliv byl zaznamenan pti koncentracich 1,5-3 % tinktury (s vyjimkou jednoho kmene S. epi-
dermidis). To odpovida koncentraci 23,56 az 47,12 g/L suSiny extraktu. Jelikoz je hodnota
MBC > 1/4 MIC, lze extrakt z hiebickovce povazovat za baktericidni. Dale byla t¢inna
medvédice S koncentraci 3-12 % tinktury (43,40-173,60 g/L susiny extraktu) a tymian 0
koncentraci 6-12 % extraktu (113,04-226,08 g/L susiny). Podle podilu MIC a MBC lze u

obou tinktur rovnéz predpokladat baktericidni ucinky.
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Tabulka €. 7. Vysledky MIC a MBC u streptokoku

MIC NEBC

Bakterie E é E . g = E i o ) g |

HHHEHHEEBEHEHEIHBEHEHEE

I S B A R = E RS s A A R =
- i c C| - - - B B
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S A cl-1-1-1-1-1-1a]-]-]¢
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fﬂ AlA Cl - R - Te
oy-1-1- AlB|-|C|- - Al-|-1B

- bez viditelného iémku

A - koncentrace 12 % tinktury

B - koncentrace 6 % tinktury

C - koncentrace 3 % tinktury

D - koncentrace 1,5 % tinktury

- méné nef 5 narostlych kolonti u MBC pfi pouZiti koncentrace 12 % tinktury

Zdroj: vlastni

Tabulka ¢. 7 znazoriiuje pusobeni rostlinnych tinktur proti streptokokiim, G¢innost
byla zji$téna opét u hiebickovce a medvédice. Uginna koncentrace tinktury &inila u hiebig-
kovce 1,5 az 6 % (23,56-94,24 g/L suSiny extraktu), u medvédice 3 az 12 % (43,40-
173,60 g/L susiny). Z hodnot MIC a MBC lze odvodit, ze oba extrakty pisobi baktericidné.
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Tabulka €. 8. Vysledky MIC a MBC u enterokokii

MIC MBC
= =
. o2 2] o | 2
el=| |2 . s =l e|= . o=
’EE‘EE*;EE'E@Q’EE;E;SEEEEQ
AHEIHEHEEEEE R EHHEEEEE
= I A S E A E N SRS R E
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2 |3 - Al-lal-]-]c]- _-lal-lal-|-[el-
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- bez viditelného uémbu

A - koncentrace 12 % tinktury

B - koncentrace 6 % tinktury

C - koncentrace 3 % tinktury

D - koncentrace 1,5 % tinktury

- méné nef 5 narostlych kolonti u MBC pfi pouZiti koncentrace 12 % tinktury

Zdroj: vlastni

V tabulce €. 8 jsou vypsany plisobici koncentrace rostlinnych tinktur proti enteroko-
kiim. Hebi¢kovec, medvédice a tymian vykazovaly G€inek proti obéma testovanym druhtim
enterokokd, ale o néco vétsi vliv mély na E. faecium. Na dva z péti testovanych kmenti
E. faecalis neméla G¢inek tymianova tinktura (v testu MIC), u dvou kmenti téhoz druhu byla
zaznamenana ucinnost jitrocele. Z velikosti MIC a MBC je mozné odvodit baktericidni efekt

latek obsazenych v hiebickovci, medvédici a tymidnu.
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Tabulka ¢. 9. Vysledky MIC a MBC u Enterobacteriaceae

MIC MBC

Bakiterie

rerisnice
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"]
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- bez viditelného ucinku
A - koncentrace 12 % tinktury

B - koncentrace 6 %o tinktury

C - koncentrace 3 % tinldury

- méné neZ 5 narostlych koloni u MBC pii pousiti koncentrace 12 % tinktury

Zdroj: vlastni

Proti testovanym Gram-negativnim ty¢inkdm se projevil Gc¢inek extraktlh metodou
MIC pouze pti pouziti tinktur z hiebickovce a medvédice (viz. tabulky ¢. 9 a 10). Vyjimkou
byly Kklebsiely, proti kterym puisobil jen hiebi¢kovec. U vSech testovanych enterobakterii byl
zaznamenan vliv extraktu z hiebi¢kovce pii koncentraci 3 % tinktury se shodnou hodnotou
MBC (to odpovida koncentraci 47,12 g/L susiny extraktu). U¢inky hiebickovce byly ozna-
¢eny za baktericidni. Medvédice ptisobila na E. coli v koncentraci 12 % tinktury (173,60 g/L
susiny). VEtsi vliv méla na P. mirabilis, efekt byl zjistén pti koncentraci 3 az 12 % extraktu
(43,40-173,60 g/L susiny).
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Tabulka €. 10. Vysledky MIC a MBC u pseudomonad

A - koncentrace 12 % tinktury

B - koncentrace 6 % tinktury
- méné neZ 5 narostlych kolomi u MBC pii pousiti koncentrace 12 % tinktury

Zdroj: vlastni

Minimalni inhibi¢ni koncentrace medveédicové tinktury Cinila 12 % extraktu, v pie-
poctu 173,60 g/L jeho suSiny (viz. tabulka ¢. 10). U hiebickovce byla hodnota MIC ve vét-
Siné ptipadt rovna koncentraci 6 % tinktury (94,24 g/L suSiny). Z koncentraci MIC a MBC

rovnéZ vyplyva, Ze obé zminéné tinktury plsobi baktericidné.
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8.3 Vysledky stanoveni koncentrace polyfenoli v tinkturach
Nasledujici tabulka (€. 11) shrnuje naméfené koncentrace polyfenoli v pouzitych
rostlinnych extraktech. Z vysledkl vyplyva, ze ve sledovaném souboru deseti nefedénych

tinktur byly nejvyssi koncentrace polyfenoli zjistény u tinktur z hebickovce (17,7590 g/L)

cvwvr

extrakty z oddenku zazvorovniku a cibule ¢esneku.

Tabulka ¢. 11. Koncentrace polyfenoli v koncentrovanych tinkturach

. Koncentrace polyfenoli
Tinktura: v neredéné tinII'rmFe [g/L]
Hiebickovec 17.7590
Medvédice 11.6127
Tymidn 24372
Kakost lnénd 10833
Jitrocel kopinaty 09357
Bergenie 0,8693
Lichofefiznice (plod) 02149
Grapefruit (Grep) 0,1715
Zazvorovnik (Zazvor) 00546
Cesnek sety 0,0415

Zdroj: vlastni

Podrobnéjsi vysledky a obrazky z méteni jsou uvedeny v ptiloze F. Na obrazku 44
je vidét ve sloupcich 2x dvojkové fedeéni roztoku kyseliny gallové (standard), 3x blank a 3x
vzorek pro kazdou latku (v fedéni, které vyhovuje kalibracni kiivce). Jelikoz roztok lihogly-
cerolu stanoveni mirné ovlivni, byl jejich vliv odecten od naméfenych koncentraci. Graf
s kalibracni kiivkou a naméfené absorbance tinktur s vypoctem koncentraci polyfenoli jsou

uvedeny v piiloze F, obrazek 45 — graf 1 a tabulky F ¢. 22-24.
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8.4 Vysledky stanoveni koncentrace flavonoidii v tinkturach

V tabulce €. 12 jsou porovnany rostlinné tinktury na zéklad¢ jejich celkové koncen-
trace flavonoidi. Jednoznacné nejvyssi koncentrace flavonoidd byla naméfena u extraktu
z hiebickovce, u které hodnota ¢inila 9,1045 g/L. Nasledovala pétkrat nizsi koncentrace u

trace byly analyzovany u zazvorové, kakostové a ¢esnekové tinktury.

Tabulka ¢. 12. Koncentrace flavonoidi v koncentrovanych tinkturach

Tinktura: Kueceetral:e ﬂa*.‘:muidﬁ
v neredéné tinkture [g/L]
Hiebickovec 91045
Tymidn 1,7873
MMedvadice 1.1603
Jitrocel kopinaty 0,7613
Lichofefiznice (plod) 0,1230
Bergenie 0,0836
Grapefruit (Grep) 0,0429
Zazvorovnik (Zazvor) 0,0054
Kakost luéni 0.,0047
Cesnek sety 0,0016

Zdroj: vlastni

Kompletni vysledky a obrdzky stanoveni koncentraci flavonoida v rostlinnych tink-

turach jsou zndzornény v priloze G.
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DISKUZE

Tato prace se zabyvala antibakteridlni aktivitou béznych antibiotik pouzivanych
v klinické praxi a vybranych ptirodnich latek obsazenych v rostlinach. U¢innost latek byla
testovana v podminkach in vitro. Potencionalné antibakterialni aktivita byla testovana na
Gram-pozitivnich i Gram-negativnich bakteriich (celkem 63 kmenti z 11 druhti). Antibakte-
ridlni aktivita byla hodnocena metodami difuzniho testu, MIC a MBC. Aplikace antibiotik
ptinesla o¢ekavanou antibakterialni ti¢innost. Hodnoceni antibiotické ti¢innosti proti jednot-
livym kmentm bakterii mélo v nasi praci vyznam pro hodnoceni odchylek v G¢inku rostlin-
nych extraktii na rist a mnozeni bakterii v ramci stejného druhu. Rostlinné extrakty z 10
druhii vyssich rostlin byly aplikovany v podobé¢ tinktur. Z vysledka vyplyva, ze nékteré ex-
trakty mély schopnost zastavit rist a mnozeni bakterii ¢i je pfimo zahubit. Nejucinngjsi byly

tinktury z listi medvédice 1ékaiské, kvétu hiebickovee vonného a naté tymianu obecného.

Stanoveni celkového obsahu polyfenoli a flavonoidl v extraktech rostlinného mate-
rialu v této praci ukazuje, Ze se tyto latky mohou podilet na antibakterialni G¢innosti. Tink-
tury, které obsahovaly nejvyssi koncentraci polyfenolu, tj. hiebickovec (17,759 g/L), med-
védice (11,613 g/L) a tymian (2,437 g/L), pusobily antibakterialné. Nejvyssi koncentraci
flavonoidil v testovanych tinkturach obsahuje hiebickovec (9,105 g/L), ndsledovany tymia-
nem (1,787 g/L) a medvédici (1,160 g/L). Flavonoidy jsou jednou z podskupin polyfenold
(viz nize). Z danych hodnot se d& odvodit, ze v testovanych extraktech u hiebickovce tvori
flavonoidy zhruba 1/2 polyfenolii a u tymianu tvoii flavonoidy dokonce podstatnou ¢ast, tj.
asi 73 % celkového obsahu polyfenolt. Naopak, u medvédice je zhruba jedna desetina fla-
vonoidi z celkového mnozstvi polyfenoltl v extraktu. Z toho se da predpokladat, ze antibak-
terialni G¢inek medvédice je dan piitomnosti jinych polyfenoll nez s flavonoidni strukturou
nebo jinych, chemicky odlisnych latek. V pripad¢ hiebickovce a tymidnu se mizeme domni-
vat, ze flavonoidy hraji v antibakterialnim G¢inku podstatnou tlohu. To je v souladu s praci
Butnariu a Bostana (2010) i publikaci Dittrich a Leitzmanna (1996), kteti taktéz ptipisuji

antibakterialni Gi¢innost rostlin fenolickym latkam.

Nejveétsi antibakteridlni ucinek byl pozorovan u extrakti z kvéti hiebickovcee a listl
medvédice, vV difuznim testu se vytvofila inhibi¢ni zoéna u vSech testovanych bakterii. Pfi
testovani citlivosti metodou MIC byl hiebickovec taktéz ucinny proti v§em testovanym bak-
teriim, ale medvédice nedokazala zabranit ristu klebsiel. Proti testovanym koktim (s vyjim-

kou S. agalactiae) projevuje tcinnost i tymian. Naopak zadny nebo jen minimalni efekt byl
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pozorovan u tinktur ze semen grapefruitu, plodu lichofefisnice, oddenku zdzvorovniku a ci-
bule ¢esneku setého. To je v nesouladu s obecnym néazorem i nazorem nékterych autorti
(BUHNER, 2014; RITTEROVA, 2018) na &esnek jako na ,,piirodni antibiotikum®. Pouze v
difuznich testech na agaru inokulovaném S. pneumoniae byly jamky s ¢esnekovym extrak-

tem lemovany tizkou inhibi¢ni zénou.

Je tfeba zminit, Ze i kdyz se neprojevi G¢innost extraktl proti bakteriim v pouzitych
testech, neznamena to, Ze nemohou byt uc¢inné. A to hned z n€kolika divodi. Zkoumana
byla pouze ucinnost in vitro, tedy bez vazby na hostitele. Latky obsaZené v rostlindich mohou
stimulovat imunitni systém, a tim napomahat v boji proti infekci. VV makroorganismu muze
dochazet k metabolizaci obsazenych latek na jiné (G¢inné) latky, pfipadné se tyto latky mo-
hou koncentrovat v urcitych tkanich nebo v mo¢i. Vyssi uc¢innost by mohla nastat pii pouziti
suchého extraktu, kde se koncentruji ptisobici latky, stavebni slozky rostlin a dalsi. Nékteré
latky nemusi projevit své piisobeni samostatné, ale mohou mit vliv na bakterie v kombinaci
s antibiotiky (BUHNER, 2014). Dale mohou napiiklad inhibovat efluxni pumpy (viz. kapi-
tola 2.3).

Na druhou stranu je tieba poznamenat, Ze pro pouZzité extrakty neexistuji zadné
breakpointy. Navic u breakpointt pro diskové difuzni testy zalezi nejen na velikosti inhibi¢ni
zony, ale i na jeho okraji, zda je ostry ¢i nezietelny (viz. kapitola 2.4.1). Zjistény ucinek

extraktu nemusi proto byt v pfimé korelaci k citlivosti bakterie.

Zajimavé je, ze u kmeni MRSA byl v difuznich testech Castéji pozorovan efekt ex-
trakt z jitrocele kopinatého a kakostu luéniho nez pti pouziti téchto tinktur proti methicilin-
citlivym kmentim S. aureus. Zkoumané kmeny MRSA, proti kterym se projevil vliv extrakti
z jitrocele a kakostu, byly zarover rezistentni vici ciprofloxacinu. Jak jiz bylo zminéno, re-
zistence bakterii mize v ur€itém smeéru tyto bakterie znevyhodinovat oproti citlivym kme-
nim (viz. kapitola 2.3). Tento jev mohl nastat i u klebsiely (¢. 1) produkujici ESBL. Jako na

jedinou z druhu na ni mél vliv tymian pti pouziti jamkového difuzniho testu.

Rezistence ke konkrétnim antibiotikiim by mohla souviset 1 s niz$i u¢innosti nékte-
rych rostlinnych latek. U kmene S. epidermidis (¢. 4), u kterého byla zaznamenana rezistence
k cefoxitinu, tetracyklinu, gentamicinu a ciprofloxacinu, byly sou¢asn¢ naméfeny nejmensi
inhibi¢ni zony (pro dany druh) kolem jamek s kakostem, tymianem a medvédici. Jako na
jediného zastupce druhu na néj neméla vliv bergenie tuénolista. S. epidermidis ¢. 4 byl citlivy

ke vSem testovanym antibiotikiim a zaroven u néj vznikla nejvétsi inhibi¢ni zona pii pouziti
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medveédicové tinktury. Pokud by rezistence antibiotik skute¢n¢ souvisela s niz§im ptsobe-
nim rostlinnych latek, bylo by to v rozporu s nékterymi autory, podle nichZ si bakterie k rost-
lindm nevytvéii rezistenci (BUHNER, 2014; RITTEROVA, 2018).

Pii testovani extraktu hiebickovce proti S. pneumoniae vznikly u vSech pouzitych
kmenii dvojité inhibicni zony. Odectena byla velikost vnitini zony, kde Zadné bakterie ne-
rostly. Ve vnéjsi inhibi¢ni z6né byl pozorovan vyrazné snizeny nartst kolonii, které byly i
mensi nez kolonie narostlé vné této zony. Primér vnitini zény se pohyboval v rozmezi 21
az 25 mm, pramér vnéjsi zony byval od 63 do 74 mm. Mezi velikostmi vnitini a vnéjsi zony
nebyla zjiSténa pfima uméra. Izolaci kolonii z vnéjsi zony a jejich dal§im otestovanim pfi
pusobeni hiebickovee bylo mozné vyloucit ptitomnost dvou subpopulaci druhu, nebot
vznikla shodné dvojitd inhibi¢ni zéna jako pfi prvnim testovani. U dvou kment byla vné&jsi
z6na s viridaci, tyto dva kmeny mély zdroven nejmensi vnitini inhibi¢ni zonu kolem hiebic-
kovce z druhu. U zbyvajicich ¢tyt zastupct S. pneumoniae K viridaci nedoslo. Latky obsa-
zené v hiebickovei by mohly mit vliv na produkei streptolyzinu ¢i peroxidu vodiku, ktery
narusuji membrany bunék (jak erytrocytd, tak samotnych pneumokoku, viz. kapitola 1.2.3).

v

Nasledné by mohlo dojit k niz§imu vyskytu kolonii ve vnéjsi inhibi¢ni zo6n€ tim, bez lyzy
smér piisobeni, kdy by latky z hiebickovce jinym zplsobem tlumily rlst zminéného druhu.
Mensi mnozZstvi kolonii by vytvofilo méné streptolyzinu a peroxidu vodiku. Vysledkem by
byl 1 jejich sniZeny vliv na rozpad erytrocytll. Autofi zabyvajici se podobnou tématikou se
bud’to nevénovali G¢inku hiebickovce na S. pneumoniae (NZEAKO, et al., 2006) nebo tes-
tovali u¢innost pouze mikrodilu¢nimi metodami MIC a MBC (YADAV, et al., 2013).

Dvojita inhibi¢ni zona vznikala i pfi pouziti ethanolovych tinktur proti P. mirabilis.
Konkrétné se jednalo o extrakty z jitrocele, kakostu a tymidnu. Po vzniku prvni inhibi¢ni
zony dochazelo k jejimu zartstani z diivodu plazivého ristu protet. Pii pouziti lihoglycero-
lovych tinktur (medvédice a hiebickovee) k tomuto jevu nedoslo. To naznacuje, ze ucinné
latky mohou byt stabilngjsi ve smési ethanolu s glycerolem nez ve 40% ethanolu, nebo mo-
hou byt plisobici latky obsazené v jitroceli, kakostu a tymidnu tékavé (nebo jinak mén¢ sta-

bilni ¢i reagujici za pfitomnosti vzdusného kysliku).

Ve vétsing difuznich testti (nepocitaje druh S. pneumoniae) byla nameétena vétsi inhi-
bi¢ni zona kolem jamky s medvédici nez s hiebickovcem. Metodou MIC vS8ak vykazoval

veétsi ucinky hiebickovec. Mize to byt dano riznou difuzi latek v agaru (podle velikosti a

75



polarity). Zaroven rostliny mohou obsahovat vice chemicky odlisnych skupin latek pisobi-
cich proti bakteriim a tyto latky mohou vykazovat rizné spektrum tucinku. To bylo mozné
pozorovat 1 pfi vzniku dvojité inhibi¢ni zony kolem hiebickovce pfi testovani S. pneumo-
niae, tvorbu vné&jsi zony mohla zpisobit latka, ktera vice difundovala do agaru. Na ostatni

testované druhy vSak neméla zadny vliv.

Z vysledkt vyplyva, ze existuje rozdil mezi plisobenim extraktii na Gram-pozitivni
a Gram-negativni bakterie muze byt pravdépodobné zpisoben rtiznymi vlastnostmi ucin-
nych latek. Jedna se zejména o jejich velikost a polaritu. Méné extrakta ptisobilo na Gram-
negativni ty¢inky. Aby latky mély vliv na Gram-negativni bakterie, musi prostoupit jejich
vngjsi fosfolipidovou membranou. Hydrofobni membranou z fosfolipidi nemohou projit
velké polarni (hydrofilni) latky. Dé se predpokladat, ze vn&jsi semipermeabilni membrana
Gram-negativnich bakterii je uréitou bariérou pro penetraci latek do bakterii. Na celkovy
uc¢inek latek budou mit vliv morfologické a funkéni odlisnosti jednotlivych bakterialnich
kment a zaroven bude zaviset na kompozici ruznych latek a jejich vlastnostech v daném

extraktu. V nasem piipadé zname pouze obsah polyfenoli a flavonoidu.

Polyfenoly jsou Sirokou skupinou ptirodnich latek. Obvykle jsou znadmy jako latky
s vyznamnou antioxida¢ni aktivitou (COPPO et MARCHESE, 2014). V souvislosti s vy-
zvou WHO (2018) v boji proti mnohacetné antibakterialni rezistenci dochazi ke zvySenému
usili hledat nové antibakterialni latky. Polyfenoly se déli na flavonoidy a na latky ne-flavo-
noidni povahy (derivaty kyseliny gallové a kyseliny skotficové). Flavonoidy jsou nizkomo-
lekularni latky se zakladni chemickou strukturou odvozenou od difenylpropanu C6-C3-C6,
u né¢hoZ jsou dvé benzenova jadra vzajemné propojena tfemi atomy uhliku vytvarejicimi
s atomem kysliku heterocyklus (GRYCOVA, 2019). V poslednich letech se studuje piimy
mechanismus antibakterialni ucinku, zejména u izolovanych flavonoidi. Byla nalezena
schopnost inhibovat DNA gyrazu (CUSHNIE et LAMB, 2005), naruSovat permeabilitu a
funkci bakterialni membrany (XIE, et al., 2015), inhibovat energeticky metabolismus
(ALLISON, et al., 2017) v¢etné MRSA (CHAN, et al., 2011). U n¢kterych flavonoidu byla
zjiSténa piima interakce s DNA helikdzou, enzymem nezbytnym pro replikaci a opravovani
genetické informace bakterii (HUANG, et al., 2015; LOHMAN, et al., 2008). V neposledni
fad¢ mohou nékteré flavonoidy narusovat biofilm (LOPES, et al., 2017). Dobie dokumento-
vana je inhibice efluxnich proteinti polyfenoly pro zvySeni u€innosti antibiotik vcetn¢ rezis-
tentnich kment S. aureus (RANDHAWA, et al., 2016; WANG, et al., 2014). V predkladané
praci byly studovany extrakty a méfen obsah celkovych polyfenolt a flavonoidu. Vysledky
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predkladané prace jsou ve shodé¢ s literaturou, kterd prokazuje vliv polyfenolti na Gram-
pozitivni i Gram-negativni bakterie. Testované extrakty jsou schopné v in vitro podminkach
ovliviiovat rast bakterii a piisobit i na rezistentni kmeny. Vzhledem k odliSnosti pouzitych
rostlinnych tinktur od extraktl testovanych jinymi autory neni mozné zcela piesné¢ praci po-

rovnavat s dal$imi studiemi.

Objektivné je tieba zhodnotit, ze MIC antibiotik se pohybuje kolem (0.031-
512 ug/mL, zatimco u fytofarmak jsou MIC jsou nalézany fadové vyssi hodnoty (100—
5000 pg/mL) (BARBIERI, et al., 2017). Proto jsou do budoucna navrhovany kombinace an-
tibiotika a fytofarmaka pro mozny synergicky ucinek a zaroven snizeni davky antibiotika
a jeho vedlejsich ucinkia (WANG, et al., 2014). Mnohé z flavonoidl jsou velmi dobie far-
makologicky popsany a maji minimum nezadoucich uc¢inkd, jako napft. flavonol kvercetin
(JAKUBCZYK, et al., 2018). Dalsi moznosti je na zaklad¢ znalosti o pfirodnich substancich
vyvinout polosyntetické nebo syntetické derivaty, které by kvantitativné a kvalitativné za-

jistily spolehlivost aktivnich latek a prispély ke zvySeni celkového antibakterialniho t¢inku.
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ZAVER

Hlavnim zdmérem prace bylo zjistit, zda maji extrakty z deseti vybranych rostlin
antibakterialni u¢innost proti nékterym Gram-pozitivnim a Gram-negativnim bakteriim in
vitro. V experimentalni ¢asti byly na bakteriich provedeny diskové difuzni testy s vyuzitim
bézn¢ pouzivanych antibiotik a jamkové difuzni testy s vyuzitim rostlinnych tinktur. Rovnéz
byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) rostlinnych tinktur mikrodilu¢ni me-
todou s naslednym ur¢enim minimdlni baktericidni koncentrace (MBC). Pro konkrétngjsi
interpretaci vysledki byly dale v rostlinnych extraktech stanoveny celkové koncentrace po-

lyfenolii a flavonoidu.

Zjistili jsme:

— testované extrakty vykazovaly antibakterialni aktivitu

— byl zjistén rozdil v uc€innosti extraktl mezi Gram-pozitivnimi a Gram-negativnimi
bakteriemi

— jako nejicinnéjsi extrakty se jevily tinktury z kvéth hebickovee vonného, listii med-
védice Iékarské a naté tymidanu obecného

— z podilu hodnot MIC a MBC vyplyva, Ze tinktury z hiebickovce, medvédice a tymi-
anu pusobi baktericidné

— nejvyssi koncentrace polyfenoll byly stanoveny u extraktl z hiebickovce a medvé-
dice

— nejvyssi koncentrace flavonoidt byla nameétena u extraktu z hiebickovce

— byla nalezena korelace mezi antibakteridlni aktivitou a stanovenym mnozstvim po-
lyfenoli a flavonoida v extraktech

— extrakty z jitrocele a kakostu pusobily v difuznich testech Castéji na kmeny MRSA

nez na methicilin-citlivé S. aureus

Vysledky mohou pfispét k cilené farmaceutické ptipravé rostlinnych extrakta,
k identifikaci mechanismu ucinku jednotlivych polyfenolt a ostatnich skupin latek a k hle-

dani novych zplisobti farmakoterapie infekénich chorob.
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PRILOHY

Priloha A — Difuzni testy
Obrazek 29 S. epidermidis a béZzné ATB disky

Zdroj: vlastni

Obrazek 30 S. epidermidis a ethanolové tinktury

Zdroj: vlastni



Obrazek 31 S. epidermidis a lihoglycerolové tinktury

Zdroj: vlastni

Obrazek 32 MRSA a ethanolové tinktury

Zdroj: vlastni



Obrazek 33 MRSA a lihoglycerolové tinktury

Zdroj: vlastni

Obrazek 34 P. mirabilis a ethanolové tinktury

Zdroj: vlastni



Obrazek 35 P. mirabilis a lihoglycerolové tinktury

Zdroj: vlastni

Obrazek 36 K. pneumoniae a lihoglycerolové tinktury
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Zdroj: vlastni



Obrazek 37 P. aeruginosa a lihoglycerolové tinktury

Zdroj: vlastni

Obrazek 38 S. pneumoniae a ethanolové tinktury

Zdroj: vlastni



Obrazek 39 S. pneumoniae a lihoglycerolové tinktury

Zdroj: vlastni

Obrazek 40 S. pneumoniae a hiebi¢kova tinktura

Zdroj: vlastni



Priloha B — Kompletni vysledky difuznich testi
Tabulka B ¢. 13. Kompletni vysledky difuznich testi u stafylokoki
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Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni
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Tabulka B ¢. 14. Kompletni vysledky difuznich testi u streptokoku
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" g B
E - - = = =
|z | ElEls |25 ERE
Bakterie | = | w | 2127 F | 28| E|, S|,z
S| 22582 E5E (Bl 3|20
AR R R HHEIHEEEHEEE
o g [y = o = s lz|E|E|El5|&|5|E[:E|4
B c | =2 | & | ==& | Jo|S|lgl=C|EE(o|{I N
- I8 Cl - (C|22C| - - - S| 99119 |16| 9|9 |15
é 21271 C| - |(ACcja1c| - - - 99|12 9 |15| 9|9 |18| 9
& 3w cCcl - |BCI2TC - - o9 |12| 9|15 9|9 |17|Q
E 4130 C 28 C|26 C| - - - e 9|12 9|15 9|9 |1T|@
= 32132 C| - [29C|26C| - - - e [9 |9 )15 9 [16) 9|9 |18[@
1.]23 C| - |22 C|21 C| - - - 99|29 |Q|18| Q| D152
W 213 ¢ - (B3Cc|1c| - - - 9|0 Q|13 9| 0|14 0
'43 3.4 C| - |6 B|6 B| - - o B AR RN A
-E 4023 ¢ - (27T C|25 C| - - - (9|9 |9 |14|e|0 120
= 5025 C| - (4 E|6 R[23 C| - - (9|99l 9|9 129
“ 6. 118 I| - (23 C|19 C| - - - (99|91 9|9 |12|9
T Cf - [13ERj2C| - - - o[9[ )0 | Q|15 8]0 |16[%
N L ]23 Cl24C|l6 R|6 R|I2ZR|2T C|28 CJ o [13(15|17|11|16|12| & |22 9
-E 2027 CI2TCIBC|22C|29 C|24 Cl24 CJI0|13| 16|07 (11 (17)12| 9 (22] @
_E_ )32 C{30C|28 C|27T C|30 C|30 C|20 CJ10(13 (1418|101 |19|13| 2|25 2
E 4130 Cl26 C|32 C|24 C| - - - (11|15 )10)17| 2| 2|21 2
B 326 C2T C|22 C|23 C|32C| 6 B|26 C 1011|1510 |14 9| @ |21|@
- g 123 C[23 C|23 C|24 C| - - - 11111510 (18| & | & 22| @
C citlivy kmen
E rezistentni kmen
I intermediamé citlivy kmen

- netestovano
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Tabulka B ¢. 15. Kompletni vysledky difuznich testi u enterokoku
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Tabulka B ¢. 16. Kompletni vysledky difuznich testi u Enterobacteriaceae

Diskovy difuzni test - ATE [mm] Jamkovy difuzni test [mm]
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Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni

naméfené hodnoty



Tabulka B ¢. 17. Kompletni vysledky difuznich testii u pseudomonad

E rezistentri kmen
- netestovano
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Zdroj: data z Laboratorniho informaéniho systému Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a vlastni

naméfené hodnoty



Priloha C — Minimalni inhibi¢ni a minimalni baktericidni koncentrace

Obriazek 41 MIC rostlinnych tinktur pouZitych proti S. epidermidis

Qo ¢
L (% | r

) .'.n\ “ g
Lichotefisnice plod (1), Jitrocel kopinaty (2), Kakost luéni (3), Tymian (4), Cesnek sety (5), Med-
védice (6), Bergenie (7), Grapeftuit (8), Hiebickovec (9), Zazvorovnik (10), ethanol (E), lihoglyce-
rol (E+G)

Zdroj: vlastni



Obrazek 42 MBC rostlinnych tinktur pouzitych proti MRSA

Zdroj: vlastni

Obrazek 43 MBC rostlinnych tinktur pouzitych proti P. mirabilis

Zdroj: vlastni



Priloha D — Prepocet koncentrace suchého extraktu

we

Tabulka D ¢. 18. Prepocet koncentrace susiny extraktu na g/L
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Priloha E — Prepocet koncentraci pro stanoveni MIC a MBC

Tabulka E ¢. 19. Koncentrace susiny extraktu v roztocich tinktur s bujonem pro sta-
noveni MIC a MBC

2 Koncentrace susiny extraktu v roztocich rostlinnych tinktur s bujonem [g/f1]
=]
= =
w B = = & o
2| 5 g 2 = E g
=~ |5 -2 = = - = 2 = = )
3l 35|55 | 28| % 3 3 2 5 |2z B | &8¢
|2 |22 25| 2 | E | § | 2| 5§ |E5| 2 |58
=l s SBE | = = bt = 3 = aa] U= s NN
100,00 o) 24366 | 128229 400,91 | 188401 (211549 | 1446,70| 34542 | 208,97 | 157062 6854
AL1200% | 2924 | 15387 | 4883 | 226,08 | 253,86 | 173,60 | 4145 | 10908 | 18847 822
B 600% | 1462 7694 | 2441 | 11304 | 12693 | 8680 | 2073 5454 | 9424 411
C| 3.00 % 731 3847 1221 56,52 6346 | 4340 1036 | 2727 | 47,12 206
D 150% 365 1923 6,10 2826 | 3173 | 2170 5,18 1363 | 23356 1.03
E) 075 % 1,83 8.62 3.05 14,13 15,87 10,85 259 6,82 11,78 0,51
F | 038 % 091 481 1.53 7.07 793 543 1.30 idl 589 026
G| 019 % 046 240 0,76 3.53 3.97 21 0,65 1.70 294 0,13
H] 009 % 023 120 038 1.77 1.98 1.36 032 0,85 1.47 0.06

Zdroj: vlastni

Tabulka E €. 20. Koncentrace polyfenola v roztocich tinktur s bujonem pro stanoveni
MIC a MBC

2 Koncentrace polyfenoli v roztocich rostlinnych tinktur s bujonem [mg/L]
=
'-‘ E g o = 2
sz | & 2 5 2 g = | E
= |5 - B = = s = = = = )
|25 |5 | ¢8| 5§ | 2| €| 2| 5 |2%| 2 |E¢2
El 52|22 58| 2 | E | § | 2| 5 |[E2] 2 |53
Sl2s |SE |22 | & = s = 2 | c2 | = |88
100,00 %) 2149 | 9357 | 10883 | 24372 | 415 |116127| 8693 | 1715 |177350| 346
Al1200%] 258 1123 | 1306 | 2925 5.0 13935 | 1043 | 206 | 21311 6.6
B 600% 129 36.1 65.3 1462 25 6968 522 103 10655 33
C]3.00% 6.4 28.1 32,6 73,1 12 3484 | 261 5.1 5328 16
D] 130% 32 140 16.3 36.6 0.6 1742 13.0 26 2664 0.8
E|075% 16 7.0 8.2 183 03 87.1 6.5 13 1332 0.4
F | 038% 0.8 3.5 4.1 9.1 02 435 3.3 0.6 66.6 02
G| 019% 0.4 18 2.0 4.6 0.1 218 16 0.3 333 0.1
H 009 % 02 ] 1.0 23 0,0 10,9 0.8 02 16,6 0,1

Zdroj: vlastni



Tabulka E ¢. 21. Koncentrace flavonoidi v roztocich tinktur s bujonem pro stanoveni
MIC a MBC

2 Koncentrace flavonoidia v roztocich rostlinnych tinktur s bujonem [mg/1]
w g ; = ) -
== |5 - B = = = = 2 & = )
Bl 25|55 | 28| £ | 2 | % | 2 5 |22 & |82
S| 2 E|SE |22 | = | o = 2 o2 = |88
100,00 %) 1280 761.3 47 17873 1.6 11603 83.6 429 o145 54
AL1200%)| 154 914 0.6 2145 02 1392 10.0 5.1 1092 5 0.6
B 600% 1.7 457 0.3 1072 0.1 69.6 5.0 26 346.3 0.3
C ] 3.00% 3.8 228 0.1 53.6 0.0 343 25 1.3 2731 02
D) 130% 1.9 11.4 0.1 26.8 0.0 17.4 1.3 0.6 136.6 0.1
E] 075 % 1.0 5.7 0.0 13.4 0.0 8.7 0.6 03 683 0.0
F | 038% 0.5 29 0.0 6.7 0.0 4.4 0.3 02 341 0.0
G| 019 % 02 1.4 0.0 14 0.0 22 02 0.1 17.1 0.0
HJ| 0,09 % 0.1 0.7 0.0 1.7 0.0 0.1 0.0 8.5 0.0

Zdroj: vlastni



Priloha F — Stanoveni koncentrace polyfenolu v tinkturach

Obrizek 44 Stanoveni koncentrace polyfenolu v tinkturach

Kyselina gallova, blank, VVZ — zkoumany vzorek

Ethanol (E), lihoglycerol (E+G), Lichotefisnice plod (1), Jitrocel kopinaty (2), Kakost luéni (3),
Tymian (4), Cesnek sety (5), Medvédice (6), Bergenie (7), Grapefruit (8), Hiebickovec (9), Zazvo-
rovnik (10)

Zdroj: vlastni



Tabulka F €. 22. Absorbance roztoku kyseliny gallové

Redéni | Koncentrace [g/L] Absorbance

1 0.7270 nad hmitni hodnot

(100 %) 07270 nad limitni hodnotu
1:1 0,3635 2225
(50 %a) 0,3635 2179
1:3 0,1818 1,081
(25 %) 0,1818 1,076
1.7 0,0209 0,536
(125 %a) 0,090% 0,347
1:13 00454 0,235
(6,25 %) 00454 0,251
1:31 0,0227 0,129
(3,125 2%%) 0,0227 0,124
1:63 00114 0,062
{1,5625 %) 00114 0,062
1:127 0,0057 0,030
(0,78125 %) 0,0057 0,028

Zdroj: vlastni

Obrazek 45 — graf 1. Kalibra¢ni kiivka Kkyseliny gallové pro stanoveni koncentrace
polyfenoli v rostlinnych tinkturach
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Zdroj: vlastni



Tabulka F €. 23. Vypocet koncentrace polyfenoli v ethanolovych tinkturach

100% Ethanol 40% Lichofefisnice (plod) Cesnek sety
tinktury BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,031 0,033 0.046 1.282 0,035 0.268
Absorbance 0.034 0,032 0.044 1397 0,037 0,283
0,032 0,033 0,046 1,336 0,038 0,268
Priméma A 0,032 0,033 0,045 1,338 0,037 0,276
A (VZ-BL) 0,000 1293 0,239
Koncentrace 0.214507 0.041493
Koncentrace polyfenoli v nefedéné tinktuie [g/L] 0,2149 0,0415
Redéni 19 Ethanol 40% Jitrocel kopinaty Kakost luéni Tymidn
BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,030 0,034 0,038 0,591 0,040 0,696 0,051 1.578
Absorbance 0,030 0,037 0,038 0,641 0,040 0,691 0,045 1,528
0,031 0,034 0,038 0,563 0,038 0,690 0,049 1.456
Priméma A 0,030 0,035 0,038 0,598 0,039 0,692 0,048 1.521
A (VZ-BL) 0,005 0556 0.648 1.468
Koncentrace 0,093572 0,108828 0243718
Koncentrace polyfenoli v nefedéné tinktuie [g/L] 0,9357 1,0883 2,4372

A - absorbance

A (VZ-BL) - rozdil absorbance vzorku a blanku

Zdroj: vlastni

Tabulka F ¢&. 24. Vypocet koncentrace polyfenoli v lihoglycerolovych tinkturach

Ziazvorovnik (Zdazvor)

100% Ethanol 40% + glycerol (2:1) Grapefruit (Grep)
tinktury BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,030 0,041 0,042 1.105 0,041 0367
Absorbance 0,030 0,045 0,039 1.100 0,040 0,375
0,030 0,042 0,041 1,042 0,03% 0,372
Primémd A 0,030 0,043 0.041 1,082 0,040 0,371
A (VZ-BL) 0,013 1,029 0319
Koncentrace, 0.171499 0054554
Koncentrace polyfenoli v nefedéné tinktuie [g/L] 0,1715 0,0546
Redéni 19 Ethanol 40% + glycerol (2:1) Bergenie
BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,030 0.034 0,039 0.547
Absorbance 0,030 0,034 0,038 0,535
0,030 0,033 0,037 0,589
Primémi A 0.030 0.034 0,038 0.557
A (VZ-BL) 0,004 0515
Koncentrace| 0,086932
Koncentrace polyfenoli v nefedéné tinktuie [g/L] 0.8693
Redéni 199 Ethanol 40% + glycerol (2:1) Medvédice Hi'ebi¢kovec
BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,030 0,033 0,040 0,651 0,036 1.136
Absorbance 0,030 0.032 0,037 0.792 0,037 1.078
0,031 0,032 0,037 0,755 0,037 1.100
Priiméma A 0,030 0,032 0,038 0,733 0,037 1.105
A (VZ-BL) 0,002 0.693 1.066
Koncentrace,| 0116127 0,177590
Koncentrace polyfenoli v nefedéné tinktuie [g/L] 11,6127 17,7590

A - absorbance

A (VZ-BL) - rozdil absorbance vzorku a blanku

Zdroj: vlastni




Priloha G — Stanoveni koncentrace flavonoidu v tinkturach

Obrazek 46 Stanoveni koncentrace flavonoida v tinkturach

Kyselina gallova, blank, VZ — zkoumany vzorek

Ethanol (E), lihoglycerol (E+G), Lichoftefisnice plod (1), Jitrocel kopinaty (2), Kakost lu¢ni (3),
Tymian (4), Cesnek sety (5), Medvédice (6), Bergenie (7), Grapefruit (8), Hiebickovec (9), Zazvo-
rovnik (10)

Zdroj: vlastni



Tabulka G €. 25. Absorbance roztoku katechinu

Redéni | Koncentrace [g/L] Absorbance
1 02760 1,152
(100 %) 02760 1,145
1:1 0,1380 0,619
(50 %a) 0,1380 0,613
1:3 00650 0,318
(25 %) 0,0690 0,317
1.7 0,0345 0,163
(125 %a) 0,0345 0,165
1:13 00173 0,079
(6,25 %) 00173 0,080
1:31 0,0086 0,037
(3,125 2%%) 0,0086 0,038
1:63 0,0043 0,016
{1,5625 %) 0,0043 0,016
1:127 0,0022 0,005
(0,78125 %) 0,0022 0,006

Zdroj: vlastni

Obrazek 47 — graf 2: Kalibra¢ni kiivka katechinu pro stanoveni koncentrace flavono-
idii v rostlinnych tinkturach

Kalibraé¢ni kiivka y = 4,2001x + 0,0096
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Zdroj: vlastni



Tabulka G ¢. 26. Vypocet koncentrace flavonoidi v ethanolovych tinkturach

A - absorbance
A (VZ-BL) - rozdil absorbance vzorku a blanku

Zdroj: vlastni

100% Ethanol 40% Lichofefisnice (plod) Kakost luéni Cesnek sety
tinktury BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,000 0,010 0,084 0,663 0,498 0,522 0,009 0,037
Absorbance 0.000 0.009 0.085 0.633 0.486 0.538 0.009 0,036
0,000 0,013 0,084 0,631 0,498 0,542 0,010 0,036
Priméma A 0,000 0,011 0,084 0,642 0,494 0,534 0,009 0,036
A (VZ-BL) 0,011 0,547 0,029 0,016
Koncentrace 0.12803 0.00470 0.00160
Koncentrace flavonoidi v nefedéné tinktuie [g/L] 0,1280 0,0047 0,0016
Redéni 19 Ethanol 40% Jitrocel kopinaty
BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,001 0,001 0,070 0,402
Absorbance 0,000 0,002 0,071 0,403
0,000 0,001 0.071 0,398
Priméma A 0,000 0,001 0.071 0,401
A (VZ-BL) 0,001 0329
Koncentrace 0.07613
Koncentrace flavonoidi v nefedéné tinktuie [g/L] 0,7613
B edini 1-99 Ethanol 40% Tymidn
BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,000 0,001 0,021 0,107
Absorbance 0,000 0,001 0,022 0,107
0,000 0,001 0,022 0,108
Priméma A 0,000 0,001 0,022 0,107
A (VZ-BL) 0,001 0,085
Koncentrace 0.01787
Koncentrace flavonoidi v nefedéné tinktuie [g/L] 1,7873

Tabulka G &. 27. Vypocet koncentrace flavonoidi v ethanolovych tinkturach

Zizvorovnik (Zazvor)

A - absorbance
A (VZ-BL) - rozdil absorbance vzorku a blanku

Zdroj: vlastni

100% Ethanol 40% + glycerol (2:1) Bergenie Grapefruit (Grep)
tinkny BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANEK Vzorek BLANK Vzorek
0,000 0,048 0317 0,710 0,081 0,325 0,022 0,105
Absorbance 0,000 0,050 0317 0,754 0,084 0,320 0,023 0,104
0,000 0,046 0319 0,715 0,085 0,318 0,023 0,100
Priméma A 0,000 0,048 0318 0,726 0,083 0,321 0,023 0,103
A (VEZ-BL) 0,048 0361 0,190 0,032
Koncentrace 0.0835% 0,04287 0.00541
Koncentrace flavonoidi v nefedéné tinktuie [g/L] 0,0836 0,0429 0,0054
a Ethanol 40% + glycerol (2:1) Medvédice Hiebitkovec
Redéni 1:99
BLANK Vzorek BLANK Vzorek BLANK Vzorek
0,000 0,002 0,068 0,126 0,048 0,439
Absorbance 0,000 0,000 0,069 0,129 0,048 0,439
0,000 0,000 0,068 0,128 0,048 0445
Priméma A 0,000 0,001 0,068 0,128 0,048 0441
A (VZ-BL) 0,001 0,058 0,392
Koncentrace 0.01160 0.09105
Koncentrace flavonoidi v nefedéné tinktuie [g/L] 1,1603 09,1045




Priloha H — Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen
e FAKULTNi NEMOCNICE PLZEN

o . . Utvar naméstka pro osetfovatelskou péci
Y
— A Edvarda Benese 13, 305 99 Plzeii - Bory
— e alej Svobody 80, 304 60 Plzen - Lochotin
FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN I€0 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111

Vazena pani

Barbora Ucikova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra zachranarstvi, diagnostickych obort a verejného zdravotnictvi
Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro o$etfovatelskou péci FN Plzef udéluji
souhlas se shérem a zpracovanim anonymizovanych dat a vysledkd laboratornich metod, pouzivanych
v Ustavu mikrobiologie (MIKRO) FN Pizeri. Tento souhlas je vydavan, pfi splnéni nize uvedenych
podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalafské prace s nazvem ,Testovani Gc¢innosti antibiotik
a prirodnich latek proti bakteriim in vitro*.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace VaSeho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vrchni zdravotni laborantka MIKRO souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic FN

Plzen, ochrany dat pacientl a dodrzovani Hygienického planu FN Plzer. Vase Setfeni bude
provedeno za dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na platnost
zakona €. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbdch a podminkach jejich poskytovani, v platném

zneéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient(i, pokud budou uvedeny ve Vasi bakalarské praci,
musi byt anonymizovany.

. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod pfimym

vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je RNDr. Karel Fajfrlik Ph.D.,
prednosta MIKRO FN Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych udaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organizacnimu
celku FN Plzen zavéry VaSeho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkll Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich
poradanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikGl s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala pInéni pracovnich povinnosti zaméstnancu. Spoluprace zaméstnanc
FN Plzen na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Pfeji Vam hodné uUspéchu pfi studiu.

Magr. Bc. Svétluse Chabrovd
manaZerka pro vzdélavdni a vyuku NELZP
zdstupkyné ndméstkyné pro os. péci

Utvar néméstkyné pro os. péci FN Plzeri

tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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