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Anotace

Tato prace se zabyva antibakteridlnim ucCinkem bézn€ dostupnych dezinfekci

pouzivanych k hojeni ran a dezinfekcei lidského téla.

7o~

Teoretickd Cast je zaméfena na popis mikrobidlnich organismi, dale popisuje druhy
antibakteridlnich latek se zaméfenim na chemoterapeutika a zplsob interakce
chemoterapeutik a mikrobli. Nakonec jsou nastinény metody zkoumani vlivu

chemoterapeutik na bakterie.

V praktické ¢asti je proveden test citlivosti bakterii pomoci modifikované diskové
difuzni metody na vybrané druhy dezinfekci modifikovanou diskovou difizni metodou.

Je zde uveden postup celého pokusu a nasledné vyhodnoceni.
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Annotation
Antibacterial Effects of Desinfectants

This bachelor's work is about antibacterial effect of commercially available disinfectant

used for wound healing and disinfection of the human body.

The theoretical part focuses on the description of microbial organisms, next describe
further kinds of antibacterials substances mainly chemotherapeutics and way to interact

between chemoterapeutics and microbes and methods of studying this interaction.

In the practical part of this work is executed test sensitivity by disc-diffusion
method of bacterial colonies on selected types of disinfectant. There is shown the whole

process of test and subsequently evaluated.
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Uvod

Na celé zemckouli zije nepieberné mnozstvi organismi. Neékteré dosahuji
gigantickych rozméri, jiné jsme naopak mozno vidét pouze pod mikroskopem.
Mikroorganismy ziji opravdu vSude — na na$i pokozce, na povrchu stolu, kliky...
Zkratka opravdu vSude. Pokud ale nemame mikroskop, Ize jejich pritomnost dokazat
jinym zpusobem? Samoziejmé ano, jedna-li se 0 bakterie, plisné nebo kvasinky. Jejich
pfitomnost Ize velmi snadno prokazat, v ptipad€, ze jim poskytneme prostiedi jim

vyhovujici. Za¢nou se v ném rychle mnozit az do makroskopickych kolonii.

Bohuzel ne v§echny mikroorganismy jsou ¢lovéku prospésné, ba naopak fada z nich
zpusobuje vazna onemocnéni. Je tedy potieba se proti nim branit. K zabranéni jejich
ristu a mnozeni byla vynalezena antibiotika a fada dezinfek¢nich piipravkii. Lze tento
ucinek demonstrovat zdkim na stfedni Skole? Cilem této prace je prave ovéfeni
ucinnosti diskové difuzni metody ve Skolnich podminkach. Test byl proveden fadou
nejbeéznéjsich dezinfekénich piipravkl na vybraném bakteridlnim druhu. Jelikoz je test
proveden v ramci Skolni laboratoie, doslo tak ke snadnému ovéfeni, zda Ize tet provadét
i v laboratofich na stfednich Skolach. Kazdy zak si sam muze vyzkouset metodu ke

stanoveni antibakteridlniho t¢inku piipravku.

Préace se nejprve zabyva mikroorganismy, kde je podrobné&ji popsdna charakteristika
bakterii, néasledné jsou rozebirdny antimikrobidlni latky a v konetné casti prace je
uveden podrobny popis pokusu, ktery byl proveden pii testu na dezinfek¢ni ptipravky.
Popis postupu je mozné vyuzit jako navod pro dal$i testovani bakterii na antibakterialni

latky.

Cilem bakalarské prace je otestovani vybranych antibakterialnich ptipravkd pomoci
diskové diftzni metody ve Skolnich podminkach a ovéfeni Gc¢innosti této metody za

uvedenych podminek.



1. Mikroorganismy kolem nas

Cela planeta je osidlena nekonenym mnoZzstvim mikroorganisma. Tvofi velmi
slozity ekosystém, kde jsou uplatnény vSechny druhy vztahti, od mutualistického az po
paraziticky. Podobny vztah maji mikroorganismy i k ¢lovéku. Nékteré jsou pro nas
prospésné a jiné nam naopak Skodi. Mikroby je osidleno nase télo, pfedméty, venkovni
prostiedi a neustale s nimi pfichdzime do kontaktu. Tato prace je zaméfena predevSim
na bakterie. Bakteriim je proto v této praci vénovana podrobna samostatna kapitola (viz

kap. €. 2).

Kromé¢ bakterii patfi mezi mikroorganismy také kvasinky. I ty jsou soucasti naseho
téla a Casto se vyskytuji na pokozce. Jsou to jednobunééné organiSmy, které se tfadi
mezi vieckovytrusné houby. Na rozdil od bakterii patii kvasinky mezi eukaryota. Sviij
néazev ziskaly diky schopnosti kvasit (Silhankova, 1995). Buiiky kvasinek se stejné jako
bakterie vyskytuji témét vSude. Jejich dal$im spoleénym znakem je rychly rust.
Kvasinka je schopna se rozmnozit béhem minut az hodin. Kvasinkova buika je
obklopena silnou bunéénou sténou, pod kterou je cytoplazmatickd membrana. Uvnitf
buiky nalezneme veSkeré bunééné struktury jako je jadro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, vakuoly a Golgiho komplex. Mimo jiné jsou V cytoplazmé
také zasobni latky, mezi které patfi manany a glykogen. Builka muize nabyvat
rozmanitych tvari od kulovitych, protahlych, ovalnych az po elipsovité. Kvasinky se
vétSinou rozmnozuji pu¢enim. Béhem puceni se matefské jadro mitoticky rozdéli na dvé
a po dosazeni pucici ¢asti kvasinky velikosti matetské bunky jadro piejde do bunky
dcefiné. Kdyz se dcefina buiitka odskrti, zlistava na matefské buiice jizva. Dal$im typem
rozmnozovani mize byt pfehradkované déleni. Kvasinkova bunika zacne rist do délky,
mezitim se jadro mitoticky rozdéli, kazdé jadro doputuje na opacny pol bunky,
uprostied builky se vytvoii pfi¢na prepazka a dojde k rozdéleni buiky. Kvasinkové
buiiky jsou schopné se rozmnozovat i pohlavné. Béhem Zivotniho cyklu jsou schopné
vytvaret pohlavné odlisné spory, které spolu mohou konjugovat a vytvaret tak zygotu.
V Zivotnim cyklu kvasinek tak dochédzi jak k pohlavnimu, tak i k nepohlavnimu

rozmnozovani (Sipicky a Subik, 1992).



Dalsimi mikroorganismy jsou plisn€. Plisné jsou houbové organismy spadajici do
skupin hub vieckovytrusnych, stopkovytrusnych a hub nedokonalych. Podobné jako
ostatni mikroorganismy jsou spory plisni téméf vSudypfitomné. Ke svému ristu
samoziejmé potiebuji optimalni podminky jako je dostatek zivin a vlhkosti. Skladaji se
ze stélky, kterd je tvotfena vlakny — hyfy. Pravé dle stavby stélky (mycelia) a dle
zpusobu rozmnozovani rozdélujeme plisné do vyse uvedenych skupin. Houby
vieckovytrusné maji mnohobunééné prehradkované mycelium, rozmnozuji se pouze
nepohlavné — exosporami a askosporami tvofenymi v asku. Houby stopkovytrusné maji
jednobunééné — nepiehradkované mycelium, rozmnozuji se nepohlavné endosporami a
pohlavné zygosporami. U hub nedokonalych je téz piehradkované mycelium, ale co se
ty€e rozmnozovani, byla zde zachovana pouze pohlavni faze pomoci exospor. Nekteré
druhy plisni tvoii tvrdy polokulovity utvar — sklerocium. Jednotlivé buitky mohou
obsahovat jedno nebo vice jader. Bunécna sténa je tvotfena z polysacharidl jako jsou
chitin, glukan a manany. Casté jsou i latky podobné ligninu a celulose (Silhankova,
1995).
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2. Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné organismy vyskytujici se po celé planeté. Doposud bylo
popsano piiblizné 5500 druhti. Tyto organismy se fadi do fiSe prokaryot, kterd je
charakteristickd jednoduchou stavbou bunky, velmi malou velikosti (fadové v
mikrometrech) a genomem tvofenym jedinou zpravidla cyklickou (né€kdy linearni)
molekulou DNA volné vlozenou v cytosolu. Velikost takovychto bun¢k se pohybuje v
rozmezi 0,3 az 25 um. Nékteré rody bakterii se vyznacuji specidlni schopnosti — tvorbou
spor. Tato stiddia davaji buiice schopnost pieckat extrémni podminky. Velikost

bakterialni buiiky je n¢kolikandsobné mensi nez buiiky eukaryotni (Julak, 2006).

2.1. Tvary bakterialnich bunék

Bunky jsou rozmanitych tvard. Tvofi naptiklad kulicky (tzv. koky), které mohou
zustat spojené v dvojice (diplokoky), fetizky (streptokoky) nebo shluky (stafylokoky)
nebo tvoii tyCinky, které mohou byt zahnuté (vibria), vldknité (mycelia) nebo stocené

(spiraly) (Juldk, 2006).

2.2. Stavba bakterialni bunky

Bakterialni bunka se skladd z genomu tvofeného jedinou cyklickou molekulou DNA
(viz vySe), cytosolu ohrani¢eného cytoplazmatickou membranou a bunécéné stény.

Bunky n€kdy mohou obsahovat bi¢ik a fimbrie (viz obr €. 1).
Nukleoid

Nukleoid zaujima asi 15 % objemu buriky. V elektronovém mikroskopu se jevi jako
svetlejSi Cast bunky. Tato oblast je diky menSimu obsahu hmoty oproti okolnimu
prostiedi 1épe propustna pro elektrony, a tak je vyzaifeno veétsi mnozstvi svétla (Julak,
2006). Nukleoid je tvofen molekulou DNA, ktera je zaroven jedinym bakterialnim
chromosomem. Na rozdil od eukaryotnich bun¢k je molekula volné vlozena v cytosolu.

DNA molekula je v buiice nékolikrat stocena a po jejim rozvinuti by méfila zhruba 1
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mm. DNA se sklada z dvousroubovice komplementéarnich fetézct nukleotidl. Naptiklad
u bakterie E. coli obsahuje jeden fetézec 4x10° nukleotidi (Kapralek, 1999). Misto
histont jsou na molekule DNA navazany 4 druhy proteini histonim podobnym. Jejich
funkci je regulace replikace DNA a syntéza a transkripce mRNA. Molekula DNA je
prostorové drzena molekulou RNA. Nukleoid obsahuje asi 3 500 genl. Zbytek
genetické informace je obsazen v dalSich castech bunky, které jsou zminény nize
(Kapralek, 1983). Bakterialni genom je o 3 fady mens$i nez genom lidsky (Votava,
2010a).

Cytosol

Genom je obklopen cytosolem, coZ je vodny roztok obsahujici rozpustné slozky
ohrani¢eny cytoplazmatickou membranou. V cytosolu jsou volné rozptyleny plazmidy,
ribozomy a zasobni latky. Na rozdil od eukaryotickych bunék neobsahuje cytosol zadné
organely (Votava, 2010a). Cytosol obsahuje vice nez 50% vSech proteint. VétSina
znich ma enzymatickou funkci. Tyto enzymy katalyzuji ptedev§Sim glykolyzu,
pentozovy cyklus, glyoxalatovy cyklus, Krebstiv cyklus a dalsi metabolické pochody. Je
to prostor, kde dochézi k pohybu hmoty diky tekutému az gelovitému prostiedi. Cytosol
téz obsahuje molekuly mRNA a tRNA, meziprodukty metabolismu a biologicky u¢inné
ionty (Kapralek, 1983).

Plazmidy

Plazmidy jsou kratké tiseky DNA, které jsou volné€ vloZeny v cytosolu. Pocet kopii
plazmidu v bufice mize byt 1 az vice nez 100. Iniciace replikace plazmidu je
regulovana autonomné a nezavisle na iniciaci replikace chromozomu. Cela replikace
trva fadové desetiny generacni doby. Buiika mtze plazmid ztratit. Ztrata je vSak vzdy
trvald. Nékteré plazmidy maji schopnost konjugace - prechdzeni do jiné bakteridlni
bunky. V ptipadég, Ze plazmid neni schopny konjugace, miZe byt pfedavan transdukci.
Tento prenos probihd pomoci bakteriofaga, ktery napadne bakteridlni buniku a misto
bakterialni DNA zabali do své hlavicky DNA plazmidu. Fag nasledné infikuje jinou
bunku, a tak plazmid ptfenese. Jeden plazmid obsahuje fadové jednotky, maximalné

desitky gend.
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Diky plazmidim muze bakterialni buiika ziskat nékolik vyhodnych gend, které ji
pomahaji v preziti. Naptiklad mohou zplsobovat patogenitu bunky, rozsifovat
schopnost vyuziti organickych latek nebo zplisobovat rezistence na antibiotika nebo

tézké kovy. Dale diky nim muze produkovat toxiny nebo koliciny (Kapralek, 1983).
Ribozomy

Bakterialni ribozom je slozen ze dvou podjednotek stejné jako ribozom
eukaryotickych bunék. Struktura ribozomu je kulovitého tvaru diky slabym vazebnym
interakcim mezi jednotlivymi bazemi. Oproti buikdm eukaryotnim se ribozomy lisi
svou velikosti. Velkd podjednotka méa velikost 50 S amald podjednotka 30 S.
Podjednotky se mohou volné rozpojovat. Stejné jako u eukaryotickych bun€k maji
funkci prekladu mRNA do proteind potiebnych pro zivot bunky (Kapralek, 1999). Pro
zahajeni prekladu je nutna volna podjednotka 30 S. Po navazani molekul mRNA, GTP,
navazat podjednotka 50 S a je zahdjen preklad. Klidova bunika obsahuje nékolik set
ribozomti, mnozici se buika jich mize obsahovat vice. Ribozomy jsou tvoteny ze 2/3

molekulou rRNA a 1/3 bilkovinami.

Ribozomy jsou ulozeny volné v cytosolu. Vysoké koncentrace je v oblasti jadra, kde
dochazi k ptekladu jiz pfepsané mRNA, a po obvodu bunky, kde jsou navazané na

cytoplazmatickou membranu (Kapralek, 1983).
Cytoplazmaticka membrana

Buiiku ohranicuje cytoplazmatickd membrana. Je to jedind membrana vyskytujici se
Vv bakterialni buiice. Tato membréana je tvorena dvojvrstvou fosfolipidl, ve které jsou
zakomponovany bilkoviny. Bilkoviny jsou po obou stranach membrany poutany
hydrofobnimi nebo elektrostatickymi silami. Membranové bilkoviny ¢ini 10 - 20 %

obsahu vSech bakterialnich bilkovin.

Hlavni funkci cytoplazmatické membrany je izolace cytosolu od okoli. Umoznuje
selektivni propousténi molekul z buiky i do bunky, je zde lokalizovana fada

enzymatickych reakci a transformace energie. Celkova tloustka membrany je kolem 8
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nm (Votava, 2010a). Vétsinou je membrana hladka a napjata, u nékterych druhd bakterii

se vSak mohou vytvaret vchlipeniny.

Chemické slozeni membrany téz souvisi s bakteridlnim druhem. Obména
membranovych proteinti a fosfolipidii v rostoucich bakteriich je oproti eukaryotnim
buiikam velmi mala. Rada metabolickych reakci je vazana pravé na tuto strukturu diky
hydrofobnimu prostiedi. Dochézi zde k poslednim fazim tvorby slozek bunécné stény —
peptidoglykanu, teichoovych kyselin, lipopolysacharidii a pouzdrovych polysacharidii.
Na membranu je napojena replika¢nim po¢atkem DNA (Kapralek, 1983).

Bunééna sténa

Bunééna sténa je jedind pevna ¢ast vyskytujici se v bakteridlni bunce. Obklopuje
celou bakteridlni buiiku. Jeji hlavni funkei je ochrana builky, tvoii takzvany vné&jsi
skelet. Z chemického hlediska je tvofena peptidoglykanem (linearnim polymerem
tvofenym ze dvou aminocukri — N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové
pospojovanym peptidovymi a glycinovymi mustky, ktery svou siti vlaken obklopuje
celou bunku) (Votava, 2010a). Na kazdou karboxylovou skupinu N-acetylmuramové
kyseliny je navazan fetézec 4 aminokyselin. Buné¢na sténa odlisna u gramnegativnich a

grampozitivnich bakterii.

vvvvvv

z vngjsi strany pokryta membranou. Je tvofena dvojvrstvou lipidi a bilkovin. V této
vrstveé jsou zabudovany molekuly lipopolysacharidii. Vyskytuji se zde receptory fagu,
molekuly porinu, ktery tvofi v membrané nespecifické kanalky slouzici k priniku Zivin
do periplazmového prostoru. Tato membrana je k peptidoglykanu poutana molekulami

lipoproteinu (Pavlasova, 2009).

Grampozitivni bakterie maji prifez stény dvakrat §irsi. Je tvofena mohutnou vrstvou
peptidoglykanu, ktery je protkan teichoovymi kyselinami. Tyto kyseliny vaZou kationty
Mg?* a Ca?', nepostradatelné pro integritu stény i membrany. Sténa grampozitivnich

bakterii neobsahuje lipidy ani bilkoviny (Kaprélek, 1999).

14



Bakterialni obaly

Bunéénou sténu muze jesté obklopovat dalsi vrstva. Tato vrstva se mtize zna¢né lisit.
Pokud je vrstva obklopujici sténu jasné zfetelnd, jedna se o pouzdro. V pfipadé, ze
vrstva splyvd s bunéCnou sténou, jedna se o slizovou vrstvu. Poslednim typem je
glykokalyx, ktery obklopuje bakterii tenkou siti s vy¢nivajicimi vldkny. Vyc¢nivajici

vlakna umoznuji specifickou i nespecifickou adhezi (Pavlasova, 2009).
Fimbrie

Na nékterych bakteriich mohou byt zietelné fimbrie, coZ jsou pevna rovna vlakna
vyénivajici po obvodu buiiky dlouha nékolik mikrometrii. Casto se jich zde nachazi
velké mnozstvi. Vldkna jsou dutd, slozena z proteinovych podjednotek. U fady bakterii
maji velkou ulohy pii adhezi k povrchu. Vyskytuji se pouze u gramnegativnich bakterii

(Kapralek, 1983).

Bicik

Kromé¢ fimbrii mize z bakterie vycnivat jeden nebo vice biciki. Hlavni funkci bi¢iku
je pohyb, ke kterému dochdzi diky jeho rotaci. Stavebni jednotkou biciku je flagelin,
jenz je uspotadany do Sroubovice. Pravé tato stavba napomdha pohybu. Pii pohybu
muze bakterie ménit rychlost i smér rotace. Typicky bakteridlni pohyb je stiidave
pohybujici se vpied a stifidavé rotujici na misté. Pohyb builka uskutectiuje predevsim

kvtli vyhledavani Zivin.

Zdrojem energie pro pohyb bi¢iku je protonovy gradient na cytoplazmatické
membrang. Bic¢ik je velmi kiehky a snadno se lame. Pokud se bi¢ik odlomi, opét rychle

doroste (béhem 10 — 20 minut).
Spory

Jak je jiz vySe zminéno, bakterie jsou schopné prezit velmi extrémni podminky. Jsou
to vlastné nejodolnéjsi organismy na nasi planeté. Nékteré rody bakterii maji schopnost

tvofit spory, stadia s témet nulovym metabolismem. Jsou to jediné organismy na planeté
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majici tuto schopnost. Tvorba spory je spusténa specifickym impulsem, diky kterému
dojde k fetézci reakci vCetné¢ zapindni a na druhou stranu i vypindni urcitych gend.
Spora se tvofi vzdy uvnitf buiiky a buiika tak ma zcela jinou morfologii. Nové je
syntetizovana kyselina dipikolinova, bilkoviny sporového plaste, peptidoglykan kortexu
a dalsi. Tvorba jedné spory trva kolem deseti hodin. Bakteridlni buiika se samoziejmé

muze opet pfeménit ze spory na buiiku vegetativni.

nukleoid
mezozom

: i cytoplazmatickd membréana
rezervni material \

vnéjsSi membrana

fimbrie bunééna sténa

cytoplazma  plazmid
ribozomy

Obrazek 1. Schéma bakterialni busiky*

2.3. Rust a mnozeni bakterii

Pokud se vyskytuje bakteridlni buiika v prostiedi, kde se pro ni vyskytuji vhodné
chemicke 1 fyzikalni podminky, rozmnozi se. Za€ne pfijimat zvySené mnozstvi Zivin,
zdvojovat komponenty svého téla a zvétsi svoji hmotnost i objem. Po dosazeni urcité
velikosti, kterd je geneticky kddovana, se pificné rozdéli. Piesné rozdéleni buiiky je
podrobnéji rozebrano v kapitole Zivotni cyklus individudlni bakterie. Buiiky nékdy

mohou ziistat uzce spojeny, timto zpisobem vznikaji pravé shluky buné€k (diplokoky,

http://web2.mendelu.cz/af_291 projekty2/vseo/print.php?page=130&typ=html)
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streptokoky, stafylokoky apod.), nebo se od sebe oddéli zcela. Stavaji se i pripady, kdy
se bunky nedéli viibec a rostou jen do délky (tyCinky) (Kapralek, 1999).

Generacni doba zacind vznikem bakterii a kon¢i jejich smrti ¢i rozdélenim bunck
(Kapralek, 1999). Casto se stava, Ze se chromozom zaéne replikovat jesté predtim, nez
je ptvodni replikace dokoncena. Pro piiklad generac¢ni doba E. coli pti 37°C je 20 minut
a pti 20°C je 1 hodina (Votava, 2010a). Doba zdvojeni piedstavuje celkovy cCas
zdvojnasobeni poctu bunék v kolonii (Kapralek, 1999). Nékdy je bunény rust

inhibovan zplodinami jejich vlastniho metabolismu (Votava, 2010a).

Graf 1 Riistova kifivka bakteridalni populace?

2.4. Zivotni cyklus individualni bakterie

Zivotni cyklus bakterie se déli na fazi C, kterd zacind okamzikem zahéjeni replikace
bakterialni DNA a konc¢i dokoncenim replikace, a na fazi D, kterd za¢ind dokoncenim

replikace a konéi rozdélenim bunky na dvé dcetiné (Pavlasova, 2009).

Autoreprodukce bakterie samotné zalind replikaci DNA. Replikaci d€lime na tfi

faze.

2 Zdroj: Greenwood a kol.: Lékarska mikrobiologie 1999
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Prvni faze je iniciace replikace. Replikace zacind vzdy na specifickém misté na
DNA zvaném origin. Diky enzymim helikazy se vldkno DNA zac¢ne rozplétat, béhem
rozplétani se v molekule tvofi napéti, které rozvolnuji enzymy topoisomerdzy a
nasledné DNA-polymeraza syntetizuje druhé vlakno k molekule od konce 5° ke konci
3¢, které je k matetskému vlaknu spojeno enzymem lygazou (Kocur, 1981) (Votava,
2010a).

Dalsi fazi je elongace (vlastni replikace). Replikace probihd obousmérné a konéi na
misté zvaném terminus. Na rozdil od ristu individudlnich bakterii je rychlost replikace

v podstaté konstantni. Naptiklad rychlost replikace genomu E. coli je 41 minut.

Konecnou fazi replikace je terminace. Nové vzniklé bakteridlni chromozomy jsou
pfipoutany svymi pocatky k cytoplazmatické membrané a k bunécné sténé.
K samotnému oddéleni dcefiné builkky od matetské dochazi intenzivnim ristem
bunééného obalu (cytoplazmatické membrany a bunétné stény) mezi obéma misty
prichyceni obou chromozomi. Vytvofeni ptfi¢né prepazky je podminéno dokoncenim

replikace a prostorovym piesunem replik k obéma polum bunky (Votava, 2010a).

2.5. Vyziva bakterii

Bakterie pro svij rist a rozmnozovani potiebuji dostatecné mnozstvi energie.

Zpusob ziskani energie zaleZi na jejich metabolismu.

Mohou ji ziskavat z viditelného zafeni vinové délky kolem 800 nm, kdy bakterialni
fotosystém zachyti svételné kvantum (fototrofni bakterie) a pfeméni ho na energii
chemickych vazeb. Nebo ji mohou ziskéavat oxidaci redukovanych latek (chemotrofni
bakterie) opét obdobnym zpisobem. VéEtSina bakterii ma metabolismus chemotrofniho

charakteru.

Chemotrofni bakterie ziskavaji energii oxidaci organickych nebo anorganickych
latek. V ptipad€¢ vyuzivani organickych latek je oznacujeme jako chemoorganotrofni,

Vv piipad¢ vyuzivani anorganickych latek jako chemolitotrofni (Kapralek, 1999).
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Bakterialni bunka ke svému zivotu potiebuje predevsim dostatecny piisun uhliku.
Autotrofni bakterie nachazeji jeho zdroj v atmosféfe v molekulach oxidu uhlicitého,
zatimco heterotrofni bakterie mohou cerpat uhlik ze soli organickych sloucenin,

sacharidd, lipidl, aminokyselin, peptont a bilkovin.

Déle ke svému zivotu bakterie potfebuji dostate¢ny zdroj dusiku pro tvorbu
nukleovych kyselin a dalSich slouc¢enin obsahujicich dusik. Nékteré bakterie mohou
Cerpat atmosféricky dusik, vétSina vSak nachazi zdroj ve formé amonnych soli
a amoniaku diky snadnému priniku do bunky. Dal§imi zdroji dusiku mohou byt
dusi¢nany, aminokyseliny, peptony a bilkoviny. Nékdy mohou vyuzivat téz jako zdroj

dusiku mocovinu.

Nedilnou soucast vyzivy tvoii mineralni latky potiebné pro nékteré stavebni slozky
buiiky nebo pro katalyzu urcitych reakci. Mezi hlavni potfebné mineralni latky patii sira

a fosfor (Kocur, 1981).

2.6. Bakteridlni osidleni lidského téla

V prenatdlnim obdobi je télo Clovéka zcela bez mikrobidlnich organismi. Po
narozeni zacnou télo postupné osidlovat mikroby. Na pokoZce se vytvoii tzv. biofilm,
ktery pokryje celé télo. Biofilm se sklada pfedevsim z fad aerobnich bakterii, jako jsou
stafylokoky, mikrokoky, sarciny a dal$i. V koznich zdhybech je flora bohatsi diky
vlh¢imu prostiedi a vétSimu mnozstvi zivin (Julak, 2006). Bakterialni rozklad téchto
zivin zpusobuje zapach, ktery je velmi dobfe znam (Kocur, 1981). Co se tyce vrstev

pokozky, nejveétsi mnozstvi bakterii osidluje vlasové folikuly (Julak, 2006).

Dalsi velmi pestie osidlenou ¢asti t&la je ustni dutina. Zde se nachazi az 10*! bakterii
na 1 gram tkan& (Juldk, 2006). Na povrchu se nachéazeji zejména aerobni streptokoky,
neisserie, korynbakteria, pod povrchem naopak anaerobni aktinomycety, nesporulujici
grampozitivni a gramnegativni koky a tyCinky. Jsou zde i bakterie Streptococcus

mutans a Streptococcus sobrinus, které zptisobuji tvorbu zubniho kazu.

Od hltanu smérem k dychacim cestdm zacind bakterii postupné ubyvat. Dolni cesty

dychaci uz jsou za normalnich okolnosti zcela sterilni stejné jako krevni feciste. V
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ptipadé, ze se do krve bakterie dostanou, jsou co nejrychleji eliminovany imunitnim

systémem.

Dalsi c¢asti lidského téla bohatou na bakterie je zazivaci trakt. Zde se nachézi fada
symbiotickych bakterii, které pomahaji travit fadu dilezitych latek. V zaludku, kvili
kyselému pH, jsou schopny piezit pouze stafylokoky a laktobacily, které maji schopnost
okolni prostiedi neutralizovat. Nejveétsi mnozstvi bakterii se nachdzi v tlustém stieve.
Majoritné je zde zastoupeno 30 - 40 druhti, minoritné 400 - 500. V 1 gramu tkan¢ se zde
nachazi 10 bakterii, tedy o néco méné nez v ustni dutiné (Julak, 2006). U novorozenci
je tlusté stfevo osidlovano nejprve laktobacily, enterokoky a Escherichia coli, poté
bakteroidy a dal$imi anaeroby. Rychlost osidleni izce souvisi se zplisobem vyzivy.
Nekteré stievni bakterie jsou potencialnimi patogeny. Stievo je ale uzptisobeno tak, ze

je proti produkovanym toxinim imunni.

Do mikrobiologicky zajimavych oblasti téz patii zensky trakt. V pribéhu zivota se
v ném mikrobiologické osidleni méni. Za cely zivot se zde vystiidaji laktobacily, fady

anaerobnich bakterii, korynebakterii, stafylokokt a streptokokd.

Jak je vidét, lidsky organismus obyva opravdu velké mnozstvi bakterii. Pokud

bychom vsechny bakterie zvazili, vazily by 1 - 1,5 kg (Julék, 2006).

2.7. P&stovani bakterii in vitro

Bakterie jsou velkym pifedmétem vyzkumu. Abychom mohli bakterie dobie
zkoumat, je nezbytné je uméle vypéstovat. K tomu se vyuzivaji kultivacni pudy, které
musi obsahovat ziviny potfebné pro vyzivu bakterii. Kazdy druh potiebuje ke svému
ristu optimalni fyzikalni podminky, takZze kromé& Zivin je dilezité ptizplsobit teplotu,
sloZzeni atmosféry a dal$i fyzikalni faktory. Naptiklad pro péstovani lekarsky
vyznamnych bakterii se kultivaéni média vkladaji do termostatii, kde je nastavena
teplota 37° C (Votava, 2010a). Podminkou kultiva¢niho média je jeho sterilita (\VVotava,
2010b).
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2.8. Kultiva¢ni média

Kultivaéni média miizeme podle slozeni rozdélit do dvou zakladnich skupin —
pfirozené a syntetické. Pro pldy pfirozené je zakladnim médiem zivny bujon, ktery neni
chemicky definovan. Naproti tomu u syntetickych médii pfesn¢ zname chemické

slozeni (Votava, 2010a).

Kultivacni média mohou mit téz riznou konzistenci. Bud'to jsou pevna diky ztuzeni

pomoci agaru nebo tekuta, kdy hlavni slozku tvoii peptonova voda (Votava, 2010a).

Tekuté pudy se skladuji v silnosténnych zkumavkach. Vyhoda téchto médii je
snadny pfisun Zivin pro péstované bakterie. Naopak nevyhodou téchto médii je Spatna
orientace Vv napéstovanych bakteriich. Rust se zpravidla projevi zakalenim zkumavky,

malokdy sedimentem nebo blankou. (Votava, 2010a)

Jak je jiz vySe uvedeno, tuhé pidy jsou ztuzovany agarem. Agar obsahuje smés
polysacharidl, agarosy a agaropektinu extrahovanych zrudych motskych ftas. Pii
pripravé agarové pudy se agar nejdiive roztpusti pii teploté 85° C, kdy dojde zaroven ke
sterilizaci, a nasledn¢ se roztok pielije do Petriho misky, kde agar ztuhne. Obcas se
vyuzivaji i zkumavky, kde se agar ponechd v §ikmé poloze. Velkou vyhodou agarovych
pud je moznost péstovani jednotlivych bakteridlnich kolonii. Vypéstované kolonie
vidime na médiu pouhym okem, kdy se od sebe mohou liSit barvou, tvarem,
konzistenci, velikosti a dalSimi vlastnostmi. Zaroven od sebe mizeme kolonie izolovat

rozo¢kovanim na dalsi kultivacni média (Votava, 2010a).

Déle mtzeme kultivaéni média rozdélit podle slozeni na zdkladni, obohacené,
selektivni, diagnostické, k anaerobni kultivaci, k antibiotickym zkouskam, ke stanoveni

ucinnych latek, k uchovani kultur a transparentni.

Zakladni pidy obsahuji pouze zékladni slozky. Tekutd média obsahuji zivny bujon
a peptonovou vodu, pevna média obsahuji zivny agar piipraveny rozvarenim 1,5
procentniho suchého agaru v Zivném bujonu. Zivny bujon je vlastné masovy extrakt
s ptidavkem bilkovinnych $tépl, tzv. peptonu. Tento typ agaru slouzi k namnoZeni
nenaro¢nych druht bakterii. Peptonova voda je slozena z 1,5% peptonu, vody a 0,5%

kuchyniské soli. Mezi zakladni typy ptid patii masopeptonovy agar (Votava, 2010Db).
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Zaklady tohoto bujonu se pfipravuji z kvalitnéjSich extrakti — mozkosrdcové infuze
a obohacuji se bilkovinnymi koncentraty. Dale obsahuji vitaminy, piipadné dalsi
specialni peptony. Jednim z béZnych obohacujicich latek téchto agart je krev (Votava,
2010a).

Na selektivnich piadach miizeme vypéstovat pouze urcité druhy bakterii. Tyto pudy
vzdy obsahuji néjaky inhibitor, ktery umozni riist pouze nékterych druhti bakterii

(Votava, 2010a).

Pro zjisténi citlivosti bakterii na antibiotika se pouZzivaji specialni typy pud.
Nejbeéznéjsi typ takovéto pudy se nazyva Miiller-Hintonové. Na rozdil od zékladnich
typtt pid zde nemiizeme pouzit pepton, protoze by brénil difuzi antibiotika. Hlavni
zivnou slozku zde tedy tvoii krob. Skrob zaroveii chrani bakterie proti vlastnim

toxickym metabolitim a umoziuje rust velmi malého inokula (VVotava, 2010b).

Pii ptipravé pud je velmi dilezité dbat na sterilitu a kalibraci pfistroji. Komercné
dodavané Petriho misky a dalsi plasty jsou sterilizované uz od vyrobce. Ke sterilizaci se

pouziva kyselina peroctova nebo plazmaticky vyboj ve vakuu (Votava, 2010b).

2.9. Kultivace bakterii

Ptipravenou Petriho misku s Zivnou pidou lze naockovat bakteriemi. VZdy se musi
ockovat ptisn¢ asepticky, aby nedoSlo k pfenosu nezaddoucich mikrobli. K naockovani
bakterii je vhodné pouzit navlhéené vatové tyCinky. Pidy se dobife ofkuji navlhé¢enou
vatovou ty¢inkou kontaminovanou poZadovanymi mikroby. Povrch agaru se lehkym
klikatym tahem potfe mikroby z vatové tyc€inky. Pti ockovani pid je tfeba zabrénit
nadbyte¢né¢ kontaminaci, proto se vzdy vi¢ko Petriho misky pouze nadzvedne a
pridrzuje tésn€ nad miskou. Po naockovani se miska musi ihned uzavftit a uskladnit dle
pozadovanych podminek péstovaného mikroba. Rlst méné naroénych mikrobt trva pii

laboratorni teploté zpravidla nékolik dni, maximaln¢ tyden (Votava, 2010b).

Po narGstu kolonie bakterii na Petriho misce je mozné izolovat jednotlivé druhy.

Opét je tfeba dbat na piisnou sterilitu prostiedi a pomtlcek. Pfi izolaci bakteridlni
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kolonie se opét nadzvedne vicko Petriho misky napéstovanych bakterii, vyzihanou
a vychladlou mikrobiologickou kli¢kou se setie jeden druh bakterialni kolonie a pienese
lehkym klikatym tahem na Cistou Petriho misku. Je nutné mikrobiologickou klicku opét
vyzihat v plameni azbavit ji tak bakterii. Nové naockované mikroby je se musi
skladovat v optimalnich podminkach pro jejich rist nékolik dni, maximalné tyden
(Votava, 2010b).

2.10. Vzhled mikrobialnich kolonii a blizsi ur¢eni druhu mikroorganismu

Napéstované mikrobidlni kolonie na agarovych ptidach jsou jasné zietelné a lze je
pfiblizn¢ charakterizovat. Na jednotlivych kolonii mizeme definovat morfologické
znaky jako je velikost, tvar kolonie, okraje, povrch a barva. Pro blizsi identifikaci
mikroba ¢asto napovida druh kultivaéniho média, na kterém je bakterie vypéstovana.
Nékteré pudy jsou piimo urcéené k identifikaci mikrobti. Mohou obsahovat indikatory,
které méni barvu na zakladé zmény podminek v okoli. K dalsi identifikaci mikrobu
slouzi samoziejm¢é podminky, ve kterych jsou mikroby napéstovany, a fada

biochemickych testd (Kootallur a kol., 2011).

2.11. Prezivani a usmrcovani mikrobu

Neékteré mikroby jsou pro nés uzitecné, ale proti nékterym musime sami sebe a nase
okoli chranit. Jelikoz kazdy organismus potiebuje pro svij rist optimalni podminky,
muzeme tyto podminky pfizpiisobit tak, aby bylo v rlistu a v mnoZeni mikroorganismu
zabranéno. Zabranit rozSifeni mikroorganismi lze fadou zptsobltl. Bud'to muizeme
prerusit Sifeni mikroorganismu pomoci dezinfekénich piipravki — chemicky nebo rust
mikroba zcela eliminovat, takovému zplisobu pak fikame sterilizace. Dezinfekeni latky
mohou mikroby ni¢it mnoha zplsoby, jako je napiiklad poruSeni tvorby bilkovin nebo
naruseni buné¢né stény. Pfi sterilizaci dochdzi k uplnému usmrceni vSech organisSmu.
Takového vysledku mizeme dosédhnout napiiklad vysokou teplotou — 160 — 180° C,
pfimym vyZzihdnim v plamenu nebo UV ziafenim. Pokud za¢ne na mikroby pusobit

dezinfekéni latka nebo se vyskytnou v nevhodnych podminkach, postupné se prestanou
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mnozit a naopak zacnou odumirat. Odumirani probiha dle logaritmické ktivky. Pocet
usmrcenych bunc€k zavisi na intenzit¢ pusobiciho Cinitele a na expozic¢ni dobé. Cim

v

intenzivnéjsi je Cinitel, tim vice bunék je usmrceno.
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3. Antibakterialni latky

Antibakterialnimi latkami nazyvame takové latky, které maji bakteriostaticky nebo
baktericidni u¢inek na bakterie. Rada z nich je mikrobialniho ptivodu a nazyvaji se tak
antibiotika. Mezi organismy produkujici antibakteridlni latky patii pfedevSim plisné.
Nejcastéji jsou to produkty pidnich mikroorganismut. Antibiotika byla objevena za dob
2. svétové valky. Diky objeveni penicilinu Alexandrem Flemingem doslo nasledné k
velkému rozvoji fady antibiotik. V soucasné dob¢ je na trhu pies 150 druhti antibiotik.
Aby bylo antibiotikum vhodné pro 1é€bu bakteridlnich onemocnéni, nesmi poskozovat
eukaryotni buitkku. Zaroveil musi mit antibiotikum takovou G¢innost, aby jej bylo mozné
pouzivat v nizkych koncentracich (mg/l). Mnoho antibiotik je v dnesni dobé
pfipravovano synteticky. Zakladni d€leni antibiotik spociva v rozdéleni dle chemické
struktury. Antibiotika lze téz délit dle spektra ucinku, cilového mikrobialniho druhu
a farmakologického uc¢inku. Klasifikace antibiotik dle chemické struktury je uvedena

nize.

Ostatni  antibakteridlni latky, které nejsou Zzivého plvodu, nazyvame
chemoterapeutika. Chemoterapeutika se vyrabi synteticky. Antibakteridlni latky
vyuzivané v lékatstvi musi dosahovat takové miry toxicity, aby zabijely neZzadouci
mikroby, ale zaroven aby neposkozovaly Zivou tkaf. Casto se tohoto ué¢inku dosahuje
optimalni mirou koncentrace. Nékteré antibakteridlni latky rast bakterii pouze zastavuji,
maji takzvany bakteriostaticky Uc€inek, zatimco nckteré bakterie pifimo zabijeji — latky
baktericidni. Rada t&chto latek ma schopnost poskozovat cytoplazmatickou membréanu,
inhibovat rist bakteridlni stény, inhibovat proteosyntézu nebo tvorbu nukleovych
kyselin. Latky, které hrubym zdsahem ni¢i Zivou hmotu, nazyvdme dezinfekce. Jsou
vyuzivany predev§im k usmrceni mikroorganismli na pifedmétech. Latky k usmrceni
mikroorganismi na Zivé tkani nazyvame antiseptika. Antiseptika na rozdil od antibiotik
pusobi vétSinou nespecificky na vétSinu mikrobu. Jejich Gc¢inek se dostavuje béhem
minut az hodin (Votava, 2010a). Oproti klasickym dezinfekénim latkam jsou méné
koncentrované a navic jsou Setrné k pokozce. Antiseptika dle chemického slozeni

délime do nckolika skupin — alkoholovéd antiseptika, antiseptika obsahujici halové
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prvky, fenolovéa antiseptika, antiseptika obsahujici oxidujici latky, mydlové roztoky
kresolu a detergencia (Hynie, 2003). Pichled zakladnich desinfekénich prostiedku je

uveden v nasledujicim textu.

3.1. Ptehled antibiotik

3.1.1. p-laktamy

Tato velka skupina antibiotik zahrnuje peniciliny a cefalosporiny. Jejich spole¢nym
strukturnim znakem je B-laktamovy kruh. Podle typu molekuly, ktera je na tento kruh
navazana, se P-laktamy od sebe lisi. V pfipadé penicilinii je na B-laktamovy kruh
napojena pétiuhlikatd cyklickd sloucenina obsahujici atom siry. Peniciliny maji velmi
vysokou ucinnost a zaroven velmi nizkou toxicitu k eukaryotnim bunkam. Ziskéavaji se
z kultury Penicillium chrysogenum. Cefalosporiny jsou strukturné podobné penicilintim,
rozdil je v tom, ze misto péti uhlikatého kruhu je na B-laktamovy fetézec napojen Sesti
uhlikaty kruh. Jejich zpisob poskozovani bakterii spo¢iva v inhibici tvorby bakterialni
stény. Vazou se na enzymy uUcastnici se tvorby peptidovych a glycinovych miustki
spojujicich fetézce stifidajicich se molekul N-acetylglukosaminu a kyseliny N-
acetylmuramové. Dusledkem celého procesu je inhibice ristu bakteridlni stény a rozpad
bakterialni buiniky. Tyto latky se rychle vylucuji moci, proto je jejich podani pomérné
Casté (kazdych 6 — 8 hodin). Neuc¢inkuji na mykobakterie, vzhledem k tomu, ze maji pro
B-lakamy nepropustnou sténu, dale na mykoplazmata, kterd nemaji bakterialni st€nu

vibec, a na intracelularni bakterie, k nimz je Spatny pfistup.

Bakterie vic¢i B-laktamim mohou podléhat rezistenci. Nejcasteji tvoii enzym [3-
laktamaza, ktery Stépi f-laktamovy kruh a antibiotikum tak ztraci své u€inky. Dale jsou
schopné blokovat prunik (B-laktami skrze pory zevni membrany nebo syntetizovat
modifikované enzymy, které jsou schopné tvorby bakteridlni stény, nebo pfijetim genu

kodujiciho enzym, ktery ma k B-laktamtm velmi nizkou afinitu (Votava, 2010a).
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3.1.2. Tetracykliny

Dalsi skupinu antibiotik pfedstavuji tetracykliny. Molekuly tetracyklind vzdy
obsahuji ctyfi Sesticlenné kondenzované cykly. VSechny tetracykliny inhibuji tvorbu
proteind tim, Ze brani vazbé komplexu tRNA na pfislusné misto ribozomu. Eukayrotni
buiiky k této vazbé vSak nejsou citlivé, proto se tyto latky daji vyuZzivat v lécbe
bakteridlnich onemocnéni. Tetracykliny maji Siroké spektrum ucinnosti. Pasobi na

mykoplazmata, chlamydie, riskettsie, spirochety, aktinomycety a nékteré prvoky.

V dnesni dob¢ je vSak vétSina bakterii na tetracykliny rezistentni. Cytoplazmaticka
membrana bakterii se uzplisobila tak, aby byla pro tetracykliny nepropustnd, ribozomy
mohou byt chranény proti tetracyklinim nebo jsou tetracykliny z buiky ihned

vylouceny. Geny zptisobujici rezistenci jsou piedavany transpozony.

U tetracyklinii jsou casté vedlejsi ucinky, které postihuji gastrointestindlni trakt.
Ptimo ucinkuji na sliznici a zptisobuji pifemnozeni mikroorganismi stfevni mikroflory.
Tento typ antibiotika zplsobuje Zloutnuti zubl a nepfiznivé ovliviiuje tvorbu kosti,

proto se nesmi podavat t¢hotnym Zenam a détem do 8 let (Votava, 2010a).

8 Zdroj: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:%CE%92-
laktamov%C3%BD_kruh.png
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Obrazek 3 Molekula tetracyklinu

3.1.3. Aminoglykosidy

Jiz znazvu antibiotika vyplyva, Ze se jednd o cukerné¢ latky. Molekula

aminoglykosidl se skldda vétsSinou z trisacharidu a aminocukri.

.....

které vedou k tvorbé proteini. Pisobi hlavné na aerobni gramnegativni bakterie, dale na
stafylokoky a nékteré mykobakterie. Casto se pouzivaji spole¢né s B-laktamy. JelikoZ se
tato antibiotika nevstfebavaji ze stfeva, musi se podavat parenteralné. Aminoglykosidy
se vylucuji pouze moci a pii vyssich davkach mohou poskozovat ledviny, proto nejsou
vhodné pro pacienty s poruchami ledvin. Mimo jiné jsou i neurotoxické a mohou

zpiisobovat poskozeni sluchu vedouci aZ ke hluchotg.

I na aminoglykosidy mohou byt bakterie rezistentni. Tato rezistence miize byt
pfirozend, kdy mé antibiotikum Spatny pfistup do buiiky, nebo ziskana spocivajici ve
tvorbé enzymi, které inaktivuji G¢inek aminoglykosidu. Geny tvofici tyto enzymy se

mohou pienaset pomoci plazmidi, transpozomti nebo integronu (Votava, 2010a).
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3.1.4. Makrolidy

Makrolidy jsou makrocyklické laktony. Molekula se sklada z14 — 16 c¢lenného

kruhu, na ktery jsou napojeny vétSinou dva cukry.

Jejich antibioticky ti¢inek spoc¢iva v inhibici proteosyntézy. Vazou se na rRNA a po

vzniku peptidické vazby brani uvolnéni tRNA.

Makrolidy 1. generace — Erythromycin ptsobi na obdobné bakterie jako penicilin.
Pisobi hlavné na grampozitivni bakterie, gramnegativni koky a gramnegativni
spirochety. Podani je vétSinou peronataldni. Vylucuje se zluc¢i. Vedlejsi ucinky postihuji
travici soustavu, Casto se dostavuje zvraceni. Toto antibiotikum neni dobré kombinovat
sjinymi léky. V piipadé kombinace s B-laktamy dochazi k inaktivaci antibiotika,

protoze vzajemné pusobi antagonisticky.

K rezistenci dochazi tim zplUsobem, Ze rRNA zablokuje vazbu mista makrolidu
navazanim methylové skupiny. Tuto vazbu zplsobuje enzym methylaza. Gen, ktery ho
koduje, je prenasen plazmidy nebo transpozomy. Mezi makrolidy patfi jedno z nejméné

toxickych antibiotik — Spiramycin (Votava, 2010a).

4 Zdroj: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Streptomycin.png
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Obrdazek 5 Clarithromycin - priklad makrolidu®

3.1.5. Linkosamidy

Tato antibiotika ziskala nazev od produkéniho kmene Streptomyces lincolnensis.
Z chemického hlediska jsou odvozeny od aminokyseliny prolinu substituovaného amidy

a aminocukrem thiolinkosaminem.

Linkosamidy ptisobi bakteriostaticky, vazi se na ribozomy — brani vzniku peptidické

vazby v proteinech. V sav¢ich burikach se na ribozomy vazat nedovedou.

Piisobi na grampozitivni bakterie véetné penicilinrezistentnich stafylokokd. Maji
velmi nizkou toxicitu. Nezadouci ucinky se objevuji v misté aplikace. Antibiotikum

velmi dobfe pronikd do kostni tkané.

Rezistence je opét mozna methylaci specifického mista v molekule rRNA stejné jako

u erythromycinu (Votava, 2010a).
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Obrazek 6 Linkomycin - piiklad linkosamidu®

s Zdroj: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Makrolidy
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3.1.6. Amfenikoly

Z této skupiny antibiotik je jedinym typem chloramfenykol. Molekula obsahuje dva

atomy chloru a nitrobenzenové jadro.

Mechanismus U¢inku opét spocivd v zabranéni vzniku peptidické vazby. Piimo

blokuje plisobeni peptidyltransferazy. Na bakteridlni proteiny ti¢inkuje selektivné.

Co se tyCe spektra ucCinku, plsobi na aerobni i anaerobni grampozitivni
I gramnegativni bakterie, mykoplasmata, riskettsie a chlamydie. Dobfe pronika do tkani
a do mozkomiSniho moku a zasahuje téZ intracelularné. Jejich toxicita je relativné
vysoka, a proto je chloramfenikol méné Casto pouzivanym antibiotikem. Pouziva se
pouze u zavaznych infekci jako je hemofilova sepse, meningitidy, bfisniho tyfu a

nitroo¢ni infekce.

I u téchto antibiotik je znamé rezistence. Existuji geny, které modifikuji
acetyltransferdzu a chloramfenikol inaktivuji. Gen je mozné prendSet pomoci plazmidu

(Votava, 2010a).

OH OH

Obrazek 7 Molekula chloramfenykolu

3.1.7. Polypeptidova antibiotika

Z nazvu vyplyva ptitomnost polypeptidova struktura. Tato antibiotika jsou tvofena
rozvétvenymi cyklickymi polypeptidy. Nejpouzivanéjs§i jsou polymyxiny, které

produkuje rod Bacillus polymyxa.

¢ Zdroj: https://www.medicinescomplete.com/mc/martindale/2009/CLK0946C001.png
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Antibioticky ucinek je zptsoben rozruSovanim fosfolipidové vrstvy cytoplazmatické

membrany bakteridlni bunky.

Piisobi pouze na gramnegativni bakterie. Casto se pouziva k 1é¢bé mocovych infekci.
Pii vy$8ich davkach mohou byt nefrotoxické. Podani je vétSinou injekéni. Pouziva se i

k lokalnim vyplachiim (Votava, 2010a).

3.1.8. Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidy jsou bilkovinné slouceniny s navazanou cukernou slozkou.
Glykopeptidy zasahuji do syntézy bakterialni stény. Zabraiuji zesitovani tvoticiho se
peptidoglykanu tim, Ze se navazou na D-alanyl-D-alanin. Tato antibiotika pisobi
baktericidné. Podani je parenteralni. Nejvice pouzivany glykopeptid je vankomycin
izolovany ze Streptomyces orientalis. Pisobi pouze na nékteré grampozitivni bakterie a
spirochety. Do ostatnich bakterii se tak velkd molekula nedostane. Vyhodou

vankomycinu je, Ze piisobi na n¢které Casto k ostatnim antibiotikiim rezistentni kmeny.

Vankomycin vykazuje znacnou miru toxicity. Pisobi na usi, ledviny a centralni

nervovou soustavu.

I u téchto antibiotik je znama rezistence. Je zplisobena syntézou D-laktatu misto D-

alaninu, na ktery se vankomycin mize vazat (Votava, 2010a).

3.1.9. Ansamycinova antibiotika

Ansamycinova antibiotika jsou sloZena z aromatickych kruhii. Selektivné se vazou na
RNA-polymerdzu a blokuji tak syntézu mRNA. Timto mechanismem pisobi

baktericidné.

Plisobi na stafylokoky, vétSinu enterokokt, kromé bakterii piisobi i na nekteré viry
a prvoky. Podani je oralni, dobife pronika do tkani a vyluCuje se Zlu¢i. Vyuzivaji se pii
1é¢beé kontaminovanych umélohmotnych implantétii. Rychle vznika rezistence, a proto

je nutnd kombinace s jinymi antibiotiky.
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Ptirozena rezistence je dana nedostatecnym prinikem do buiiky. Ziskana rezistence

vznika modifikaci enzymu RNA-polymerazy, ktery neni schopny antibiotikum navazat
(Votava, 2010a).

3.1.10. Sulfonamidy a pyrimidiny

Struktura molekul téchto antibiotik se skladd z pyrimidinovych bézi nebo
Z benzenového jadra, na které se vazi aminoskupiny spolecné s atomem  siry.
Antibakterialni G¢inek spociva v kompetitivni inhibici vazebného mista enzymu, ktery
katalyzuje reakci, ktera vede k syntéze kyseliny tetrahydrolistové. Pfitomnost kyseliny
je nutna k syntéze purinovych a pyrimidinovych bazi a tudiz i k syntéze nukleovych

kyselin. Vazbou antibiotika je vSak tato syntéza znemoznéna.

Piisobi na streptokoky, stafylokoky, klostridia a nokardie. U gramnegativnich

bakterii ptisobi na legionely a chlamydie. Uéinek je bakteriostaticky.

Vedlejsi ucinky jsou casté, ale maji mirny pribéh. Rezistence vznikd syntézou

nového enzymu, ktery molekulu antibiotika nevaze. Gen se pienédsi pomoci plazmidu.

V dnesni dobé se samotné sulfonamidy nepodévaji. Mohou se pouzivat k lokalni

1é¢bé v dermatovenerologii, oftalomologii a otorhinolaryngologii (Votava, 2010a).

NH,

Obrazek 8 Zakladni struktura molekuly sulfonamidii
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3.1.11. Nitroimidazoly a nitrofurany

Jedna se o antibiotika obsahujici nitroslouceniny s cyklickymi kruhy. Po vstupu do
buiky jsou redukoviny na metabolity, které poskozuji DNA. Jsou ucinné pouze na

anaerobni bakterie, které jsou schopné antibiotikum redukovat. Plsobi baktericidné.

Piisobi na anaerobni bakterie. Spolecné¢ v kombinaci s dalS$imi antibiotiky se
pouzivaji na lécbu infekei bficha a mékkych tkani, dale k profylaxi infekci ran pfi

chirurgickych vykonech a 1é¢bé onemocnéni zptisobenych nékterymi prvoky.

Vedlejsi ucinky mohou byt neuropatické (Votava, 2010a).

3.1.12. Chinolony

Tato antibiotika jsou vyrabéna synteticky. Molekuly chinolonii obsahuji aromaticka

jadra s navazanym karboxylem.

Plisobi na DNA-gyrasu, ktera odpovida za Sté€peni a opétné spojovani fetézce DNA

pfi replikaci DNA. Uginek je baktericidni. Piisobi hlavné na enterobakterie.

Pouzivaji se pfi 1é¢bé mocovych infekci (Votava, 2010a).

3.2. Piehled antiseptickych latek

3.1.13. Antibakterialni u¢inek halogent

Halogeny patii mezi dobra antiseptika pfedev§im diky svym dobrym oxida¢nim
schopnostem. Pti oxidaci bilkovin v buiice patogenu dochazi k jejich denaturaci

a nasledné k usmrceni patogenu (Zhi-Bin a kol., 2015).

3.1.13.1. Antibakteridlni uc¢inek jodu

Nejvyssi antibakteridlni u¢inky jsou u jodu prokézany pii poméru 1:20 000 (jod +

voda) (Hynie, 2003). Pii uvedené koncentraci dokaze bakterie usmrtit do 1 minuty a
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spory do 15 minut. Diky své relativné malé tkanové toxicité se jod pouziva jako bézné
antiseptikum v mnoha dezinfekcich. Nalezneme ho napiiklad v Betadiné¢ ve formé
komplexu polyvinylpyrrolidonu s jodem pod trivialnim nazvem polyvidon-jod, stejné
tak v antiseptiku jménem Jodisol. Antibakterialni G¢inek povidon-jodu je nesporné
prokazany. Ug¢inek byl napiiklad studovan pfi sterilizaci transplantovanych organti
(Zhao a kol., 2015) V této formé je vhodny i pro 1écbu hnisavych zanéta kuze,
bércovych vieda a dalSich koznich onemocnéni (Pohl-Markl a Neumann, 1988). Mezi
dalsi zndma antiseptika patfi jodova tinktura, kde se jod nachazi ve form¢ lihového
roztoku. V roztoku je 6,5 % volného jodu a 2,5 % jodidu draselného (Hynie, 2003).
Jedna se o Sirokospektralni antiseptikum, které oxiduje aktivni geny pro tvorbu bilkovin
Vv cytosolu patogenu. Dochazi zde k denaturaci bilkovin a tim je patogen uspés$né znien

(Zhi-Bin, Jin-Tian, Tun, Xu a Qing-Guo, 2015).

3.1.13.2. Antibakterialni u¢inek chléru

Chlor slouzi jako vhodné dezinfekce na ocisténi predméti. Jakozto antiseptikum jej
pouzivame zasadn¢€ z organickych sloucenin, které chlér uvoliuji pomalu, aby nedoslo
K podrazdéni pokozky. Vhodné slouceniny jsou napiiklad chloraminy. Antibakterialni
ucinek lze zvysit ptridavkem kvartérni amoniové soli (Rahma a kol., 2015)
Antibakterialni G¢inek je nejlep$i pfi koncentraci 0,5 — 1 %, pro dezinfekci kliZze je
nejvhodnéjsi koncentrace 0,1 — 0,3 %. Roztoky chloraminil se pouzivaji k vyplachiim ve

stomatologii a k oSetfeni ran (Hynie, 2003).

Chlor nalezneme napftiklad v dezinfekci jménem Phyteneo neocide spray. Je zde ve
form¢ octenidin dichloridu, ktery ma velmi nizkou tkanovou toxicitu. Je vhodnou

dezinfekci i pro novorozené déti a zaroven ma dobré baktericidni G¢inky (Dettenkofer a
kol., 2010).

Dalsi pouzivanou dezinfekci je Eosin dezinfekéni sprej. Hlavni antibakterialni latkou
je zde methylchloroisothiazolinon. Pii testech citlivosti na pokozku vsak bylo zji§téno,

ze je mirn¢ drazdivy (Jensen a kol., 2006).
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Naopak benzalkonium chlorid je k pokozce Setrny a zaroven ma dobré antiseptické

ucinky proti velké fadé bakterii (Popelka a kol., 2015).

3.1.14. Gencidnova violet’

Gencianova violet je velmi vyznamnd latka pro své wuziteCné vlastnosti.
Z chemického hlediska se jedna o organickou slouceninu skladajici se ze tii cyklickych
Sestiuhlikatych fetézcl obsahujicich aminoskupinu, dva atomy dusiku a atom chloru.
Syntéza gencianové violeti byla objevena francouzskym chemikem Charlesem Lauthem
v roce 1861. Roku 1884 Hans Gram zjistil, Ze urcité druhy bakterii jsou schopné na sebe
tuto violet' ireverzibiln¢ navézat. Diky této vlastnosti byly bakterie rozd€leny na
grampozitivni a gramnegativni. O né€kolik let pozdéji se gencidnova violet' zacala
pouzivat jako antiseptikum. Toto irokospektralni antiseptikum plisobi predevSim na
grampozitivni bakterie, mén€ pak na gramnegativni. Violet’” je schopna proniknout
bunéénou sténou grampozitivnich bakterii a kovalentné se tak navazat na bunétné
proteiny. Mechanismus ucinku je bohuzel nezndmy. Prvni polovinu 20. stoleti byla
hojné vyuzivana na rizné druhy infek¢nich 1 koznich onemocnéni ¢i zranéni. Dalsi
vyhodou je jeji Setrnost k pokozce. Po objevu antibiotik se dostala na ustup. V dne$ni
dobé je gencidnova violet' stale hojné vyuZivana diky svym antibakterialnim,
antimykotickym, anthelmintickym, antiangiogennim a protirakovinnym vlastnostem,

které se stale zkoumaji (Maley a Arbiser, 2013).

3.1.15. Antibakterialni u¢inek oxidujicich latek

Antibakterialni uCinek oxidujicich latek je podobny jako u halogenidi, jelikoz
vSechny tyto slouCeniny maji vysoké oxidacni schopnosti. Odstépeny atomarni kyslik
narusuje molekularni vazby a tim pravdépodobné inaktivuje enzymy (Votava, 2010a).
Oxidacni ¢inidla jsou velmi univerzalni antibakteridlni latkou. Pisobi na bakterie, spory

I na neobalené viry (Votava, 2010a).
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3.1.15.1. Peroxid vodiku

Mezi silna oxidacni Cinidla fadime peroxid vodiku, ktery piisobenim tkanovych
katalaz uvolnuje kyslik. Béhem uvoliiovani kysliku vznikéd hojné péna, ktera napomaha
vycistit povrch rany. Peroxid vodiku ni¢i pfedev§im anaerobni bakterie (Brudzynski,
2006; Hynie, 2003). V piitomnosti organickych latek se snadno rozklada na vodu a
molekularni kyslik. Tento typ dezinfekce je Setrny k zivotnimu prostiedi, ale nemé az
tak velké dezinfekéni ucinky, protoze molekularni kyslik pouze dokize pomoci

bublinek vyplavit necistoty z rany (Votava, 2010a).

3.1.16. Antibakterialni ¢inek alkoholu a fenolu

Rada alkoholti dokaze denaturovat bakterialni bilkoviny, jejimz dasledkem je
usmrceni mikroorganismil. V piipad€ pouziti etanolu doséhneme nejvyssiho uéinku pii
70% koncentraci. Pokud je ethanol koncentrovany, mikroby spise konzervuje (Votava,
2010a). Umi pusobit pouze na bakterie, na spory nikoli. Dal§imi vhodnymi
antiseptickymi alkoholy jsou izopropylalkohol, ethylenglykol a noxytiolin. Nyxotiolin
plisobi pomalym uvoliiovdnim formaldehydu a vyuziva se ptredev§im k vyplachiim
pristéti, mo¢ového méchyte a k oSetfeni spalenin (Hynie, 2003). Nejcastéji pouzivanym
alkoholem mezi dezinfekcemi je ethanol. PouZiva se do fady dezinfekci jako je Ajatin,

Jodisol, Septonex nebo Tantum verde.
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4. Metody stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika

Velmi cCastou Cinnosti mikrobiologickych laboratoii je pravé testovani citlivosti
bakterii na danou antibakteridlni latku. Nejcastéj$i metodou testovani je tzv. diskova
difuzni metoda. Provadi se na pevnych agarovych médiich s naockovanymi bakteriemi.
Aby byl test co nejpresnéjsi, musi byt bakterie na agar naockovany rovnomérné. Toho
docilime vytvoienim suspenze bakterii ve fyziologickém roztoku a rovnomérnym
politim agarové plotny. Koncentrace bakterii by mé&la byt 10° bunék na 1 ml roztoku.
K rovnomémému pokryti agaru roztokem si mlzeme pomoci mikrobiologickou
hokejkou, kterou miizeme tekutinu po agaru rozetiit. Piebytecnou tekutinu musime
z agaru vzdy odsat. Pro testovani antibiotik se pouZzivaji papirové disky nasycené
antibiotikem. Kladou se na agarovou pidu rovnomérn¢ do kruhu, kdy na jednu
agarovou pudu mize byt polozeno maximalné 6 antibiotickych diskt. Diky nasati vody
na disk z agaru se za¢ne antibiotikum z disku uvoliiovat a difundovat do okoli.
Antibiotikum tak zac¢ne pfimo Uc¢inkovat na bakterie a zacne jejich rast inhibovat. Na
médiu jsou poté zietelné kruhové zony zabrany ristu kolem diskd, tzv. inhibi¢ni zoény, a
dle jejich velikosti je patrné, jak dalece je bakterie na urcité antibiotikum citliva
(Votava, 2010b). Velikost inhibi¢ni zony také zavisi na difuzi antibiotika, ktera zalezi
na molekulové hmotnosti a elektrickém naboji antibiotika, koncentraci, viskozité¢ a
kvalité agaru. Pokud mikroba odstranime z prostfedi, kde je jeho riist potlacen, inhibi¢ni
ucinek castecné stale pokracuje. Tento jev se nazyva postantibioticky ucinek. Miize
trvat rizné dlouho od 120 minut az do 5 hodin. Doba z&visi na mikrobidlnim druhu.
U gramnegativnich bakterii s vyjimkou karbapent se tento jev nevyskytuje (Bednaf,
1996). V ptipad¢ testovani jinych antibakterialnich latek je mozné vytvofit do agaru
otvory, kam je nasledn€¢ mozné antibakteridlni latku nakapat. Pokud je bakterie na
danou latku citliva, opét se kolem otvoru zacne tvofit inhibi¢ni zona. Cely test vétSinou

netrva déle nez 48 hodin (Votava, 2010a).

4.1. Bakterialni rezistence na antibiotika
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Casto se stava, e je urdita bakterialni kolonie viigi antibiotiku rezistentni (odolna).
Tato rezistence mize byt bud'to vrozend nebo ziskana. Rezistence viici antibiotiku je
geneticky kdédovand. Gen kodujici rezistenci mize byt obsazen v cyklické molekule
DNA nebo v plazmidu. Pokud bakterie rezistenci ziska, dojde k tomu diky mutaci.
Mutace miize zplsobit zménu mista vstupu latky do bunky. Latka muze byt ihned
zablokovana a do buiiky se viibec nedostane nebo do bunky vnikne, ale nasledné je opét
vyloucena nebo miize byt enzymaticky inaktivovana. Rezistence na dané antibiotikum
se mezi bakteriemi snadno §ifi diky vyménam plazmidl mezi jednotlivymi bakteriemi.
Casto se téZ stava, Ze in vitro je bakterie na dané antibiotikum citliva a reaguje, ale in

vivo je rezistentni. Takovouto rezistenci pak nazyvame perzistence (Votava, 2010a).

39



5. Prakticka ¢ast

Cilem praktické casti je ovéfeni moznosti vyuziti modifikované diskové difuzni
metody k demonstraci antibakterialniho G¢inku bézné dostupnych dezinfekci a jejich
vzajemné porovnani. Kazda dezinfekce obsahuje antibakterialni latky, které se od sebe
lisi ve zplsobu mechanismu U¢inku a v mife UCinnosti. VéEtSina dezinfekei nici

mechanismus tvorby bilkovin a celou bakterii tak usmrti.

Bakterialni kolonie byly napéstovany na agarovych pudach. Spole¢né s bakteriemi
na agarovém médiu vyrostla fada plisni a kvasinek. Vybrané mikrobidlni druhy byly
izolovany na nové agarové pidy a poté testovany na uréené druhy dezinfekei. Dle
velikosti inhibi¢nich z6n blokujicich rtst bakterii na pevném agarovém médiu byla
porovnana ucinnost jednotlivych druhti dezinfekci. VSechny faze kultivace byly

fotografovany a jsou ptilozeny v pftiloze.

Jelikoz je pokus koncipovan tak, aby jej Slo provést i v bézném Skolnim prostredi,
jsou zde nepatrné poruseny aseptické podminky. Po celou dobu pokusu byla
dodrzovana opatieni k zabrdnéni kontaminaci, ale nebylo dosaZeno takovych
aseptickych podminek jako v mikrobiologické laboratofi. JelikoZz zde jde pouze o
porovnani dezinfekci a nejsou zde pfimo métfeny inhibi¢ni zony pro védecké ucely,

mozné drobnd kontaminace pokus zdsadné neovlivnila.

5.1. Vlastni prubéh pokusu

Cely pokus byl rozdélen na tii ¢asti. Nejprve byla nutna kultivace mikroorganismi.
Mikroorganismy byly ziskany z nejbliz§iho okoli a naneseny na agarové pudy, kde se
diky vhodnym podminkdm rozmnozily. Nasledné& byly izolovany ¢isté kolonie na nové
agarové pudy. Po nariistu cistych kolonii doslo k testovani citlivosti kolonie na
antibakterialni latky modifikovanou diskovou difizni metodou. K testu byla vybrana
jedind bakteridlni kolonie. Dle velikosti inhibi¢nich zén kolem dezinfekce byly

zpracovany vysledky.
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5.1.1. Naockovani pevnych agarovych médii

Pevna agarovd média byla jiz pfedem pfipravena, a tudiz cely pokus zacal
naockovanim bakterii. V prvni fazi bylo naockovéano Sest pevnych agarovych médii,
kdy kazda polovina Petriho misky byla kontaminovana mikroorganismy ze dvou
riznych mist, pficemz kazdé dv€ Petriho misky byly nakontaminovany stejnym
zpusobem. VSechny Petriho misky byly oznaceny ¢islem 1, které znacilo prvni sérii, a
za lomitkem piislusSnym ¢islem 1 — 6 pro oznaceni konkrétni misky ze série. Kazda
miska byla navic rozd¢lena na dvé ¢asti — A a B. Mikroorganismy byly péstovany na
bézném masopeptonovém agaru. Narlst bakterii diky vyssi teploté v laboratofi trval 2

dny. Poté byly pidy uschovany do lednice.

Pomiicky:

Petriho misky s masopeptonovym agarem, vatové tycinky, H2O, lihovy fix

Postup:

Postupné byla kazda polovina misky kontaminovana z riznych mist. V piipadé
kontaminaci Casti téla byl na agar udélan otisk (prsty a kloub zapésti) nebo piimo
vlozen vzorek (¢ast vlasu). Pokud byla kontaminace provadéna stérem z urcitého
povrchu, probihala kontaminace nésledujicim zpiisobem: Vatova tyCinka byla ponofena
do destilované vody, poté s ni byl potfen povrch pozadované¢ho predmétu a nasledné
potfena cast agaru (stéry z kliky, madla lednice a stolu). Takto kontaminované plotny se
uzaviely vickem, oto€ily dnem vzhiru a byly vloZeny do krabice. Diky vyssi teploté v
laboratoii bakterialni kolonie spole¢né s kvasinkami a plisnémi narostly jiz béhem dvou

dnii. Vzhledem k tomu, ze planovana izolace Cistych kultur probihala o dalSich pét dnii
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pozd¢ji, byly plotny ulozeny do lednice. Piehled zdroji mikroorganismt pouzitych ke

kontaminaci je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1 Zdroje mikroorganismai

Petriho miska ¢. Cast A Cast B C. mikrobislni kolonie
1/1 otisk prstu otisk kloubt zapésti I
Y otisk prstu otisk kloubt zapésti I
1/3 Vlas stér z kliky u dveti I
Ya Vlas stér z kliky u dveri I
1/5 Stil stér z madla lednicky Il
1/6 Stal stér z madla lednicky i
Vysledky:

Na pevnych agarovych piidach vyrostla fada mikroorganismi. Piehled narostlych
mikrobidlnich kolonii je uveden v tabulce 2. Fotografie jednotlivych kolonii jsou

piilozeny pod tabulkou (obr. 9 - 14).
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Tabulka 2 Vykultivované mikrobidlni kolonie

Petriho Cést A Cast B Obr. ¢
miska €.
e Sedé kvasinky e Sedé kvasinky
1/1 e 7luté bakterie e 7luté bakterie 9
e Sedobila bakterie e Sedobilé bakterie
e Sedé kvasinky e bilé kvasinky
e 7luté bakterie e Sedobilé kvasinka 10
12 e Sedobilé bakterie o 7luté bakterie
e plisent
e krémové bakterie e okrové bakterie
13 e 7luté bakterie e pletové bakterie 11
e krémové bakterie e pletové bakterie
Ha e 7luté bakterie e plisen 12
e 7luté bakterie e pletové bakterie
e Dbilé bakterie e 7luté kvasinky
He e pletové bakterie 13
e bilé kvasinky
e 7luté bakterie e pletové bakterie
e bilé kvasinky e okrové bakterie
1/6 e pletové kvasinky e Sedobilé kvasinky 14

e pletové bakterie

e okrové kvasinky
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o 2 _aud 5
Obrazek 13 a 14 — Mikrobialni kolonie I11
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zZaver:

Na agarovych ptidach vyrostla smés rtznych mikroorganismt. Nejrozsahlejsi
skupina mikroorganismii vyrostla na stéru z prstu. Co se tyka bakteridlnich kolonii,
nejlépe se rozrostly zluté kolonie, pravdépodobné diky nejoptimalnéjsim podminkdm
pro péstovani a vysokému obsahu kontaminace pii provadéni stéru. Spolecné
S bakteriemi vyrostly na médiu i kvasinky. Kvasinky se vyskytly na stéru z ruky a
povrchu kliky a madla ledni¢ky, kam mohly byt pfeneseny pravé z ruky. Naopak kolem
vlasu kvasinky nikdy nevyrostly. Na stérech ze stolu a madla lednicky vyrostly
netypické bakterie s vystouplymi stiedy, v ptipadé stolu ve tvaru hvézdy a v pifipade
madla lednicky s vystouplym sttedem. Tyto agarové plady byly pokryty

mikroorganismy relativné malo, diky nizké kontaminaci kliky i madla lednicky.

5.1.2. Preockovani napéstovanych kolonii (izolace ¢isté kultury)

Ve druhé fazi byla provedena izolace konkrétnich bakterialnich kolonii. Pro izolaci
byly vybrany rozrostlejsi kolonie vétSinou s jasné ohrani¢enymi okraji nebo zajimavejsi
druhy bakterii. V pfipad¢ stéru z prstu, kloubu zapésti a madla lednicky byly téz

izolovany kvasinky. Z kazdého druhu stéru byly vZdy izolovany tfi druhy kolonii.

Pomuicky:

6 Petriho misek s masopeptonovym agarem, plastové mikrobiologické klicky,

nakultivované plotny, lihovy fix
Postup:

Nové Petriho misky s masopeptonovym agarem byly rozdéleny lihovym fixem na tfi
¢asti a oznaceny prisluSnymi Cisly (série 2, ¢islo misky 1 — 6, ¢ast A, B nebo C).
Napéstované kolonie z jednotlivych stéri byly velmi pestré a z kazdého druhu stéru
vyrostlo vzdy n€kolik druhii bakterii, ob¢as spole¢né s kvasinkami a plisnémi. Diky této
pestrosti bylo mozné z kazdého druhu stéru izolovat vzdy tfi druhy mikrobd. Mikroby

byly z kazdého stéru vybirany tak, aby byly dostatecné velké, ucelené a jistym
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zpusobem zajimavé (viz tab. 3). Morfologie vybranych mikroorganismii k pfeockovani
je uvedena Vv tabulce 4. Samotné picockovani bylo provadéno pomoci mikrobiologické
klicky tim zplsobem, ze nejdiive byla kolonie mikroba setfen koncem klicky
Z nap&stované kultury a poté prenesen na Cisté zivné médium. Do média byl vpraven
klikatym potienim kontaminované klicky po pudé. Béhem pieockovéni je vzdy tieba
dodrzet aseptick¢é podminky. Pii provadéni stéru je nutné napéstovanou pudu co
nejméné pootevrit, setiit kolonii klickou a kulturu opé€t ihned uzaviit. Opét pti ockovani
¢isté pudy je nutné misku pooteviit pottit klicku a opét ihned uzavtit. Zabrani se tak co
nejmensi kontaminaci z ovzdu$i. Po naockovani vSech pid byly misky ulozeny do
krabice dnem vzhiiru. Mikrobialni kolonie diky teplému letnimu pocasi narostly opét

velmi rychle — béhem tii dn.

Tabulka 3 Zdroje mikroorganismii - preockovani

Petriho
miska Zdroj mikroorganismui

2/1 otisk prstu
2/2 otisk kloubt zapésti
213 Vlas
2/4 stér z kliky u dveti
2/5 stér z plochy stolu
2/6 stér z madla lednic¢ky
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Tabulka 4 Mikroorganismy pouzité k izolaci — popis morfologie kolonii

Petriho Druh Tvar

miska ¢. | mikrobu | Velikost| Barva kolonie Okraje Povrch
1/1/A bakterie stiedni zluta okrouhly rovné leskly
1/2/IA bakterie mala Sedobila okrouhly rovné hladky
1/1/A kvasinka velka bézova okrouhly rovné drsny
1/2/B bakterie stiedni Zluta okrouhly rovné leskly
1/2/B bakterie mala Sedobila okrouhly rovné hladky
1/2/B kvasinka velka | Sedobila okrouhly rovné drsny
1/4/A bakterie velkda | krémova | okrouhly rovné hladky
1/3/A bakterie stfedni zluta okrouhly rovné leskly
1/3/A bakterie mala okrova okrouhly rovné leskly
1/3/B bakterie mala okrova okrouhly rovné leskly
1/3/B bakterie mala pletova okrouhly rovné leskly
1/4/B bakterie mala pletova okrouhly rovné leskly
1/6/A bakterie mala zluta okrouhly rovné leskly
1/6/A bakterie velka pletova okrouhly | vroubkované | vrstevnaty
1/5/A bakterie velka pletova okrouhly | vroubkované | vrstevnaty
1/6/B bakterie mala pletova okrouhly rovné Leskly
1/6/B bakterie mala okrova lalo¢naty rovné Leskly
1/5/B kvasinka velka Zluta lalo¢naty | vroubkované Matny

Vysledky:

Vybrané mikroorganismy se po agaru vétSinou velmi dobie rozrostly. Preockované
mikroorganismy, jejich zdroje a mira pokryti agaru je uvedena v tabulkdch 5 — 9.

Fotografie jsou uvedeny na obrazcich 15 — 20.
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Tabulka 5 Vypéstované kultury z prstu—obr. ¢. 15

Casti Petriho Mikroorganismus
misky 2/1 | Vypéstované &isté kultury | Mira pokryti | Z Petriho misky &
A Zluta kolonie bakterii Masivni 1/1/A
B relativné 1/21A
Sedobila kolonie bakterii masivni
C béZzova kolonie kvasinek Mirné 1/1/A

Tabulka 6 Vypéstované kultury z kloubu zapésti — obr. ¢. 16

Casti Petriho
misky 2/2

Vypéstované Cisté kultury

Mira pokryti

Mikroorganismus
z Petriho misky ¢.

A 7luta kolonie bakterii velmi masivni 1/2/B
B Sedobila kolonie kvasinek Mirné 1/2/B
C Sedobila kolonie bakterii Masivni 1/2/B

Tabulka 7 Vypéstované kultury z vlasu — obr. ¢. 17

Casti Petriho Mikroorganismus
misky 2/3 | Vypéstované &isté kultury | Mira pokryti | Z Petriho misky &
A krémova kolonie bakterii S|relativng 1/41A
oranZovymi okraji masivni
B zluta kolonie bakterii relat‘wn’e L3/A
masivni
C okrova kolonie bakterii Mirné 1/3/A

Tabulka 8 Vypéstované kultury z Kliky — obr. ¢. 18

Casti Petriho Mikroorganismus
misky 2/4  [Vypéstované Cisté kultury [Mira pokryti  z Petriho misky ¢&.
A okrova kolonie bakterii relativné mirné 1/3/B
B plet'ova kolonie bakterii Mirné 1/3/B
C okrova kolonie bakterii Nepatrné 1/4/B
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Tabulka 8 Vypéstované kultury ze stolu — obr. ¢. 19

Casti Petriho Mikroorganismus
misky 2/5 | Vypéstované ¢isté kultury | Mira pokryti |Z Petriho misky ¢.
A kolonie Zlutych bakterii Masivni 1/6/A
B pletova kolonie bakterii. rela‘glvn’e 1/6/A
masivni
C plet'ova kolonie bakterii Mirné 1/5/A

Tabulka 9 Vypéstované kultury z madla lednicky — obr. ¢. 20

Casti Petriho Mikroorganismus
misky 2/6 Vypéstované Cisté kultury | Mira pokryti |z Petriho misky ¢.
A drobné kulaté pletové
kolonie bakterii Nepatrné 1/6/B
B okrova kolonie bakterii Mirné 1/6/B
C Zluta kolonie kvasinek Masivni 1/5/B
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Obrazek 15 - Mikroorganismy z prstu  Obrdzek 16 — Mikroorganismy z kloubu zdpésti

Obrdazek 19 — Mikroorganismy ze stolu  Obrazek 20- Mikroorganismy z madla lednicky
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zZaver:

Z napéstovanych kultur bakterii se vzdy nejlépe rozrostly zluté kolonie,
pravdépodobné diky nejoptimalnéjsSim podminkam pro péstovani. Nejméné se rozrostly
kolonie setfené ze stolu, z kliky a madla lednicky. Tyto kultury bakterii uz i pfi
preoCkovani byly velmi malé, diky nizké kontaminaci stérti, tudiZz ani nyni se nemohly

tak rychle rozrist ve velké kolonie.

5.1.3. Testovani bakterii na jednotlivé antibakterialni latky

V kone¢né fazi pokusu byl proveden samotny test citlivosti bakterii na vybrané druhy
dezinfekci. Aby bylo mozné porovnat Uc¢inek dezinfekce co nejpiesnéji, byl k celému
pokusu pouzit pouze jeden druh bakteridlni kolonie napéstované na agaru z druhé série
— kolonie krémové barvy vykultivované z vlasu. Test byl provadén modifikovanou
diskovou difuzni metodou (Pavlasova, 2014a; Pavlasova, 2014b). Do kontaminovaného
kultivaéniho média byly vykrdjeny otvory, do kterych byl nanesen dezinfekéni roztok.
Dezinfek¢ni roztok difundoval médiem a tvoftily se tak rizné€ velké inhibi¢ni zony ristu.

Dle velikosti inhibi¢ni zony je moZné porovnat antibakterialni i€¢inky dezinfekei.

Pomiicky:

6 Petriho misek s Miiller-Hintonovym agarem, plastové zkumavky, nakultivované

plotny, lihovy fix, plastova brcka, kapatko, hokejka, plastové mikrobiologické klicky

Postup:

Nejprve je nutné celou plotnu rovhomérné kontaminovat bakterii. Aby doslo ke
kontaminaci celé plochy rovnomérné, musi byt nejprve vzorek kolonie rozmichan ve
Iml vody a poté rozlit po agaru. Jelikoz ani tak nedojde k dokonalému rovnomérnému

pokryti povrchu, je nutné roztok rozettfit do suchych ¢asti agaru hokejkou. Nasledn¢ se
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musi plotna nechat vyschnout, samozfejmé pod vickem, aby nedosSlo k nezadouci
kontaminaci. Kdyz je povrch agaru suchy, je mozno do néj zacit délat otvory na vzorky
dezinfekci. Otvory byly tvofeny pomoci brcka, které bylo steriln¢ zabaleno do
papirového obalu. V kazdé plotné byly vzdy 3 otvory kolem dokola. Do otvorti byly
pomoci kapatka nakapany vzdy dvé kapky prisluSné dezinfekce. Po nakapani vSech
Sesti vzorkli byla miska uzaviena vickem a vlozena do krabice, tentokrat dnem doli.
Plotny byly ulozeny do suchého a temného mista, aby se zajistily podminky
rovhomérného rastu bakterii a téz rovnomérné difuze antibakteridlni latky. Dle

ucinnosti antibakterialni latky na bakterie se kolem otvort vytvofily inhibi¢ni zony.

Vysledky:

Bakterialni kolonie na dezinfekce reagovala velmi dobfe. Kolem otvoril se tvofily
inhibi¢ni zoény riznych velikosti, v zavislosti na tom, jak moc byla bakterie na
antibakterialni latku citliva. Podrobné vysledky jsou zpracovany v tabulkach 10 — 13.

Tabulky jsou doplnéné fotografickou dokumentaci na obrazcich 21 — 24.
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Tabulka 10 Test antibakterialnich latek miska 3/1 — obr. & 21

gf\sllgygi Antibakteridlni pripravek Z,)e;lkaSt inhibicni
A Voda (1) 0 cm (kontrolni otvor)
B Braunol (2) cca0,5cm
C Tantum Verde (3) Ocm

Tabulka 11 Test antibakterialnich latek miska 3/2 — obr. & 22

%ZE%/F; Antibakterialni pripravek Velikost inhibi¢ni zény
A Phyteneo Neocide spray (4) cca3,5cm
B Gencianova violet’ (5) ccaz2,5cm
C Ajatin akut spray (6) cca3,5cm

Tabulka 12 Test antibakterialnich latek miska 3/3 — obr. & 23

2::5;%2 Antibakterialni pripravek Velikost inhibi¢ni zony
A peroxid vodiku (7) cca 3,5cm
B Eosin dezinfek¢ni a hojivy spray (8) ccalcm
C ethanol (9) 0cm

Tabulka 13 Test antibakterialnich latek miska 3/4 — obr. & 24

S}T\S/lg;éz Antibakterialni pripravek Velikost inhibi¢ni zony
A Cutasept F (10) ccalcm
B Septonex (11) cca2,5¢cm
C Jodisol (12) cca0,5cm
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Obrazek 21 - Test antibakteridlnich latek 1- 3 Obrazek 22- Test antibakteridlnich latek 4 - 6

Obrazek 23 Test antibakteridlnich latek 7 - 9 Obrazek 24 - Test antibakterialnich latek 10 - 12

Zaver:

Bakterie vypéstovana z vlasu méla nejvyssi citlivost k pfipravku Ajatin akut spray,
Phyteneo Neocide spray a peroxidu vodiku. Tato fada dezinfekci patii k béZznym typim
dezinfekci na oSetieni pokozky. Jejich vysoka antibakterialni i¢innost byla diky tomuto

pokusu potvrzena.

Dalsi velmi Gc¢innou dezinfekci je Gencidnova violet a Septonex. Inhibi¢ni zdéna
rustu se kolem otvoru vytvorila relativné Siroka. Obé dezinfekce jsou opét vhodné na

oSetfeni pokozky.
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Vypéstovana bakterie byla téz relativné citliva na tuto fadu dezinfekci — Eosine

dezinfek¢ni a hojivy spray a Cutasept F. Inhibicni zéna méftila zhruba 1 cm.

Nejméné¢ citliva byla bakterie na Braunol a Jodisol. Inhibi¢ni pas neméfil vice nez

0,5cm.

Voda, ethanol a Tantum Verde riist bakterie nijak neovlivnil. Cistd voda sama o sobé
nema zadné antibakterialni G¢inky, proto byla pouzita jako slepy pokus. Jak je jiz vyse
uvedeno, ethanol ma nejvyssi antibakterialni uc¢inky ptfi 70% koncentraci. Na pokus byl
ale pouzit 98% ethanol, antibakteridlni i¢inek neprojevil. Jelikoz je Tantum Verde druh
dezinfekce piisobici na bakterie v ustni dutiné¢ na bakteridlni druh z vlasu netucinkoval.

Pro zjisténi ucinku by bylo nutné pokus zopakovat i s jinymi bakterialnimi druhy.
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6. Diskuze

Prace je zaméiena na ovéfeni ucinnosti diskové difuzni metody ve Skolnich

podminkach.

V teoretické ¢asti prace jsou nejprve vSeobecné popsany bézné druhy mikrobu,
nasleduje podrobna kapitola o bakteriich. Nachazi se zde popis bakterialni bunky, jeji
fyziologie a Zivotniho cyklu. V dal$im useku prace jsou rozebirany antibakterialni latky.
Nejprve je popisovan mechanismus ucinku a nésledné jsou antibakteridlni latky
charakterizovany v kapitolach antibiotika a antiseptika. Nechybi zde popis diskové
difuzni metody, kterou byla provadéna prakticka ¢ést této prace. Dale je zde zminka o

antibakterialni rezistenci a jejim vzniku.

V praktické Casti prace byl proveden test citlivosti bakterii na vybrané dezinfekéni
latky pomoci modifikované diskové difuzni metody. Dezinfekce byly vybrany tak, aby
byly bézné dostupné a zpravidla soucasti vybaveni lékarni¢ek. Pro test byly vybrany
bakterie z vlasu, jelikoz kolonie byla dostate¢né velka a bylo mozné tak bakterie pouzit
pro cely test a to v dostateéné koncentraci. Test se prokazal jako uspésny, jelikoz u fady
dezinfekei se vytvorily relativné Siroké inhibi¢ni zony. Naopak u latek, které za danych
podminek nemaji antibakteridlni ucinky, se test opét potvrdil a u téchto latek se
inhibi¢ni zo6ny nevytvofily. Podrobné vysledky velikosti inhibi¢nich zon jednotlivych
dezinfekénich latek jsou zpracovany do tabulek. Kultivace bakterii véetné testu na

dezinfek¢ni latky jsou vzdy podlozeny fotodokumentaci.

Provedend série pokusii ukdzala, Ze je mozné tuto metodu provadét ve Skolnich

podminkach a vyuZit ji pro tely vzdélavani zaki na SS.
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7. Zaver

V ramci své bakalarské prace jsem prokazala vSudyptitomnost mikrobidlnich kolonii
a uspésné otestovala vybrané druhy dezinfekci pomoci modifikované diskové difuzni
metody a ovétila tak jejich ucinek. I kdyz presné nebyly dodrzeny aseptické podminky,
1 tak 1ze test povazovat za uspeSny. Pti preockovani vyrostly ¢isté kolonie bakterii, které
bylo mozné pouzit v testu na dezinfekce. Na bakteridlni kolonii z vlasu byl nasledné
proveden cely test citlivosti, ktery prokazal antibakteridlni ti€inek nékterych béznych

dezinfekcei pouzivanych na rany.

Vzhledem Kk tomu, ze cely test prob&hl tspésné na pudé fakultni laboratofe, je téz
mozné uplatnit ho i ve vyuce v ramci biologického praktika na stfedni Skole. Studenti
tak budou mit moznost sami si ovéfit t€innost antibakteridlnich pfipravki. Navic si
béhem pokusu sami dokédzou vSudypiitomnost mikrobidlnich latek a uvidi jejich

makroskopické kolonie.
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