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ABSTRAKT

Vlivem lidské Cinnosti se antibiotika riznymi cestami dostavaji do zivotniho prostiedi.
Tam kontaminuji odpadni, slané ¢i sladké vody, coz ma pravdépodobné za nésledek
ovlivitovani vodnich mikroorganismi a dalSich spoleCenstev. Bioluminiscencni testy
s bakteriemi jsou diky své jednoduchosti a citlivosti vyuzivany ke zji§t'ovani akutni toxicity
ruznych chemickych latek a odpadi. Tato bakalarska prace hodnoti vliv ¢trnacti vybranych
antibiotik a jednoho 1é¢ivého ptipravku s cilem zjistit jakou miru inhibice bioluminiscence

u testovanych bakterii vykazuji.

Byl sestaven vhodny testovaci systém s bioluminiscenc¢ni bakterii Photobacterium
phosphoreum CCM 3421, ve kterém probihalo méfeni intenzity bioluminiscence v Case
15 a 30 minut po kontaktu s testovanou latkou. Vyznamna inhibice bioluminiscence byla
zaznamenana v piipadé polymyxinu B (ICso=17,9 mg.l'). Sulfamethoxazol inhiboval
bioluminiscenci v nejvyssi testované koncentraci 100 mg.l! z55% v ¢ase 15 minut;
u tetracyklinu doSlo k nérGstu inhibice bioluminiscence na 72 % v ¢ase 30 minut.
U antibiotik jako spectinomycin, streptomycin, cykloheximid, nisin, chloramfenikol,
erythromycin, vankomycin a nystatin nebyly zaznamenany inhibi¢ni G¢inky piesahujici
10 %. Hormeticky uc¢inek byl pozorovan u tfi antibiotik, kanamycinu a mupirocinu, v niz$i
mife pak u ampicilinu. V ptipadé smési sulfamethoxazolu a erythromycinu (v poméru 1:1),
byl pozorovan antagonisticky ucinek. Lé€ivy piipravek Tobrex vykazoval v koncentraci

100 mg.1"" inhibici 100 %.

Kli¢ové slova: akutni toxicita, antibiotika, Aliivibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum,

biotest, bioluminiscence



ABSTRACT

As a result of human activity, antibiotics enter the environment through different ways.
There, it contaminates wastewater, saltwater or freshwater, which probably has the further
consequence of affecting aquatic microorganisms and other communities. Bioluminescence
tests with bacteria are used to detect the acute toxicity of various chemicals and wastes,
because of its simplicity and sensitivity. This bachelor thesis evaluates the effect of 14
selected antibiotics and one pharmaceutical product to determine the degree of inhibition of

bioluminescence in the tested bacteria.

A suitable test system was set up with the bioluminescent bacterium Photobacterium
phosphoreum CCM 3421, in which measurements of bioluminescence intensity were made
at 15 and 30 minutes after contact with the test substance. Significant inhibition of
bioluminescence was observed for polymyxin B (ICso = 17.9 mg.1"). Sulfamethoxazole
inhibited bioluminescence at the highest concentration tested, 100 mg.l!, by 55 %
at 15 min; tetracycline showed an increase in inhibition of bioluminescence to 72 %
at 30 min. No inhibitory effects exceeding 10 % were observed for antibiotics such as
spectinomycin, streptomycin, nisin, chloramphenicol, cycloheximide, erythromycin,
vancomycin and nystatin. Hormetic effects were observed for three antibiotics, kanamycin
and mupirocin, and to a lesser extent for ampicillin. In the case of a mixture of
sulfamethoxazole and erythromycin (1:1), an antagonistic effect was observed. Tobrex

showed 100 % inhibition at a concentration of 100 mg.1".

Keywords: acute toxicity, antibiotics, Aliivibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum,

biotest, bioluminescence
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UvVOD

Antibiotika patii k velmi vyznamné pouzivanym léCiviim v moderni medicin€. Slouzi
k zabranéni Sifeni bakteridlni infekce jak u lidi, tak zvifat. Velmi diskutovanym tématem
v soucasné dob¢ je vznik antibiotické rezistence. Antibiotika v nizkych koncentracich
pfi chronické expozici vyvolavaji u patogennich bakterii vétsi odolnost, coz by mohlo
v budoucnu mit zdsadni dopad na zpiisob a moznosti 1écby nékterych onemocnéni.
Antibioticka rezistence, vznikajici v disledku naduzivéni, s sebou piinasi i dalsi problémy,
jako napftiklad ekonomické néklady na vyvoj novych antibiotik. Jednou z moznych pficin,
pro¢ se vice zvysuje odolnost bakterii k témto latkam, je pfitomnost rezidui antibiotik
v Zivotnim prostiedi. Vyskyt je zplsoben pifidavkem antibiotik do krmiv hospodaiskych
zvitat, kdy dochazi k vyluovani a Sifeni téchto latek pidy a nasledné ke splavovéni
do povrchovych vod. Do vod se antibiotika také dostavaji v dusledku 1é¢by v nemocnicich
anebo se mohou vyskytovat v okoli farmaceutickych podnikti. Uvoliovani téchto latek
do zivotniho prostfedi mize mit negativni vliv na zivé organismy a mikroorganismy

osidlujici vody a pidy.

O tcincich 1é¢iv na lidské zdravi ma spolecnost diky klinickym studiim dostatek
znalosti a informaci, zatimco v pfipad¢ hodnoceni jejich vlivu na zivotni prostiedi tomu tak
¢asto neni. Pro hodnoceni environmentalnich rizik je nezbytné znat vlastnosti G¢inné latky,
jeji metabolity a také degradacni produkty. Téchto informaci je omezené mnozstvi i kvili
tomu, Ze ziskavani informaci o ekotoxicité je casove 1 finanéné narocny proces. Pfi testovani
ekotoxicity je vyuzivano fady organismu. Mezi ty nejznaméjsi patii ryby Brachydanio rerio,
perloocky Daphnia magna ¢i tasy Raphidocelis subcapitata. K testovani lze pouzit
1 bakterie. Tyto organismy jsou oznaCovany jako bioindikatory. Na nich lze sledovat rizné
vlivy a plsobeni riznych latek, a to umoziuje monitorovat piipadné zmény a zjistovat

celkovy stav ekosystému.

Teoretickd Cast této bakaldiské prace je zaméfena na popis a vysvétleni U¢inku
antibiotik. U této skupiny 1é¢iv byla také na zakladé literarni reSerSe vytipovana antibiotika,
ktera byvaji bud’to Casto lékati ptedepisovana, nebo jsou nalézana v povrchovych vodach
ao jejichz potencidlnim ekotoxickém ucinku toho pfili§ zndmo neni. Praktickd cast
je zaméfena na testy akutni toxicity ndm dostupnych antibiotik na bakterii Photobacterium
phosphoreum, kterd je podobné jako znaméjsi bakterie Aliivibrio fischeri vyuzivana jako
bioindikator pii zjisStovani kvality vod, kdy pfitomnost urcitych chemickych latek ovliviiuje

jeji bioluminiscenci.
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TEORETICKA CAST
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1 ANTIBIOTIKA

Antibiotika jsou organické latky, které jsou hojné vyuzivany ve zdravotnictvi k 1éCbé
bakterialnich infekci. Svym plsobenim zabranuji ristu a mnozeni nezadoucich
a patogennich mikroorganismii. Diky své ucinnosti a dostupnosti dochéazi k naduzivéani
téchto 1éciv, coz vede ke vzniku bakteridlni rezistence [1]. Antimikrobni latky jsou
produkovany sekundarnim metabolismem nékterych bakterii. Mohou byt také ziskavany
synteticky anebo se odvozuji od pfirodnich latek. Zdrojem antibiotik jsou pievazné vliaknité
bakterie (rod Streptomyces), vladknité houby, ptipadné¢ mohou byt produkovany ostatnimi

bakteriemi [2].

1.1 Historie antibiotik

Lidé uz pied vice nez 2000 lety ve starovékém Egypté, Cing i Recku vyuZivali znalosti
riznych extrakti k 1écbé infekci, jako napiiklad pokladédni obvazii s chlebovou plisni
na oteviené rany[2]. Pfelom nastal v prvni poloviné 20. stoleti, v roce 1928, kdy doslo
k jednomu z nejvyznamnéjsich objevil antibiotik. Alexander Fleming, skotsky bakteriolog,
objevil kontaminaci plisni Penicillium notatum (dnes Penicillium chrysogenum) na jedné
ze svych misek, kde kultivoval kolonie Staphylococcus aureus. V blizkosti plisné doslo
k inhibici narostenych kolonii. Toto zjisténi vedlo k zavéru, Ze plisenn vylucuje latku,

ktera dokaze usmrcovat bakterie [3].

Pozdé&ji se na purifikaci penicilinu podileli védci z Oxfordu [1]. Po druhé svétoveé valce
doslo k né€kolika dal§im objeviim antibiotik, coZ ptineslo pozitivni posun v oblasti mediciny.
Néktera antibiotika jsou pouzivana dodnes jako naptiklad streptomycin, chloramfenikol,

tetracyklin, vankomycin a dalsi [4].

Termin antibiotikum poprvé pouzil Selman Waksman, spoluobjevitel streptomycinu,
apopsal ho jako skupinu nizkomolekuldrnich organickych latek s baktericidnim nebo

bakteriostatickym ucinkem [1].

1.2 Mechanismus ucinku

Antibiotika mohou byt na zéklad¢ spektra G€inku rozdéleny na Sirokospektralni a specificka.
Rozdil spocivad vrozsahu puasobeni [1]. Pfi zkouméni ucinku v podminkach in vitro
jsou antimikrobidlni latky rozd€lovany do dvou skupin, a to na antibiotika s baktericidnim

a bakteriostatickym uc¢inkem. B&zné se pouziva vysvétleni, Ze baktericidni latky zplsobuji
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bunécnou smrt, zatimco bakteriostatické zastavuji riist a mnozeni bakterii [5]. Dalsi

mechanismy U¢inku zavisi na chemické struktuie a na mist¢ ptisobeni [1].

1.2.1 Inhibice syntézy bunéc¢né stény

Bunécna sténa je obal bakterii, ktery chrani buniku pfed vnéjSimi vlivy [6]. Hlavni stavebni
jednotkou bunééné stény je peptidoglykan, ktery je syntetizovan v cytoplazmé [7]. Funkci
peptidoglykanu je mechanickd ochrana a udrzovani tvaru bunky [8]. Peptidoglykan, jinym
nadzvem murein, je tvofen ze sit¢ polysacharidovych fetézct [7]. Sitovani, které témito
fetézci vznika, je ovlivnéno transglykosidazami. Bunécna sténa je diky tomuto zesitovani
pevnéjsi a odolnéjsi [9].

Prokaryotické organismy délime podle stavby bunécné stény na grampozitivni
a gramnegativni. U grampozitivnich bakterii se vyskytuje peptidoglykan v silng&jsi vrstvé
a v jeho struktufe jsou zabudovany dalsi latky jako kyselina teikoova a jiné polysacharidy.
peptidoglykanu [10]. Nachazi se zde i periplasma a vn&jSi membrana, kterd obsahuje

lipoproteiny, fosfolipidy a lipopolysacharidy [11].

Na bunécnou sténu plisobi napiiklad [-laktamova antibiotika, cefalosporiny
a glykopeptidy. Latky tohoto pisobeni blokuji anebo inhibuji spravnou syntézu

peptidoglykanu, a tim znemoziuji pteziti dané bunky [9].

1.2.2 Poskozeni cytoplazmatické membrany

Cytoplazmatickd membrana je tvofena dvouvrstvou fosfolipidii a proteiny [12]. Funkce
bunééné membrany je nejen bariérova, ale také zde probiha bunééné dychéani. V dychacim
fetézci vznika energie ve formé ATP [8]. Cytoplazmatickou membranu dokazi poruSovat
polypeptidova antibiotika [10]. Ta putsobi detergentné na gramnegativni bakterie.
Nevyhodou téchto antibiotik je, Ze kviili ne zcela selektivnimu uc¢inku piisobeni poskozuji
bunéénou membranu lidskych bun€k, mezi kterymi jsou primarné poSkozovany builky
ledvin [13]. Detergentni povaha je zptisobena diky struktufe antibiotika, které mé jednu ¢ast
molekuly hydrofobni a druhou c¢ast hydrofilni. Diky tomu je umoZnéno vniknout

do membrany hydrofobnim koncem, a tak ji rozdélit na mensi ¢asti. Dojde tak k vyliti

wrwe
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1.2.3 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Uchovavani a ptenos genetické informace je hlavni funkci nukleovych kyselin. Geneticka
informace je kddovana v RNA a DNA [8]. Jednou z hlavnich skupin antibiotik piisobicich
na syntézu nukleovych kyselin jsou chinolony. Tato antibiotika jsou synteticka,
Sirokospektralni a jsou u¢innd proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim. Spole¢nym
mechanismem chinolont je inhibice DNA-gyrazy a topoizomerazy IV. Gyraza je cilem
ucinku chinolont pfedevsim v ptfipad¢ gramnegativnich bakterii, u grampozitivii chinolony

poskozuji pfedevsim topoizomerazu IV [14].

1.2.4 Inhibice proteosyntézy

Syntéza bilkovin neboli proteosyntéza probiha na ribozomech. Na ribozomech probiha
translace mRNA do proteint. Ribozom je slozen z velké (50S) a malé (30S) ribozomalni
podjednotky [6]. Podjednotka 30S ma za ukol ¢ist z vlikna mRNA informaci a tim zajistit
spravné pripojovani tRNA. Podjednotka 50S spojuje jednotlivé aminokyseliny, které jsou
neseny tRNA, do polypeptidového fetézce [8]. Skupiny antibiotik jako aminoglykosidy
a tetracykliny cili na malou podjednotku a tim zabranuji spravnému c¢teni kodonil a tim
naruSuji translaci. Na velkou ribozomalni podjednotku ptsobi makrolidova antibiotika

a chloramfenikol. Ty blokuji pfenos aminokyselin a tim tvorbu polypeptidovych fetézcii [1].

1.2.5 Inhibice metabolismu kyseliny listové

Mechanismus ucinku sulfonamidd a diaminopyrimidinti spoc¢iva v inhibici syntézy kyseliny
listové a jejich derivatd; pro bakterie nezbytné metabolické drahy. Bakterie si vytvareji
kyselinu tetrahydrolistovou (aktivni formu kyseliny listové) ve vice krocich. Nejdfive
je spojen pterin a kyselina para-aminobenzoovd (PABA) za wvzniku kyseliny
dihydropteroové. Tato reakce je katalyzovana enzymem dihydropteoratsyntetdzou.
Nasledné je pfipojen glutamat a vznikne kyselina dihydrolistova. Ta je pak redukovana

na kyselinu tetrahydrolistovou pomoci enzymu dihydrofolatreduktazy.

Sulfonamidy se strukturné¢ podobaji molekule PABA a diky tomu se umi navazat
do aktivniho mista enzymu dihydropteoratsyntetazy a zabranit tak vzniku kyseliny
dihydropteroové. Diaminopyrimidiny (napf. trimethoprim) inhibuji dihydrofolatreduktazu
tim, Ze napodobuji pterinovou ¢ast molekuly kys. tetrahydrolistové [14]. Kyselina listova

je vyznamnym koenzymem a v builkkach je tedy potfebna pro spravné fungovani
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metabolismu napt. aminokyselin a nukleovych kyselin. Timto zptisobem zmiflované skupiny

antibiotik naruSuji syntézu nukleovych kyselin a bunécné déleni [6].

1.3 Hlavni skupiny vybranych antibiotik

Kromé rozdéleni antibiotik podle mechanismu ucinku jsou antibiotika také rozliSovana
podle jejich chemické struktury. Na zdkladé chemické struktury antimikrobidlnich latek

muzeme Iépe popsat povahu a pisobeni.

1.3.1 p-laktamova antibiotika

Jednou z nejstarsich tfid antibiotik jsou B-laktamova antibiotika. Do této skupiny antibiotik
spadaji peniciliny, monobaktamy, karbapenemy a cefalosporiny. VSechny tyto latky maji
ve své struktufe P-laktamovy kruh, viz Obr. 1 [1]. Pivodni skupinou antibiotik byly
peniciliny a od nich byly dale odvozovany tfidy nové. Divodem odvozovani novych tiid
bylo rozsifeni spektra pusobeni a také to, aby se ptfedeslo rezistenci u bakterii, ktera
je podminéna schopnosti hydrolyzovat -laktamovy kruh pomoci enzymu B-laktamazy [15].
Cilem ptsobeni B-laktamovych antibiotik jsou transpeptiddzy — bakterialni enzymy,
které maji na starost syntézu peptidoglykanu a zajist'uji spojovéani peptidovych fetézcu.
Na konci téchto peptidovych fetézct je ptipojena slouc¢enina D-alanyl-D-alanin. Piedpoklada
se, ze P-laktamovy kruh je podobny pravé této slouceniné a timto se jevi jako substrat
dostupny pro transpeptiddzy. Timto mechanismem dochdzi k inaktivaci transpeptidaz.
Pro n¢ se diky tomuto mechanismu rozsifil ndzev penicilin-binding proteins (PBPs) neboli

penicilin-véazajici protein [8].

Peniciliny jsou antibiotika, u kterych je vysoka mira rezistence. Mezi peniciliny patii
amoxicilin a ampicilin. Jsou to antibiotika podavana pfi 1écb¢ infekci urogenitalniho traktu,
modovych cest, respiraénich infekci & pii zanétech kiize. Casto byvaji kombinovany
se sulbaktamem C¢i kyselinou klavulanovou. Tyto latky funguji jako inhibitory B-laktamaz

a tim se rozsifuje spektrum ucinku [16].

Cefalosporiny zastavuji syntézu peptidoglykanu. Jsou G¢inna proti gramnegativnim
a grampozitivnim bakteriim. V soucasnosti 1ze definovat pét generaci cefalosporinti. Kazda
z nich se odlisuji spektrem aktivity a polohou B-laktamového kruhu [1]. Cefalosporiny tteti
a Ctvrté generace jsou nejcastéji vyuzivany pii 1écbe infekci zpisobenych gramnegativnimi
bakteriemi. Mezi né se fadi ku ptikladu cefotaxim, cefepim &i ceftazidim [16]. V Ceské

republice je cefotaxim podavan novorozencim, cefepim je vyuZivan proti infekcim
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zplsobenym rezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi a ceftazidim slouzi proti infekcim

vyvolavanych bakterii Pseudomonas aeruginosa [17].

Cefalosporiny spolecné s peniciliny pii vyskytu v povrchovych vodach podléha;ji
hydrolyze. Maji vSak tendenci k adsorpci a v kalech a sedimentech mohou tvofit s volnymi

kationty komplexy[18].

Karbapenemova antibiotika maji Sirokospektralni ti¢inek a vykazuji velkou uc¢innost
proti multirezistentnim kmenlim grampozitivnich a gramnegativnich kmena [1].
Pidni mikroorganismy Streptomyces cattleya produkuji latku ptibuznou penicilintim,
thienamycin, od né¢hoz jsou karbapenemy odvozeny. Prvnim deriviatem syntetizovanym
z thienamycinu byl imipenem. Studie dosly k zavéru, Ze je tfeba jej kombinovat s cilastinem
sodnym, ktery inhibuje enzym dehydropeptiddzu, protoze imipenem byl metabolizovan
v ledvinach timto enzymem, coz vedlo k tubuldrnimu poSkozeni a k nizkému vylu¢ovani
této latky do moci. Meropenem je dalSim antibiotikem z této tfidy a v tomto ptipad¢ jiz neni
nutno jej podavat s inhibitory téchto enzymu [19]. U obou zminénych antibiotik je vysoka
mira rezistence u bakterii Pseudomonas aeruginosa a nékterych Acinetobacter spp. [20].
Tato antibiotika jsou poddvana pii nitrobfiSnich infekcich, zapalu plic vzniklého
v nemocniénim prostiedi nebo piiinfekcich kize [16]. V Ceské republice jsou

tato antibiotika podavana také proti nozokomialnim infekcim, véetné meningitidy [17].

H HH . H HH
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peniciliny cefalosporiny karbapenemy monobaktamy

Obr. 1 Struktura B-laktamovych antibiotik [21]
1.3.2 Makrolidova antibiotika

Makrolidy jsou skupina latek, kterd plisobi nejen jako antibiotika, ale 1 jako imunosupresiva,
antimykotika a prokinetika. Jsou velmi ucinna pii lécbé infekei dychacich cest. Ve své
struktufe nesou laktonové kruhy s deoxysacharidy. Inhibuji ribozomalni podjednotku 50S
[1]. Tam blokuji posouvani tRNA a tim tvorbu polypeptidového fetézce. Svym plisobenim

patii mezi bakteriostatickd antibiotika [14].

Nejznaméj§i zastupce ze skupiny makrolidovych antibiotik je erythromycin

viz Obr. 2, ktery byl objeven v roce 1952. Je pouzivan k 1€cbé respiracnich onemocnéni
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a je také schvalen pro 1é¢bu koznich infekci. Vzhledem k povaze ptsobeni této skupiny

latek, je ucinek erythromycinu bakteriostaticky [22].

Erythromycin Clarithromycin Azithromycin

Obr. 2 Struktura makrolidi [23]

Od erythromycinu je odvozena latka azithromycin. Rozdil spociva v pfidani
methyl-substituovaného atomu dusiku do laktonového kruhu. Timto dochézi ke zlepSeni
stability. Tato latka je v poslednich letech vyuzivana k prevenci vzniku bakterialnich infekci
u kojencii a u osob s oslabenou imunitou. Dalsi vyuziti ma pti 1é¢bé zanéti sttedniho ucha,
zapalu plic &i pii streptokokovych anginach. Uginné zabira i pii ndkaze sexualné pfenosnymi
chorobami [24]. Azithromycin je v CR antibiotikum prvni volby pro 1é¢bu &erného kasle,

pneumonie a chlamydiovych infekei u malych déti [17].

1.3.3 Aminoglykosidy

Struktura aminoglykosidovych antibiotik (viz Obr. 3) je tvofena aminocyklitolovym
kruhem [14]. Jednd se o rGznorodou skupinu antibiotik s rozmanitou strukturou molekul

a se Sirokym spektrem ucinku [25].
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NHR

Obr. 3 Chemicka struktura riznych tfid aminoglykosidovych antibiotik:
(A) 4,6-disubstituované aminoglykosidy, (B) 4,5-disubstituované aminoglykosidy,
(C) spectinomycin, atypicky aminoglykosid [25]
Cilem pilisobeni této skupiny antibiotik je mensi ribozomdlni podjednotka (30S)
u gramnegativnich bakterii [26]. Dochéazi k navdzani na ribozomdalni misto A této
podjednotky coz vede k chybnému ¢teni kodonu a nésledné k nespravné translaci proteinti
[1]. Do bunky pronikaji specifickym mechanismem, ktery spoiva ve vytvareni port
v bunééné membrané. Pory jsou vytvoreny diky rozdilnému naboji antibiotika s nabojem
na membrang. Uinnost antibiotik se zvy$uje kombinaci s antibiotiky, které primarné paisobi
na bunécnou sténu bakterii [9]. Mezi spolecné znaky toxicity téchto latek patii ototoxicita
a nefrotoxicita [27]. Aminoglykosidy jsou produkovany bakteriemi rodu Micromonospora

a Streptomyces [28]. Tyto latky jsou z téla ven vylucovany v nezménéné formé [13].

Prvnim objevenym antibiotikem, patfici to této skupiny, byl streptomycin, izolovan
z vlaknité bakterie Streptomyces griseus. Tato latka vedla k prvni zdarné 1€¢b¢ tuberkulozy
[26]. DalSimi antibiotiky ze skupiny aminoglykosidil jsou na ptiklad amikacin, gentamicin,
neomycin a kanamycin [27]. V Ceské republice je prvni volbou pro 1é¢bu infekei vyvolanou
rezistentnimi gramnegativnimi aerobnimi bakteriemi amikacin. Gentamicin je prvni volbou
v piipad¢ 1é€by vyvolané enterobakteriemi ¢i grampozitivnimi aerobnimi mikroorganismy

[17].
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1.3.4 Tetracykliny

Tetracykliny jsou Sirokospektralni antibiotika s bakteriostatickym uc¢inkem pusobici proti
gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim, nékterym prvokiim a atypickym bakteriim
(napf. spirochetam a mykobakteriim) [13]. Vyvinuty byly ve 40. letech 20. stoleti. Tyto latky
v ribozomdlnim misté A brani navazani aminoacyl-tRNA-syntetazy, coz zabrafuje navazani
aminokyselin a tim znemoziuje rist polypeptidu. Pouzivani téchto antibiotik ve velkém
vedlo ke vzniku rezistentnich bakterii [29]. Tetracykliny jsou vyuzivany k 1écbé zoonoz
a infekci, které jsou vyvoldvany atypickymi bakteriemi. K 1€¢b¢ klasickych infekci nejsou
vyuzivany kvuli vysoké mife rezistence. Mezi nejcastéjsi vedlejsi t¢inky uzivani téchto
antibiotik patii zazivaci obtize a nauzea [13]. Ptfi dlouhodobém podavani dochazi
k akumulaci tetracyklini v kostech a zubech, coz vede k naruSeni zubni skloviny a poruse

tvorby kosti. Z tohoto diivodu je neuzivaji déti do véku 8 let [14].

doxycyklin minocyklin

Obr. 4 Struktura tetracyklinovych antibiotik [30]

Mezi tetracyklinové antibiotika se fadi doxycyklin a minocyklin [13], viz Obr. 4.
Doxycyklin je dostupny v CR a je vyuzivan k 16¢b& chlamydiovych a mykoplasmovych

infekci. Je také podavan jako antiparazitikum pii 1é€bé malarie [17].

1.3.5 Amfenikolova antibiotika

Dalsi skupinou antibiotik jsou amfenikolova antibiotika. Tyto latky na velké ribozomalni
podjednotce 50S inhibuji enzym peptidyltransferdzu, cozZ ma za nasledek blokaci navazani

tRNA na ribozomalni misto A. Tento mechanismus uspésné inhibuje proteosyntézu [31].

Vyznamnym zastupcem této tfidy je chloramfenikol, viz Obr. 5. Jedna
se o Sirokospektralni antibiotikum s bakteriostatickym tuc¢inkem. Je produkovan pldni
bakterii Streptomyces venezuelae [13]. Diky nizkym nakladim na syntézu, je dnes tato latka
ziskavana spise chemicky [32]. Chloramfenikol ma lipofilni povahu a je rozpustny v tucich,

coz umoziuje pruchod bakterialnimi membranami [1]. V minulosti bylo toto antibiotikum
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v prodeji jako latka s vysokou ucinnosti, jenze na pocatku padesatych let doslo k popsani
zavaznych nezddoucich ucinkl. Chloramfenikol plisobi hematotoxicky a zplsobuje
aplastickou anémii [13]. V Ceské republice je pouZivan k 1é6¢bé infekci centralni nervové

soustavy [17].
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Obr. 5 Struktura chloramfenikolu [33]
1.3.6 Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidy patii mezi antibiotika s baktericidnim uc¢inkem a piisobi na aerobni i anaerobni
grampozitivni bakterie [13]. Jsou alternativou k pouziti p-laktamovych antibiotik.
Mechanismus jejich uc€inku spo¢iva ve vazbé na D-alanyl-D-alanin, ktery slouZzi
jako prekursor tvorby peptidoglykanu, tudiz znemoznuje sitovani bunécné stény bakterii [ 1].

Glykopeptidy jsou z organismu v nezménéné formé vylu¢ovany moci [13].

Prvnim izolovanym antibiotikem ze skupiny glykopeptidi byl vankomycin [1].
Tato latka je produkovana padnimi bakteriemi Streptomyces orientalis (dnes
Amycolatopsis orientalis). Ukézalo se, ze vankomycin je u¢inny proti infekcim zptisobenych
grampozitivnimi bakteriemi, véetné infekcich zptisobenych bakterii Staphylococcus aureus.
Jako u vétSiny antibiotik i zde dosSlo v priibéhu let ke vzniku rezistence u diive citlivych

kmeni, vSak rezistence u Staphylococcus aureus je ojedinéla [13].
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Obr. 6 Struktura vankomycinu [34]
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1.3.7 Polypeptidova antibiotika

Mezi polypeptidova antibiotika jsou fazeny polymyxiny. Tyto latky maji schopnost se vazat
na lipidovou ¢ast bunééné membrany [6]. Timto dojde k naruseni fosfolipidové dvojvrstvy
a membrana se ztencuje anebo dochazi ke vzniku port. Toto naruSeni vede k zaniku bunky.
Polypeptidové latky, polymyxin B a kolistin (polymyxin E), jsou produkty sekundarniho
metabolismu bakterie Bacillus polymyxa (dnes Paenibacillus polymyxa). 1 pies nizky vyskyt
rezistentnich bakterii jsou polymyxiny voleny jako krajni moznost pii 1é€beé zavaznych
a tézko lécitelnych bakterialnich infekci [35]. Divodem jsou nefrotoxické a neurotoxickeé
vlastnosti t&chto latek [13]. V CR je schvalen kolistin, viz Obr. 7, ktery je podavan pfi 16¢bé

infekci zptisobenych multirezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi [17].

CH,

NH, NH,

Obr. 7 Struktura kolistinu [36]
1.3.8 Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou tfidou Sirokospektralnich syntetickych antibiotik. Ve své struktuie, jak jiz
znazvu vyplyva, obsahuji atom siry, na ktery jsou vazany dva kysliky, atom dusiku

a anilinovd skupina, viz Obr. 8. Mistem pulsobeni je syntéza kyseliny listové,

@]

ktera je esencialni pfi tvorbé DNA [37].
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Obr. 8 Struktura sulfonamidt [38]
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NejznaméjSim antibiotikem je sulfamethoxazol, ktery vykazuje bakteriostaticky

ucinek. Nejcastéji je kombinovan s trimethoprimem, ktery spada do skupiny pyrimidinovych
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antibiotik. Spojenim téchto latek vznika co-trimoxazol, jehoz ucinek je baktericidni.
Obé¢ tyto latky blokuji syntézu kyseliny listové [13]. Kombinace téchto 16¢iv je v CR
pouzivana k 1écbe stfevnich infekei, infekci mocovych cest a k infekcim zplisobenym

gramnegativnimi bakteriemi [17].

1.3.9 Chinolony

Chinolony patii mezi chemicky syntetizované antimikrobialni latky. Diky rGznym
modifikacim chinolového jadra a ptidavkem jinych substituentd je mozno pomoci chinolonti
cilit na specifické skupiny bakterii [39]. Cilem piisobeni chinolonli jsou enzymy
DNA gyraza a topoizomeraza IV, které jsou nezbytné pro replikaci DNA. Timto inhibuji
syntézu nukleovych kyselin [40] Chinolony lze klasifikovat do tii generaci [13].

Obr. 9 Struktura kyseliny nalidixové [41]

Prvnim syntetizovanym antibiotikem, spadajicim do prvni generace chinolon,
je kyselina nalidixova, viz Obr. 9. Ta byla vyuzivdna k 1écb¢€ infekci mocovych cest [1].
Do této generace také spada kyselina oxolinova. Chinolony prvni generace ve své struktufe

nenesou atom fluoru, jak je tomu pozdéji u dalSich latek [40].
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Obr. 10 Struktura fluorochinolonti [42]

Po ptfidani molekuly fluoru do struktury antibiotik zacala byt celd skupina chinolonti
oznacovana jako fluorochinolony; jejich obecnou strukturu znazorniuje Obr. 10. Prvnim
fluorovanym antibiotikem byl norloxacin a bylo tak rozsifeno i spektrum t¢inku. Spole¢né
s antibiotiky jako ofloxacin, pefloxacin, ciprofloxacin a levofloxacin spadd do druhé

generace fluorochinoloni [13].
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U tfeti generace fluorochinolont doslo k dal§im tUpravam chemické struktury jako
naptiklad pfidani alkylovanych piperazinovych a pyrrolidinovych skupin na pozici R7
anové se objevil atom chloru na pozici R8 (viz Obr. 10). To zlepsSilo ucinek

proti grampozitivnim bakteriim [43].

Fluorochinolony jsou Gi¢inné proti gramnegativnim bakteriim, a to zejména na vétSinu
enterobakterii. Ciprofloxacin a levofloxacin je vyuzivan pii 1é¢bé onemocnéni zptisobenych
Pseudomonas aeruginosa. Rezistence na tuto skupinu antibiotik vznikd pomérné snadno.
Vétsina fluorochinolonti je metabolizovana v jatrech a jsou vylu¢ovany zluci. Snasenlivost
téchto latek je dobrd, avSak nemélo by dochazet k jejich pouziti pii 1é¢be lehéich infekei.
Nezadouci ucinky jsou zptsobeny schopnosti vazat dulezité ionty, ¢imz dochazi
k oslabovani pojivovych tkani a mezibundéné hmoty [13]. V CR je pouzivan ciprofloxacin
k lé¢be infekei zplisobenych gramnegativnimi rezistentnimi bakteriemi, neni-li jind volba

a levofloxacin je vyuzivan jako antituberkulotikum [17].

1.4 Antibioticka rezistence

Velké mnozstvi bakteridlnich kment si v pribéhu let dokézalo vybudovat odolnost viici
diive ulinnym antimikrobidlnim latkdm [44]. Existuje dikaz o souvislostech
mezi pouzivanim antibiotik a zvySujici se rezistenci bakterii. Pro tuto skutec¢nost byl zaveden
pojem selekéni tlak, ktery oznacuje selekcei rezistentnich bakterialnich kmenti [13]. Odolnost
vici piisobeni antibiotik je také ovlivnéna tim, zda se mikroorganismy vyskytuji v biofilmu,
kde je pfirozen¢ zvySena tolerance proti vnéjsim vlivim. Rezistence mize vznikat mutacemi
v genomu anebo také vychytavanim cizi DNA z vnéjSiho prostiedi [44]. U nékterych druht
bakterii se vyskytuje pfirozena rezistence. Ta vznikd na zakladé samotné stavby

nebo metabolismu bakterie. Rezistence ziskand se vyvinula az po setkani s antibiotikem [8].

Existuje vice mechanismti, diky kterym je zajiSténa rezistence. Prvnim z nich
je inaktivace antibiotika pomoci enzymt, které dokazou rozstépit molekulu dané latky a tim
ji zneSkodnit. Piikladem jsou B-laktamazy a jejich plsobeni na penicilinova antibiotika.
DalS§im uc¢innym mechanismem je vytvofeni bariéry kolem bakterie, coZ neumoZziuje
antibiotiku proniknout k pozadovanému mistu. Dale mize dochézet k aktivnimu transportu
antibiotika z buniky ven. Tento proces je uskute¢niovan tzv. efluxnimi systémy. Tyto systémy
funguji jako pumpy, diky kterym mohou z buiiky odchéazet nezadouci latky, jedna se vSak

o energeticky narocny proces. Ziskana rezistence muze také vznikat modifikaci cilového
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mista. Bakterie mohou napf. mutaci pozménit strukturu daného mista, coz ma

za nasledek ztratu afinity k danému antibiotiku [8].

Pro bakterii znamena vSak vznik rezistence velky vydej energie, ktera je napiiklad
vyuzivana kvyS$$i Cinnosti efluxnich pump nebo k vyuzivani méné vyhodnych
metabolickych drah. Tento nadbytecny proces je pro bakterie z energetického hlediska

znevyhodnujici [8].

Geneticka informace o antimikrobidlni rezistenci je kdédovana bud’ na kruhovych
molekuldch dvouvldknové DNA, které jsou oznaCovany jako plazmidy anebo
na transpozonech, coz jsou geny, které se vyskytuji v riznych ¢astech genomu [45]. Pfenos
muze byt uskutecnén klondlnim S$ifenim, pii kterém je genetickd informace pfenédsena
z matefské buniky na dcefinou. Anebo se uskutecnuje pienos horizontélni, pfi kterém se geny
mohou $ifit mezi bakteriemi z riznych generaci nebo dokonce z riznych rodi [8]. Zpisoby
horizontalniho pfenosu jsou konjugace, transdukce a transformace. Pti konjugaci dojde
k pfimému kontaktu mezi bunkami a je pfenesen plazmid. Pfi transdukci je ptenos
DNA zprostfedkovan bakteriofagem a pfi transformaci dochdzi k vychytdvani volné DNA

z okolniho prostredi [45].

Rezistence na antimikrobidlni latky ma dopad nejen na ekonomiku, ale hlavné na zdravi

lidské populace a pfinasi rizika ve formé nelécitelnych infekcei [45].

1.5 Antibiotika v Zivotnim prostredi

Velké mnozstvi antibiotik je vyluCovano do Zivotniho prostiedi v pozménéné
ale i nezménéné formé [46]. Kontaminace Zivotniho prosttedi je zplisobena v dusledku 1écby
lidi a zejména zvifat. Odtud se rezidua dostavaji moci a stolici do ekosystému. Nadmérné
pouzivani antibiotik pfi chovu hospodaiskych zvifat je neZadouci, protoze dochazi
ke kontaminaci ptid at’ uz hnojenim, nebo aplikaci odpadnich vod na zemédélskou pidu.
Dal$im zdrojem uniku antibiotik do prostiedi je nespravné zachdzeni s proSlymi
¢1 nepouzitymi léCivy [47]. Antibiotika se tedy vyskytuji jak v ptdég, tak ve vodnich
systémech [46].

Do vody se antibiotika dostavaji z Cistiren odpadnich vod, riznych chemickych

vyrobnich zdvodii a nemocnic. Znecistény jsou zejména sladké vody [48]. Ve vod¢ jsou

antibiotika nachazena v niz§ich koncentracich nez v padach. Hodnoty koncentraci ve vode
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se vyskytuji od né€kolika nanogrami po mikrogramy na litr vody, zatimco koncentrace

antibiotik v ptidé se mize pohybovat az v nékolika miligramech na kilogram pudy [49].

Antibiotika jako peniciliny podléhaji degradaci, zatimco naptiklad tetracykliny nebo
fluorochinolony jsou perzistentnéjsi, tudiz setrvavaji v zivotnim prostiedi déle a mohou
se hromadit ve vysSich koncentracich. Tetracykliny vykazuji fytotoxické ucinky.

Svym plisobenim inhibuji rist rostlin [18].

Chinolony, sulfonamidy a trimethoprim jsou antibiotika nejCastéji nachdzena
ve vodnim prostiedi [46]. Sulfonamidy pfedstavuji ekotoxické riziko pro vodni organismy
jako jsou fasy, ryby a korysi. Riziko nezadouciho vlivu se u sulfonamida zvysuje kvili jejich
perzistenci v zivotnim prostiedi [50]. Fluorochinolony patii mezi obtizné degradovatelna
antibiotika kvuli své vysoké chemické stabilité, proto se snadno pfenasi vodou do pidy

a sedimentt [18].

Ve vodnim prostiedi se nachazi v nizkych koncentracich také makrolidy. Ale i pfesto
muze pii kontaminaci dojit k ovlivnéni organismi obyvajicich vodni ekosystém [25].
Naptiklad u mikrofas mohou makrolidova antibiotika podpofit tvorbu reaktivni formy
kysliku, a tim mtze dojit k oxida¢nimu stresu, ktery miiZze mit za nasledek ovlivnéni genové
exprese vramci fotosyntézy [51]. Antibiotika vSak nejsou jediné chemikalie, které se
v zivotnim prostiedi vyskytuji, coz mtize vést mezi riznymi latkami k synergickému ucinku
a tim se toxicita miize zvySovat [46]. Uginky, ptsobeni a degradace antibiotik ve vodnim
prostiedi a pid€ zavisi na mnoha faktorech. Témito faktory mohou byt sorpcéni kapacita
pudy, skutecna koncentrace antibiotika, pH, pfitomné mineralni latky, doba expozice apod.

[49].

Potencidlni vliv mohou mit antibiotika 1 na mikrobidlni spolecenstva, kdy muze

dochazet ke zménam struktury danych spole€enstev, zejména téch v ptidé [52].

1.5.1 Vliv na mikrobialni spolecenstva

Vodni a plidni mikroorganismy jsou antibiotikiim vlivem jejich pouzZivani jako veterinarnich
a humannich 1é¢iv chronicky vystavovany. Kvili vyskytu ve formé aktivnich rezidui mohou
tyto latky vykazovat toxicky uginek [46]. Uéinek latek zavisi na druhu bakterii a také
na pfitomné koncentraci dané latky. Antibiotika maji U€inek na patogenni bakterie,
ale v ekosystému se nachazi i bakterie, které nejsou cilovym objektem pro tyto latky.
Ekosystémy jsou celkové komplikované a velmi rozmanité. Tato rozmanitost z ¢asti zavisi

prave na mikrobidlni aktiviteé [53].
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Mikroorganismy v pid€ jsou nezbytné pro transformaci zivin a hraji velkou roli
pti odbouravani znecist'ujicich latek [49]. Kviili vyskytu antibiotik ve vyssich koncentracich
muze dojit k inhibici ¢i vymizeni urcitych skupin bakterii. Provadéné studie ukazuji,
ze vyskyt antibiotik ma za nasledek snizovani mikrobialni biodiverzity. Také mize dochazet
k omezeni bakteridlnich enzymatickych procest. Inhibice téchto procesi ovlivituje produkci
biomasy a pfeménu zivin. Bylo zjisténo, Ze antimikrobialni latky jako fluorochinolony
a sulfonamidy v environmentalné¢ vyznamnych koncentracich mohou castetn¢ blokovat

denitrifikaci [46].

Mikrobialni spolecenstvo, které je vystaveno ucinkiim antibiotik a nevykazuje zadné
zmény ¢i naruSeni je oznacovano jako rezistentni. Pokud je prokdzan ucinek rezidui
antibiotik, tak se stanovuje tzv. odolnost komunity. Odolnost komunity je definovédna

pomoci toho, za jak dlouho dojde k navratu do pivodniho stavu dané¢ho spolecenstva [53].

Krom¢ rezistence dochéazi u mikroorganismu i ke vzniku tolerance viiéi antibiotik@im.
Bakterialni populace jsou vystavovany selekénimu tlaku coz miize vést ke zménam slozeni
dané populace. Predpoklada se, ze expozice antibiotikiim ma za nasledek nartst poctu

gramnegativnich bakterii [48].
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2 TESTY TOXICITY NA BAKTERIICH

Znecistovani zivotniho prostiedi chemickymi latkami vedlo k nejistotam, zda tyto latky
nemohou mit toxické ucinky na zivé organismy, které se pak v tomto prostredi vyskytuji.
Proto byla vyvinuta fada bioindika¢nich metod (testl), kdy jsou k hodnoceni ucinku
vyuzivany nejruznéj$i reakce zivych systémill pro stanoveni toxicity latek a prostredi.
Napft. v ptdni ekotoxikologii patii mezi hlavni testovaci organismy vedle hlistic, roupic,
zizal nebo chvostoskokl také mikroorganismy (mikrobialni spolecenstva). Mikrofasy,
bakterie (napt. Aliivibrio fischeri, Escherichia coli, Pseudomonas putida) ¢i prvoci jsou
pak zastupci mikroorganismi jez jsou vyuzivany v raznych bioindika¢nich metodach
ve vodnim prostiedi [54]. Posuzovani toxicity latek vyskytujicich se ve vodach predchazi
hodnoceni negativniho vlivu na organismy a hodnoceni rizik, kterd by mohla v Zivotnim
prostredi nastat. V biologickych testech jsou uptfednostiiovany bakterie kvitli vyssi citlivosti,
rychlejsi reprodukci a ekonomické dostupnosti [55]. Velké pozornosti se dostalo testim
s luminiscen¢nimi bakteriemi pfi testovani toxicity, at’ uz fady latek nebo odpadi [56].
Testy toxicity s pouzitim mikroorganismi maji diilezity vyznam i pti zkoumani potencialni
toxicity a vlivu antibiotik [53]. Mezi nejpouzivanéjsi bakterie v bioluminiscen¢nich testech

patii Photobacterium phosphoreum, Vibrio qinghaiensis a Aliivibrio fischeri [57].

2.1 Bioluminiscen¢ni bakterie

Bioluminiscen¢ni bakterie se v ptirod¢ bézn¢ vykytuji a diky svému metabolismu mohou
produkovat modrozelené svétlo [58]. Diky své citlivosti jsou hojné vyuZivany pro biologické

testy pfi zjiStovani pfitomnosti latek zneciStujicich zivotni prostiedi [59].

2.1.1 Aliivibrio fischeri

Mikroorganismus Aliivibrio fischeri, z ¢eledi Vibrionaceae, je gramnegativni, tyC¢inkovita
bakterie obyvajici motské prostiedi v subtropickych oblastech a mirném pasu [55]. Netvoii
spory a nevykazuje znamky patogenity [60]. Bakterialni butiky jsou planktonni povahy, nebo
se vyskytuji v symbidze s jinymi organismy, a to zejména s rybami nebo olihnémi [61].
Nejvyznamnéj§i symbioticky vztah je s havajskou olihni Eupryma scopoles [60]. Bakterie
kolonizuji svételny orgdn v hostiteli, protoZe se jim dostava dostatku zivin a jsou tam pro né
pfiznivé podminky. Hostitel je zase diky emisi svétla produkovaného bakteriemi chranén

ey e

osmi hodin po osidleni svételného organu bakteriemi [62]. U této bakterie byl také poprvé
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objeven quorum sensing, coz je oznaceni popisujici mezibunécnou komunikaci, diky které
dochdzi k ovlivilovani chovéani v populaci. Tento mechanismus je zalozen na syntéze
a uvolnovani signalnich molekul do okoli. Tyto molekuly jsou nazyvany jako autoinduktory.
Autoinduktory po dosazeni urcité koncentrace v biofilmu zacnou spoustét urcité bunécné
reakce v celé populaci. Quorum sensing reguluje proces bioluminiscence, tvorbu biofilmu

a podobné [63].

2.1.2 Photobacterium phosphoreum

Gramnegativni bakterie Photobacterium phosphoreum, z Celedi Vibrionaceae, byla
izolovana vice nez ptred 100 lety z kize motskych ryb. Hojné se vyskytuje v motich
Diky svym vlastnostem je P. phosphoreum vhodnym nastrojem pro detekei tézkych kovi,

organickych latek a dal$ich kontaminanti vyskytujicich se ve vodach a padach [59].

2.1.3 Bioluminiscence

Zjednodusené¢ je bioluminiscence jev, pfi kterém dochazi k vyzafovani svétla
(svétélkovani) nékterymi organismy v disledku oxidace luciferinii za katalyzy enzymem
luciferazou [68]. Proces bioluminiscence lze rozdélit do dvou kroki (viz Obr. 11). V prvnim
kroku je flavinmononukleoktid (FMN) redukovan pomoci enzymu FMN-oxidoreduktazy
na FMNH; v pfitomnosti redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NAD(P)H).
Poté dochazi k oxidaci substratl (redukovaného FMNH:> a aldehydu s dlouhym alifatickym
fetézcem), v pfitomnosti kysliku, pomoci bakteridlniho enzymu luciferazy, kdy vznika
FMN, pfislusna karboxylova kyselina a voda [56]. Tato reakce je navic doprovazena emisi

modrozelen¢ho svétla [65]. Svétlo, které je vyzafovano, ma vinovou délku cca 490 nm [66].

Enzymy, kter¢ se podileji na bioluminiscenci jsou kodovany v lux operonu
(luxCDABE(G)). Geny IluxA a [uxB koduji enzym luciferdzu; [uxG kédduje
FMN-oxidoreduktdzu a zbylé geny maji na starost reduktazy mastnych kyselin [67].
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metabolismus
mastnych kyselin
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(komplex)

Obr. 11 Reakéni mechanismus bakteridlni bioluminiscence [67]
2.1.4 Testy s luminiscen¢nimi bakteriemi

Testy ekotoxicity s bakteriemi patfti mezi jednodruhové biologické testy. Tyto testy
vyuzivaji mikroorganismus k hodnoceni potencialniho rizika pochazejiciho z odpadnich
vod, chemickych latek a odpadi [68]. Test je zaloZzen na inhibici bioluminiscence.
Je vyuzivan pro sledovani toxicity v environmentalnich experimentech, protoze disponuje
riznymi vyhodami jako naptiklad niz§i ¢asova naro¢nost, jednoducha manipulace, optimalni
citlivost. Je také vyuzitelny pro vice druht vzorkl (anorganické i organické slouceniny,
tézké kovy, rizné druhy vod, kaly z Cistiren odpadnich vod, vy¢isténé odpadni vody apod.)

[55].

Test toxicity Microtox® (luminiscenéni inhibi¢ni test) vyuzivajici luminiscencni bakterie,
byl poprvé pouzit v USA v roce 1979 [69]. Tento biotest je mozné vyuzit pro hodnoceni
akutni toxicity nejen fady rtznych xenobiotik (pesticidl, kovil, 1éciv ad.), ale také
napft. skladkovych vyluhti nebo vrtnych vyplachii. V tomto inhibi¢nim testu jsou vyuzivany
luminiscen¢éni bakterie z Celedi Vibrionaceae, a to napt. rtizné kmeny Aliivibrio

fischeri nebo Photobacterium phosphoreum [70].

Bakterie v téchto testech jsou pouzivany jako bioindikator. Bioindikator je termin,
ktery popisuje organismus, na kterém mlZeme pozorovat zmény v zavislosti
na kvalité zivotniho prostfedi. Lze detekovat pomoci bioluminiscence riizné biologické

dopady, nebo sledovat skodlivé a toxické ucinky latek [71].

Test je zaloZzen na méfeni intenzity luminiscen¢niho zafeni. Intenzita tohoto zéateni
souvisi s metabolickym stavem bakterie, tudiz kdyZ je bakterie vystavena expozici toxické

latky, dojde tim k inhibici enzymu luciferazy, a tim klesd intenzita bioluminiscence.
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Timto zptisobem lze porovnat intenzitu zafeni u bakterii, které byly vystaveny toxickému
pusobeni s bakteriemi z kontrolnich vzorki testu a na zdklad¢ toho pak vypocitat procento
inhibice. Pii méfeni bioluminiscence mtize dochéazet také k zajimavému jevu, ktery vznika
piinizsich testovanych koncentracich toxické latky. Timto jevem je hormeze, tedy ptirozena
reakce organismu umoziujici mu pfekonat neptiznivé podminky a piezit. Nizka koncentrace
toxikantu muize pusobit na organismus stimulacné, ato i v ptipadé, ze latka ve vysSich
koncentracich naopak vykazuje ucinky toxické. Pii hormezi je bioluminiscence

u testovanych bakterii vyssi, nez u téch z kontrolniho vzorku [56].

Biologickeé testy zalozené na bioluminiscenci bakterii maji vSak také své nevyhody,
a to naptiklad pfi testovani vzorkl s kontaminovanou ptidou. Zakal ve vzorku neumoziuje
pfesné méfeni intenzity svétla [72]. Dalsi nevyhodou muize byt kratka doba expozice,

za kterou se nestihne projevit vliv latek s opozdénou toxicitou [73].
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II

PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem praktické ¢asti bakalarské prace bylo optimalizovat experimentalni metodu, otestovat
aposoudit vliv vybranych antibiotik (ampicilinu, cykloheximidu, erythromycinu,
chloramfenikolu, kanamycinu, mupirocinu, nisinu, nystatinu, polymyxinu B,
spectinomycinu, streptomycinu, sulfamethoxazolu, tetracyklinu a vankomycinu)

na luminiscenc¢ni bakterie Photobacterium phosphoreum CCM 3421.
Konkrétni cile prace Ize formulovat do nésledujicich bodu:

o posoudit potencidlni toxicky ucinek (akutni toxicitu) jednotlivych testovanych
antibiotik na bioluminiscen¢ni bakterie;
o posoudit pfipadné hormetické ucinky testovanych latek;

o na zakladg literarni reSerSe vytipovat antibiotika, kterd jsou nejcastéji nalézana
v odpadnich nebo pitnych vodach, a budou-li v laboratofi k dispozici, otestovat

toxicitu smési téchto latek;

o otestovat u¢inky vybraného b&ézné€ pouzivaného léciva, antibiotickych o¢nich kapek

(Tobrex), na testované bakterie.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Pouzity material

4.1.1 Pristroje a pomucky

Analytické vahy Denver Instruments SI-64 A (Denver, Colorado, USA)
Automaticka pipeta Discovery comfort 100—1000 pl + $pi¢ky (BioTech, Praha, CR)
Automaticka pipeta Discovery comfort 20-200 pl + $pi¢ky (BioTech, Praha, CR)
Automaticka pipeta Gilson 2-20 pl + $pi¢ky (BioTech, Praha, CR)

BéZné laboratorni vybaveni

Laboratorni pH-metr, pH 50 Violab (Giorgio Bormac s.r.1., Capri, Italie)
Laboratorni vahy OHAUS Adventurer Pro (Nénikon, Svycarsko)

Orbitalni tfepacka Multi-Shaker PSU 20 (Biosan, Riga, LotySsko)

pH sonda CHS Chemflex NTC30 (CHROMSERVIS s.r.0, CR)

Reverzni osméza [demineralizovana laboratorni voda] (AquaOsmotic, Tinov, CR)

Ttepacka Vortex mixer VX-200 (Biolab, Barcelona, Spanélsko)

vV VYV Vv V¥V VY VY ¥V V VY VY V V

Turner BioSystems 20/20 Luminometer, USA (Promega, California, USA)

4.1.2 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu kultivaéniho média byly pouZity nasledujici chemikalie: NaCl (Lachema, CR),
NaH,P04-2H,0, KoHPO4, MgS04-7H20, (NH4)HPOs, glycerol (Penta, CR), kvasniény
extrakt a kasein (HiMedia, Indie).

Zasobni roztok chloridu sodného byl pfipraven z pevného NaCl (Lachema, CR).

Zasobni roztok standartniho jedu byl pfipraven pomoci ZnSO47H2O a zdsobniho
roztoku NaCl (Lachema, CR).

Testovanymi antibiotiky byly ampicilin, cykloheximid, erythromycin, chloramfenikol, nisin
(pochazejici z Lactococcus lactis), sulfamethoxazol, tetracyklin, vankomycin hydrochlorid
od firmy Sigma Aldrich Fine Chemicals (St. Louis, USA). Dalsimi latkami byly
polymyxin B, spectinomycin dihydrochlorid pentahydrat, streptomycin sulfdt od firmy
HiMedia (Bombaj, Indie), kanamycin sulfdt od firmy Serva (Heidelberg, Némecko),
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mupirocin od firmy Merck (Darmstadt, Némecko) a nystatin (pochdzejici ze Streptomyces

noursei) od firmy Calbiochem (San Diego, Kalifornie, USA).

Déle také bylo pouzito 1éCivo ocni kapky Tobrex 3 mg/ml od firmy Novartis s.r.o.

(Basilej, Svycarsko).

Dal§imi pouzivanymi chemikaliemi byl piipraveny roztok 0,Imol.I' NaOH a

96% ethanol (Penta, CR).

Pro ptipravu rekonstituéniho pufru byla pouzita glukéza, NaCl (Lachema, CR),
MgSO4-7H0, KC1, a TRIS (Penta, CR).

4.2 Postup prace

4.2.1 Priprava roztoki

Byly pfipraveny zasobni roztoky antibiotik o koncentracich cca 1 g.1"!. Na analytickych
vahéach bylo navazeno do plastovych kénickych zkumavek vzdy cca 10 mg praskového
antibiotika (viz Tabulka 1). Poté bylo do zkumavky pfidano 10 ml destilované¢ vody
a antibiotikum bylo rozpusténo. Rozpousténi v destilované vodé probihalo u v§ech antibiotik
kromé tetracyklinu, sulfamethoxazolu a erythromycinu. Antibiotika erythromycin
a tetracyklin byla rozpousténa v 0,5 ml 96 % ethanolu a po rozpusténi doplnéna destilovanou
vodou do objemu 10 ml. Antibiotikum sulfamethoxazol bylo rozpusténo v 0,2 ml

0,1mol.I'! NaOH a nasledné taktéZ doplnén destilovanou vodou do objemu 10 ml.

Tabulka 1 Testovana antibiotika

antibiotikum | navazka | antibiotikum | navazka
[mg] [mg]
Ampicilin 10,1 Nystatin 10,1
Cykloheximid 10,2 Polymyxin B 10,3
Erythromycin 10,2 Spectinomycin 10,2
Chloramfenikol 10,0 Streptomycin 10,7
Kanamycin 10,5 Sulfamethoxazol 10,6
Mupirocin 10,3 Tetracyklin 10,3
Nisin 10,1 Vankomycin 10,0

Ptipravené roztoky byly nabrany do stfikacky a nasledné ptes sterilni stiikackovy 0,2um filtr
prefiltrovany do sterilnich mikrozkumavek. Roztoky antibiotik byly pfipravovany postupné

a poté byly uchovavany v mrazaku pfi teploté -20 °C.

Rekonstituéni pufr pro P. phosphoreum byl ptipraven podle tabulky 2.



38 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tabulka 2 Ptiprava rekonstitu¢niho pufru

Rekonstitu¢ni pufr 100 ml
latka hmotnost [g]
glukéza 0,8
NaCl 2
MgSO4+7H,O 0,247
KCl 0,03
TRIS 0,553

Ptiprava zasobnich roztok NaCl (fedici roztok) a ZnSO4 (standardni jed) byla provedena
podle tabulek 3 a 4. Takto nachystané roztoky byly uchovavany v lednici a v ptipad¢ potieby

znovu piipravovany. Zasobni roztok Zn** iontti mél koncentraci 1 g.1™\.

Tabulka 3 Ptiprava 2% roztoku NaCl

2 % NaCl 200 ml
latka hmotnost [g]

NaCl 4

Tabulka 4 Ptiprava roztoku ,,standardniho jedu* Zn**

Roztok standardu Zn** 50ml
latka mnozstvi
ZnSO,TH,0 0,219 ¢

2 % NaCl 50 ml

Z takto pfipraveného zasobniho roztoku podle tabulky 4 o koncentraci 1 g.' bylo
odpipetovano 5 ml a néasledné¢ doplnéno v odmérné bance do objemu 50 ml.

Vysledna koncentrace takto ziskaného roztoku byla 100 mg.1"".

4.2.2 Kultivace

Médium pro kultivaci bakterie P. phosphoreum bylo pfipraveno podle tabulky 5.
Po sterilizaci v autoklavu probéhlo ockovani. Objem byl rozdélen na c¢asti po 50 ml
a do kazdého objemu bylo pifiddno 500 pl bakteridlni kultury. Kultivace probihala
na orbitalni tfepacce pii rychlosti 160 RPM pii pokojové teploté po dobu 24 h. Bakteridlni
kultura byla smichana v poméru 1:1 s 30% glycerolem. Takto pfipravena suspenze byla

nasledn¢ v mikrozkumavkach zmrazena a uchovavana v mrazaku pii -80 °C.
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Tabulka 5 Priprava kultivacniho média

Kultiva¢ni médium 500 ml
latka hmotnost [g]
NaCl 15
NaH,PO42H,0 2,68
K>HPO4 1,8
MgSO47H,0 0,102
(NH4):HPO, 0,25
glycerol 3,78
kasein 5
kvasni¢ny extrakt 0,5

4.2.3 Princip testu

Principem testu je métfeni bioluminiscence (intenzity zafeni produkovaného bakteriemi)
a stanoveni inhibice tohoto zafeni toxickymi latkami pfitomnymi v testovaném vzorku.
Jedna se o testy akutni toxicity, kdy jsou testované bakterie vystaveny ptisobeni toxické latky
(je pripravena vhodnd koncentra¢ni tada); doba expozice se obvykle pohybuje mezi
5 — 30 minutami. Ze ziskanych vysledki je nasledné odectena hodnota I1Cso, kterd udava

estovanou koncentraci, pfi niZ je inhibovano o testovanych jedinct.
test k traci, hib 50 % test h jed

4.2.4 Postup méieni

Pted zahdjenim experimentu byla pfipravend bakteridlni kultura (viz kapitola 4.2.2)
uchovavana pfi teploté¢ -80 °C. Po samovolném rozmrznuti alikvotniho podilu kultur
pfi pokojové teploté bylo 600 pl této kultury smichano s 900 ul rekonstituéniho pufru
ptipravené¢ho podle tabulky 4. Po mirném promichani byla suspenze ponechéna v klidu
po dobu 15 minut pifi pokojové teploté. Po uplynuti dané doby bylo provedeno fedéni

suspenze.

Do 1,5ml mikrozkumavek bylo napipetovano 1485 ul 2% NaCl a bylo ptidano 15 pl

pfipravené suspenze bakterii. Timto zptisobem bylo ziskano fedéni 100x.

Ptipravené¢ mikrozkumavky s natedénou kulturou byly v meziCase méieni uchovavany

v lednici pii 15 °C.

V prvni ¢asti méteni dochazelo vzdy k ovéteni funkcénosti daného bioindikatoru (bakterialni

suspenze P. phosphoreum) pomoci standardu (,,standardniho jedu®). Jako standard byl
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zvolen roztok ZnSO47H,0. Zine¢naté ionty Zn>" plsobi toxicky pro bakterii

P. phosphoreum, takze tento standard Ize oznacit jako pozitivni kontrolu.

Nejprve byla pfipravena koncentraéni fada (0,0061 — 100 mg.l™") ,standardniho jedu®,
a to nasledujicim zplsobem: Do stojanku na mikrozkumavky bylo vlozeno
11 mikrozkumavek o objemu 2 ml. Do kazdé mikrozkumavky, kromé prvni, bylo
napipetovano 1,5 ml 2% NaCl. Do prvni mikrozkumavky byly napipetovany 2 ml roztoku
zine¢natych iontd o koncentraci 100 mg.l!. Z této prvni mikrozkuzmavky bylo poté
odpipetovano 500 pl, které byly pfeneseny do druhé mikrozkumavky s jiz obsazenym
mnozstvim 2% NaCl. Po dikladném promichani pomoci vortexu bylo opét odebrano 500 pl
a tento objem byl opét prenesen do dalsi mikrozkumavky s 2% roztokem NaCl. Postup byl

opakovan osmkrat, tedy az do ziskani posledni koncentrace 0,0061 mg.l!. Ziskanou

koncentracni fadu testované latky (v tomto ptipad¢ ,,standardniho jedu*) shrnuje tabulka 6.

Tabulka 6 Koncentra¢ni fada pro Zn**

poradi koncentrace poradi koncentrace
mikrozkumavek [mg.1"] mikrozkumavek [mg.1"]
1 100 5 0,391
2 25 6 0,098
3 6,25 7 0,024
4 1,563 8 0,0061

Do zbylych tfi mikrozkumavek bylo napipetovano 500 pl demineralizované vody a tyto
mikrozkumavky slouZily jako blank. Nasledné bylo pfistoupeno k méfeni bioluminiscence.
Byla nachystana sada 11 prazdnych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Do kazdé z nich bylo
napipetovano 50 pul 100x ziedéné suspenze bakteridlni kultury temperované na 15 °C.
Po dokonceni pipetovani ihned probéhlo proméfeni kazdé mikrozkumavky v luminometru.
Hodnota bioluminiscence v kazdé mikrozkumavce byla zaznamendna jako cas 0.
Po dométeni luminiscence v ¢ase 0 bylo do jednotlivych mikrozkumavek ptiddno 450 pl
roztoku bud’ testované latky nebo vody (tj. 8 koncentraci ,,standardniho jedu a 3 blanky).
Po prvnim napipetovani roztoku o nejvyssi koncentraci do prvni zkumavky byl stopovéan ¢as
15 minut. Po uplynuti 15 minut bylo zapocato dalsi méteni a zaroven bylo stopovano dalSich
15 minut. Byla tedy zaznamenavana bioluminiscence v ¢ase 15 a 30 minut. Experiment

probihal pro kazdou testovanou koncentraci v tripletu.

Po dokon&eni méfeni standardu a ovéfeni, zda roztok Zn** vykazuje pozadovanou

toxicitu (zhasi bioluminiscenci), probéhlo méfeni s pfedem pfipravenym antibiotikem.
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Mikrozkumavka se zamrazenym zasobnim roztokem daného antibiotika (o koncentraci
1 gI'') byla rozpusténa pii pokojové teplotd. Do fady bylo vedle sebe nachystano
12 mikrozkumavek o objemu 2 ml. Pro jednotlivé antibiotikum byla zvolena nejvyssi
testovana koncentrace 100 mg.I"'; fedici fada obsahovala 9 zkumavek s testovanou latkou
(fedéni antibiotika vychazelo ze zékladniho roztoku o koncentraci 400 mg.l"") a k ni taktéz

nalezely 3 blanky (demineralizovand voda).

Do prvni mikrozkumavky bylo napipetovano mnozstvi 1200 pl 2% roztoku NaCl
a do zbylych mikrozkumavek pak 1500 pl. Do prvni zkumavky bylo piidano 800 ul
antibiotika o pfipravené koncentraci 1 g.I"'. Timto fedénim bylo dosaZeno pozadované
koncentrace 400 mg.l"! (zdkladni roztok). Po diikladném promichani na vortexu bylo
odebrano 500 pl roztoku a toto mnozstvi bylo pipetovano do dals$i mikrozkumavky. Zptisob
fedéni byl opakovan az do dosazeni koncentrace 0,0061 mg.l!, tak jako u standardu.
Koncentrace v mikrozkumavkach mély stejné hodnoty jako jsou uvedeny v tabulce 6 jen se

liily o piidanou koncentraci zékladniho roztoku, ¢ili 400 mg.1™.

U antibiotik rozpustnych ve vodé byl jako blank opét pouZzit 2% NaCl a destilovana
voda. Stejné, jako u méfeni se standardem, byly nachystany 3 fady mikrozkumavek
0 objemu 1,5 ml a do nich bylo napipetovano 50 ul 100x fedéné suspenze bakterialni kultury.
Luminiscence byla opét zaznamendna v ¢ase 0. Nasledné bylo do zkumavky se suspenzi
ptidano 450 pl roztoku z koncentrani fady a byl stopovan ¢as 15 minut. Takto byla
napipetovana celd tfada. V Casech 15 a 30 minut byla opét zaznamenavdna hodnota
luminiscence u kazdé z mikrozkumavek. Testovani s antibiotiky probihalo opét ve tfech

opakovanich.

U antibiotik, kterd vyzadovala jiné rozpoustédlo, néz destilovanou vodu bylo nutno
upravit pH. Blanky k témto antibiotikim byly sestaveny podle roztoku, ve kterém se
antibiotikum rozpustilo a taktéz prob¢hla tiprava pH na hodnoty mezi 6 — 8,5 (ISO 11348).

Vsechna antibiotika byla métfena postupné s bakterialni kulturou stejného data.

Hodnoty luminiscence byly zapisovany do programu MS Excel a nasledn¢ byly

vyhodnocovany.

U smési antibiotik sulfamethoxazolu a erythromycinu byl smichan pomér 1:1 odpipetovanim
400 pl od kazdého roztoku antibiotika do mikrozkumavky s mnozstvim 1200 pl 2% NaCl

a prob¢hlo fedéni obdobnym zplisobem jako u ostatnich antibiotik. Blank byl sestaven
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z 1500 ul 2% NaCl a dvakrat 250 ul upravenych roztokl s latkou, ve kterych byla dana

antibiotika rozpusténa.

Koncentraéni tada 1éc¢iva Tobrex byla pfipravena pifidanim 267 pl 1éCiva
do 1733 pl 2% NaCl, tak aby vysledna koncentrace byla opét 400 mg.l"!. Nasledng byl
opakovan stejny postup. Tobrex je 1éCivo, které neobsahuje pouze Cisté antibiotikum, ale
skladd se z fady aditiv a pomocnych latek, které by v tomto piipadé mely byt soucasti
blanku.

Kvili nedostupnosti téchto latek v laboratofi nebylo mozné realizovat pfesné sloZeni
roztoku, a proto byly blanky zjednoduSeny a doplnény demineralizovanou vodou. Schéma

na Obr. 12 znazoriiuje sestaveni experimentu.

Obr. 12 Znazornéni sestaveného experimentu (zdroj: viastni)

4.3 Zpracovani a vyhodnoceni dat

Zpracovani a vyhodnocovani dat probihalo v MS Excel.

Béhem méteni byly zaznamenany hodnoty luminiscence v ¢asech 0, 15 a 30 minut;
jak pro testované koncentrace antibiotik, tak pro blank. Kazdy vzorek byl méfen ve tfech

opakovanich.
Nejprve byly z primérnych hodnot luminiscenci blankll vypocitany korek¢ni faktory
CF15 a CF30, podle vztaht (1) a (2). Kde Loo je primérna luminiscence blanki v ¢ase 0 a Lois

(Lo3o) je prumérna luminiscence blankt v ¢ase 15 (30) minut.

L
CF5 = ﬁ (1)
— Lo
CF30 = (2)

Lo3zo
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Pomoci korekéniho faktoru byla nasledné spocitana pro kazdou hodnotu luminiscence
testovaného vzorku v daném case (15 a 30 minut) korigovana hodnota luminiscence Lcorr
podle vztahu (3) a (4). Kde CFi5 (CF30) je korekéni faktor a Lis (L3o) je hodnota luminiscence

z kazdé koncentrace v ¢ase 15 (30) minut.
Liscorr = CFis5 Lys 3)
L3ocorr = CF3q * L3g (4)
Timto piepoctem byl odstranén vliv piirozeného ubytku luminiscence v priabéhu
meéfeni, a také vliv fedéni.
Pro kazdé fedéni v koncentracni fadé v obou ¢asech byla vypocitana podle vztahu (5)

a (6) procenta inhibice, kde Lo je luminiscence v ¢ase 0 u kazdé koncentrace a Liscorr

(L3ocorr) je korigovana hodnota luminiscence v ¢ase 15 (30) minut od kazdé koncentrace.

I [%] — (LO_Llsiorr)'loo (5)
0

1 [%] — (LO_LSO:orr)'loo (6)
0

Vypoctené hodnoty inhibici byly zprimérovany (rovnéz byly vypocéteny smérodatné
odchylky méfeni) a nasledné byly sestaveny zavislosti log(c), bud’ testovaného antibiotika

nebo ,,standardniho jedu®, na inhibici [%] v dany ¢as (15 a 30 min).

Kwvli ptidani 50 pl suspenze bakteridlni kultury doslo v mikrozkumavkach ke zredéni
puvodné piipravené koncentra¢ni fady antibiotika nebo ,standardniho jedu® (ZnSOg).
Piepoctené hodnoty (tj. findlni koncentrace testované latky v reakéni smési) jsou uvedené

v tabulce 7.

Tabulka 7 Hodnoty realnych koncentraci testované latky v reak¢ni smési

poradi koncentrace poradi koncentrace
mikrozkumavek [mg.I'"] mikrozkumavek [mg.l]
1 360 6 0,352
2 90 7 0,088
3 22,5 8 0,022
4 5,625 9 0,0055
5 1,406

Pokud testovand latka nevykazovala zndmky inhibice prob&hlo piepocitani

na procenta bioluminiscence; vztaZzeno k blanku, ktery by mél vykazovat 0 % inhibice ¢ili
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100 % bioluminiscence. Z naméienych dat (vzdy pro dany c¢as a danou koncentraci) byla
podle vzorce (7) a (8) spocitana bioluminiscence, kde Lis (L3o) je hodnota luminiscence
od kazdé koncentrace v ¢ase 15 (30) minut a Lois (Lo3o) je pramér blanka v case 15 (30)

minut.

B; [%] = 2 100 (7)

015

B; [%] = 2% 100 (8)

030

Vysledné hodnoty byly zprimérovany a byly vypocteny smérodatné odchylky. Nasledné
byly sestaveny zavislosti log(c) testovaného antibiotika na bioluminiscenci (B [%]).
V piipadé vice tad testovanych latek v jednom grafu, byly hodnoty na ose x posunuty

0 hodnotu 0,1 kvuli vétsi prehlednosti.

Pokud testovana latka vykazovala inhibi¢ni ti¢inek bylo stanoveni znovu zopakovano;
naméiend data byla nésledn¢ vyhodnocena v programu MATLAB pomoci metody fitu

sigmoidalni funkce na CVUT v Praze.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Na luminiscen¢ni bakterii Photobacterium phosphoreum CCM 3421 byly testovany
potencialni toxické/inhibi¢ni Gc¢inky testovanych antibiotik, kterymi byly jak antibiotika
bakteriostaticka (tetracyklin, sulfamethoxazol, erythromycin, chloramfenikol a mupirocin),
tak baktericidni (spectinomycin, streptomycin, polymyxin B, vankomycin, ampicilin, nisin,
nystatin a kanymycin). Jednalo se o testy akutni toxicity, kdy byl sledovan vliv testovanych
latek na inhibici luminiscence. Méfeni probihalo v ¢asech 15 a 30 minut. Jako pozitivni
kontrola (,,standardni jed”) byl pouzit ZnSO4. Bylo také testovano 1é¢ivo Tobrex (o¢ni
kapky), které byva casto predepisovano détem napi. v piipadé zanétu spojivek. U dvou
nejcastéji nachdzenych 1é€iv v povrchovych vodach (sulfamethoxazol a erythromycin [80])

byla otestovédna ptipadné potenciace ucinku.

Na nésledujicich grafech v jednotlivych podkapitolach je zndzornén vliv testovanych latek
na bioluminiscenci bakterie Photobacterium phosphoreum. Vysledek je vyjadieny
jako procentudlni inhibice vynesena v grafu v zavislosti na koncentraci latky (logaritmicky
prevedend koncentrace). Hodnoty inhibice jsou doplnény o smérodatné odchylky. V grafech

jsou hodnoty z méfeni v ¢ase 15 minut, grafy v ¢ase 30 minut jsou uvedeny v piiloze 1.

5.1 Testovani toxicity — ,,standardni jed* (ZnSOy)

Pro ovéfeni funk¢nosti testu byl pouZit roztok siranu zine¢natého (ZnSOs), ktery je v testech
toxicity na bakteriich bézné pouzivan jako pozitivni kontrola (,standardni jed*) (ISO
11348). Z grafu na Obr. 13 je patrné, Ze s rostouci koncentraci Zn** ionti dochazi k inhibici
luminiscence. Z inhibi¢ni kfivky (MATLAB) byla odectena hodnota ICso,
tedy koncentrace, pfi niZ je inhibovano 50 % testovanych bakterii (viz Ptiloha II a III).
Hodnota ICso byla pro ZnSOs stanovena jako 0,3 mg.l™!. Tato hodnota je v porovnani
s hodnotami uvadénych ve studii, ve které vSak autofi testovali toxicitu ZnSO4 na bakterii
Aliivibrio fischeri [74] nizsi (3 — 10 mg.I'"), coz miize poukazovat na vys3i citlivost bakterie

P. phosphoreum.
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Obr. 13 Graf zavislosti koncentrace Zn>" na inhibici bioluminiscence testovaného systému,
¢as 15 min (zdroj: viastni)

V niz8ich koncentracich testované latky lze pozorovat hormeticky Uc¢inek, kdy nedochéazi
k inhibici, ale naopak se intenzita bioluminiscence zvySuje (testovana latka pulisobi
na bakterie evidentné ,stimula¢né®). Tyto vysledky meéteni odpovidaji ocekavanym
vysledkiim. Z tohoto vyplyva sprdvné nastaveni a funkcnost testu. Pozitivni kontrola
tak slouzi jako kontrola toho, Ze testované mikroorganismy jsou v dobré/pfijatelné kondici,
a ze pokud ziskdme za danych podminek vysledek negativni (I [%] blizici se nule), nema
neznama testovana latka (v naSem piipad¢ rGznad antibiotika) na testovany systém

potencialni toxicky ucinek.

5.2 Testovani toxicity vybranych antibiotik

Pti urCovani toxicity neznamého vzorku (neznamé latky) je doporuCovana sekvence
nasledujicich testi:

a) [limitni test — je to pfedb&zny test, jehoz cilem je zjistit, zda testovana latka vykazuje

S

toxické ucinky na testované organismy;

b) overovaci test — ovétuje negativni vysledek predbézného testu ve vice paralelnich
nasazenich; v ptipadé, Ze je odpoveéd testovaného systému niz$i nez 50 %
(ve srovnani s kontrolou), je tato skute¢nost zaznamenana a dal$i testovani jiz neni

provadéno;
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c) orientaéni test — jehoz cilem je urcit rozmezi, ve kterém lze ocekévat hodnotu ECso

(ICs0) testované latky;
d) zakladni test — ur¢eni hodnoty ECso (ICs0) testované latky [75].

V tomto piipadé bylo pii testovani toxicity vybranych antibiotik na bakterii P. phosphoreum
postupovéno tak, Ze nejprve byla testovana vSechna antibiotika v koncentraci 100 mg.1™!.

Podle vysledku tohoto (limitniho) testu byla antibiotika rozdé¢lena do tii skupin:

1. Antibiotika neinhibujici bioluminiscenci (v nejvyssi testované koncentraci

100 mg.1™);

2. Antibiotika inhibujici bioluminiscenci okolo 50 % (v nejvyssi testované

koncentraci 100 mg.1™");

3. Antibiotika inhibujici bioluminiscenci okolo 100 % (v nejvyssi testované

koncentraci 100 mg.1").

Ve vsech ptipadech (u vSech antibiotik) bylo, zejména z ¢asovych diivodi, dale postupovano
tak, ze byl testovan vliv celé koncentracni fady antibiotika (tj. od 0,0061 do 100 (popft. 400)
mg.l!) na bioluminiscenci testovanych bakterii. Naméfend data byla zaznamenana

a vysledky zpracovany formou grafi.

Vzhledem k tomu, Ze literatura je zaméfena piedevSim na bakterii Aliivibrio fischeri byly

hodnoty porovnavany s dostupnymi vysledky prave z téchto studii.
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5.2.1 Antibiotika neinhibujici bioluminiscenci

Na Obr. 14 je zndzornén vliv tii rdznych antibiotik — nystatinu, cykloheximidu
a erythromycinu. Z grafu vyplyva, ze testovana antibiotika neméla v testovanych

koncentracich n¢jak vyznamny toxicky ucinek na bakterii P. phosphoreum.
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Obr. 14 Graf inhibice bioluminiscence pro nystatin, cykloheximid a erythromycin,
¢as 15 minut (zdroj: viastni)
V testovanych koncentracich byla zaznamendna inhibice bioluminiscence ~10 %.
Cykloheximid a erythromycin vykazovaly podobné ucinky. V nizSich koncentracich
u cykloheximidu doslo k minimalnimu nariistu bioluminiscence, coZ by spiSe odpovidalo
mozné stimulaci bakterii nez inhibici. U nystatinu doSlo k mirnému rozptylu hodnot,
coz mohlo byt zplisobeno ptirozenou variabilitou testu, ponévadz dochazi k méfeni s zivym,
tudiz ménicim se systémem. Zadna z téchto tii latek nevykazovala akutni toxicky uéinek

behem doby expozice 15 minut (a ani 30 minut, viz Ptiloha I).

V dostupné odborné literatufe se konkrétni studie hodnotici vliv nystatinu a cykloheximidu
na bioluminescenci Aliivibrio fischeri nevyskytuji, nebo jen velmi omezené. V porovnani
s ¢lankem [76], ve kterém byl erythromycin testovan obdobnym zptsobem, taktéz nedoslo
k inhibici a latka byla oznacena za netoxickou. Stanovena hodnota ECso pro erythromycin
ve studii byla >100 mg.1"". Na konferenci Vitatox v roce 2023 byl odprezentovan vystup
ohledné vyskytu 1é¢iv v odpadnich vodach a potencidlnim dopadu na vody pitné. V pitnych

vodich za rok 2022 v Ceské republice byl vyskyt erythromycinu o koncentraci
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0,025 - 0,035 pg.I'! [77]. 1 toto zjisténi poukazuje na dileZitost znalosti potencialnich
ekotoxickych ucinkl antibiotik.
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Obr. 15 Graf inhibice bioluminiscence pro streptomycin, spectinomycin a chloramfenikol,
¢as 15 minut (zdroj: vlastni)

V grafuna Obr. 15 jsou zndzornény ucinky antibiotik streptomycinu, spectinomycinu
a chloramfenikolu. Ve viech piipadech byla v nejvyssi koncentraci 100 mg.1"! zaznamenéna
nulova inhibice. Spectinomycin vykazoval mirny rozptyl hodnot, ten mohl byt zpisoben
disledkem metabolické aktivity bakterii a celkovou reakcei na tuto latku. U strepromycinu
a chloramfenikolu jsou vysledky velmi podobné. Chloramfenikol svym mechanismem
ucinku blokuje proteosyntétu, tudiZz se inhibice v dané dobé& expozice nemusela projevit.
Ackoli je streptomycin antibiotikum s bakteriostatickym U¢inkem proti gramnegativnim
bakteriim, bakterie P. phosphoreum na néj nereagovala zddnou zménou bioluminiscence.
Z vysledkii méteni vyplyva, ze antibiotika streptomycin, spectinomycin a chloramfenikol

nevykazuji méfitelny akutni toxicky ucinek na bakterii P. phosphoreum.

V dostupnych studiich byla hodnota ECso i po 30 minutach pro chloramfenikol 4000 mg.I"!
[78], coz naznacuje velmi nizkou akutni toxicitu této latky vici bakterii Aliivibrio fischeri.
Pro streptomycin byl sledovany parametr ECso v ¢ase 30 minut vyhodnocen jako bez t¢inku
testované latky [78]. Naméfena data se tedy s témito vysledky shoduji. To vSak nevylucuje

pfipadnou toxicitu pro jiné vodni organismy.

U spectinomycinu v dostupnych odbornych zdrojich nebyla dohleddna informace

o interakci mezi touto latkou a bakterii Aliivibrio fischeri.
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V grafu na Obr. 16 jsou zaznacena data pro nisin a vankomycin. U téchto antibiotik

taktéz nebyla prokazéana akutni toxicita.

U vankomycinu v literatufe [79] byla v testu akutni toxicity vyloucena toxicita dané
latky. Nisin je bakteriocin, ktery ptisobi zejména na grampozitivni bakterie. Testovana
bakterie P. phosphoreum patii mezi bakterie gramnegativni, ¢imz by se mohl vysvétlit
negativni (netoxicky) uc€inek nisinu na tuto bakterii. Nisin je schvélen jako netoxické latka

[80], a to se 1 potvrdilo.
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Obr. 16 Graf inhibice bioluminiscence pro nisin a vankomycin,
¢as 15 minut (zdroj: viastni)

5.2.2 Antibiotika inhibujici bioluminiscenci okolo 50 %

V grafu na Obr. 17 je znazornéna inhibice bioluminiscence testovanymi antibiotiky,
tetracyklinem a  sulfamethoxazolem. NejvyraznéjSi inhibice byla naméfena
u sulfamethoxazolu, kde byla u nejvyssi testované koncentrace 100 mg.1"! zjisténa inhibice

55 %.

Ve studii [79] popisuji jeji autofi inhibi¢ni vliv tetracyklinu, kdy stanovili ECso v Case
15 minut na 17,58 mg.1"! a v ¢ase 30 min 6,4 mg.1"\. To ukazuje na postupné se projevujici
toxicky ucinek. Vysledky naSich experimenti ukazuji, ze tetracyklin v Case 15 minut
vykazoval v nejvyssi testované koncentraci inhibici okolo 20 %, v ¢ase 30 minut vSak doslo
k nariistu inhibice na 72 % (viz Obr. 26 v pfiloze I). Postupna toxicita se tedy potvrdila
1 vnaSem piipadé. Mozné odchylky vysledkii naseho testovani mohou byt zplisobeny

celkovou variabilitou testu pii pouzivani zivého systému, nebo také citlivosti konkrétni Sarze
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pouzité bakteridlni suspenze. V dal§im literarnim zdroji byla toxicita tetracyklinu testovana
spole¢né s tézkymi kovy, kvuli jeho schopnosti tvotit komplexy [80]. To znaci, Ze v praxi
by v zivotnim prostfedi mohlo dochéazet k vyssi toxicit¢ na vodni spoleCenstva kvuli

kombinovanému ucinku latek v readlnych podminkéch.
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Obr. 17 Graf inhibice bioluminiscence pro tetracyklin a sulfamethoxazol, ¢as 15 minut
(zdroj: vlastni)

Sulfamethoxazol je antibiotikum ze skupiny sulfonamidi s bakteriostatickym uc¢inkem.
Pti testu akutni toxicity vykazoval 55% inhibici v ¢ase 15 minut. Tato latka patii
k vyznamnym lé€iviim vyskytujicim se v Zivotnim prostiedi. Jedna se o antibiotikum, které
jeiv Ceské republice nachazené v odpadnich vodach a odpadnich vodach ze zdravotnickych
zatizeni [77]. V Evropé toto antibiotikum i celd skupina sulfonamidi patii k nejrizikovéjSim
antimikrobnim latkdm v Zivotnim prostiedi [81]. Ve studii [82] jsou shrnuty poznatky z vice
studii, které¢ se neshoduji ve svych zavérech. Uvadi, ze sulfamethoxazol v né€kterych

ptipadech toxicitu v ¢ase 30 minut vykazoval v jinych piipadech se toxicky neprojevoval.

5.2.3 Antibiotika inhibujici bioluminiscenci okolo 100 %

V grafu na Obr. 18 je zndzornén ucinek polymyxinu B. ProtoZe se inhibice pii nejvyssi
testované koncentraci tohoto antibiotika (100 mg.I') blizila 100 %, byla testovana
koncentraéni fada doplnéna o dalii testovany roztok o koncentraci 400 mg.I"' (z divodu

vykresleni inhibi¢ni kfivky, a pak nasledného vyhodnoceni ICso).

Polymyxin B cili proti gramnegativnim bakteriim, takZe potencidlni toxicky ucinek se dal

u gramnegativni bakterie P. phosphoreum ocekavat. 1 presto, ze je toto antibiotikum
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vyuzivano jako posledni obrannd moZznost proti multirezistentnim gramnegativnim
bakteriim [37], ¢im dal vice dochazi k vyskytu genii rezistence u riznych mikroorganismt
[83]

Polymyxin B vykazoval inhibici 87 % v koncentraci 100 mg.I'. Hodnota ICso
pro polymyxin B byla stanovena jako 17,9 mg.1"! (viz Obr. 33 v Ptiloze II). Vyznamny
inhibi¢ni vliv této latky na bakterii 4. fischeri pozorovali autofi studie [84] kdy stanovili
hodnotu ICso = 0,63 mg.l"!. Tyto hodnoty se od sebe vyrazné lisi. Tento rozdil mize byt
pravdépodobné zplisobem rozdilnou citlivosti jednotlivych kment (P. phosphoreum

vs. A. fischeri) k testovanému antibiotiku.
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Obr. 18 Graf zavislosti koncentrace polymyxinu B na inhibici bioluminiscence testovaného
systému, ¢as 15 min (zdroj: viastni)

r rwe

5.3 Hormetické ucinky antibiotik

U antibiotik, u kterych nebyl pozorovan inhibi¢ni G¢inek, bylo naopak z grafli patrné,
ze pii niz§ich koncentracich testované latky dochéazi k narastu bioluminiscence v testovaném
systému. Z téchto divoda byl ve vybranych piipadech sledovéan nikoliv inhibi¢ni ucinek,
ale naopak nariist bioluminiscence ve srovnani s blankem (kontrolou), v némz Zadné

testované antibiotikum pfitomno nebylo.

V grafu na Obr. 19 je zndzornéna zavislost bioluminiscence na koncentraci testovanych

antibiotik, konkrétné mupirocinu, ampicilinu a kanamycinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Mupirocin pii nizSich koncentracich nevykazoval zadny inhibi¢ni €inek, nybrz byl
pozorovan narlst bioluminiscence o 40 — 80 %. Doslo tedy k hormetickému efektu,
kdy urcité koncentrace nckterych latek nevedou k bunécné smrti nebo k zastaveni ristu,
ale stimuluji metabolismus bakterie, a to se muze v naSem piipadé projevit zvySenou

produkci svétla.

U ampicilinu doslo k mirnému zvySeni bioluminiscence zhruba o 20 %. V literatufe
je uvadéno, ze Aliivibrio fischeri je na ampicilin rezistentni [85]. Na§ experiment ukazal,
ze ampicilin neni toxicky ani pro P. phosphoreum, nami testovanou bakterii. Naopak,

pritomnost tohoto antibiotika poukazuje na mirn¢ hormeticky ucinek.

U kanamycinu byl zaznamenany vyrazny nariist bioluminiscence. Nejvyssi zaznamenana
hodnota bioluminiscence byla cca 170 % v 15 minutach, 190 % pak v 30 minutich

(viz Obr. 28 v pftiloze I).
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Obr. 19 Graf bioluminiscence pro mupirocin, ampicilin a kanamycin, ¢as 15 minut
(zdroj: vlastni)

V dostupné literatufe nejsou informace o interakci mupirocinu s bakterii Aliivibro fischeri.
Vzhledem k vyskytu tohoto antibiotika v Zivotnim prostiedi je sledovanym problémem spise

rezistence bakterii na toto antibiotikum [86], nez potencialni toxicita antibiotika.

Kanamycin je celosvétoveé hojné pouzivan jako veterinarni 1é¢ivo, které je ve vodé Spatné
hydrolyzovano. Dostupna literatura uvadi, Ze pii testovani akutni toxicity kanamycinu byla
vypoétena v ¢ase 15 minut hodnota ICso jako 5,11 g.I'' [87]. Autoii vyse uvedené studie

stanovily ICso v koncentraci cca 50x vys$si, nez byla ndmi testovana koncentrace. Vzhledem
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k tomu, Ze ndmi nejvy$si testovana koncentrace kanamycinu 100 mg.1"! nevykazovala z4dné
inhibi¢ni/toxické ucinky, nebylo naSim cilem dale u tohoto antibiotika hodnotu ICso

stanovovat.

5.4 Testovani mozné potenciace ucinki dvou antibiotik ve smési

V experimentalni Casti této bakalarské prace byl testovan i vliv smési dvou antibiotik
na testované luminiskujici bakterie. Vybranymi antibiotiky byly erythromycin
a sulfamethoxazol. Diivodem tohoto vybéru byla skute¢nost, Ze se jedna o antibiotika, ktera
jsou nejcastéji nachézena v odpadnich vodach [80], a také to Ze byly dostupné v nasi

laboratofi.

V piipad€ dvou toxikantli ve smési mlze nastat né€kolik modelovych piipadl toxického
piisobeni. U¢inky mohou byt shodné (kategorie plisobeni aditivni, kumulativni, synergické

¢i potenciovani), neutralni (indiferentni) nebo opacné/inhibi¢ni (antagonismus) [56].

Kdyz byla testovana jednotlivd antibiotika v nejvyss§i testované koncentraci 100 mg.I™!,
vykazoval erythromycin na testované bakterie inhibici bioluminiscence 0 % (viz Obr. 14)
a sufomethoxazol 55 % (viz Obr. 17). V ptipad¢, ze byla tato antibiotika testovana ve smési,
v poméru 1:1 (ob& v koncentraci 100 mg.l'"), objevil se ,zajimavy* vysledek. Nedoslo
k potenciaci (tedy zvySeni toxického ucinku latky /sulfamethoxazolu v nasem ptipad¢/, ktera
je ve smési s latkou, ktera nema Zadny toxicky/inhibi¢ni ucinek /erythromycin v nasem
ptipad¢/), ale naopak kantagonismu. DoSlo k zeslabeni toxického pulisobeni
sulfamethoxazolu na Phobacterium phosphoreum. Inhibice luminiscence v tomto pfipadé
dosahla pouhych 17 % (viz Obr. 20). Dostupna literatura neposkytuje informace o kombinaci
téchto antibiotik na luminiscencni bakterie, coZ mizZe byt do budoucna podnétem pro dalsi

testovani.
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Obr. 20 Graf zavislosti koncentrace smési dvou antibiotik na inhibici bioluminiscence
testovaného systému, ¢as 15 min (zdroj: viastni)

5.5 Testovani toxicity antibiotickych o¢nich kapek (Tobrex)

Pro experiment se podafilo ziskat antibiotické ocni kapky Tobrex, které jsou pouzivany

k 1é¢bé zevnich bakteridlnich infekei o¢i a ptilehlych tkani u dospélych a déti od 1 roku [88].

Roztok je slozen z nasledujicich pomocnych latek: benzalkonium-chlorid, kyselina borita,
siran sodny, chlorid sodny, tyloxapol, hydroxid sodny a/nebo kyselina sirova (k apravé pH),
¢iSténa voda. Antibiotickou sloZkou u ocnich kapek je baktericidni tobramycin, ktery patii
do skupiny aminoglykosidovych antibiotik a jeho mechanismus uc¢inku je blokovani

proteosyntézy [88].

P¥i nejvyssi testované koncentraci tobramycinu (100 mg.I") vykazovaly tyto kapky
témet 100% inhibici bioluminiscence u testovanych bakterii, viz Obr. 21. Test byl opakovan
a pro lepsi vykresleni a vyhodnoceni inhibi¢ni kiivky byla pfidana testovana koncentrace
400 mg.1"'. Z inhibi¢nich kiivek byla odeétena hodnota ICsp = 8,4 mg.1"! v ¢ase 15 minut.
Protoze tyto o¢ni kapky obsahuji vedle antibiotika 1 fadu aditiv (uvedenych vyse) a nebyl
pouzit odpovidajici blank (pouze demineralizovana voda), neni mozné ptesné urcit,
zda inhibicni vliv mélo samotné antibiotikum (tobramycin) nebo ptipadnd aditiva,

jako napf. surfaktant tyloxapol [89].
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Obr. 21 Graf zavislosti koncentrace 1é¢iva Tobrex na inhibici bioluminiscence testovaného

systému, ¢as 15 min (zdroj: viastni)
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6 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo zhodnotit vliv z hlediska akutni toxicity ¢trnacti vybranych
antibiotik (ampicilinu, cykloheximidu, erythromycinu, chloramfenikolu, kanamycinu,
mupirocinu, nisinu, nystatinu, polymyxinu B, spectinomycinu, streptomycinu,
sulfamethoxazolu, tetracyklinu a vankomycinu), smési dvou antibiotik (sulfamethoxazolu

a erythromycinu, v poméru 1:1) a Ilé¢iva Tobrex na bioluminiscenci bakterie

Photobacterium phosphoreum CCM 3421.
Vysledky jsou nasledujici:

o Byla prokazana akutni toxicita polymyxinu B na testovany kmen P. phosphoreum;

stanovena hodnota ICso byla 17,9 mg.1"! (pro 15 minut) a 36,3 mg.1"! (pro 30 min).

o Sulfamethoxazol (v testované koncentraci 100 mg.I") inhiboval po 15 minutich
bioluminiscenci okolo 55 %; tetracyklin (100 mgl') vykazoval inhibici

po 15 minutach 20 %, avsak po 30 minutach jiz 72 %.

o Osm z celkového poctu Etrnécti testovanych antibiotik nevykazovalo k testovanému

systému vyznamné inhibi¢ni u€inky (inhibice bioluminiscence mezi 0 — 10 %).

o Vyznamny hormeticky Uc¢inek (nariist bioluminiscence piti nizSich koncentracich
testované latky) byl pozorovan u dvou antibiotik, mupirocinu a kanamycinu. U téchto
dvou antibiotik bylo pozorovdno zvyseni bioluminiscence az o 70 %. NiZ8i narast
biolomuniscence byl pak pozorovan u ampicilinu, kde bioluminiscence vzrostla

nejvyse o 20 %.

o Vpfipadé smési antibiotik sulfamethoxazolu (inhibi¢ni ucinek ~55 %)
a erythromycinu (inhibi¢ni G¢inek 0 %) v poméru 1:1 doSlo k antagonickému

pusobeni a vysledna inhibice bioluminiscence dosahla v 15 minutach 17 %.

o U antibiotickych o¢nich kapek Tobrex byla ziskdna hodnota ICso 8,4 mg.I"! v Case
15 minut a 6,1 mgl' v ¢ase 30 minut. V tomto piipadé by bylo potieba dalsi
testovani k bliZz§imu urceni, zda inhibi¢ni vliv ma v kapkach obsaZené antibiotikum

nebo pfitomna aditiva.
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Obr. 22 Graf z4vislosti koncentrace Zn>" na inhibici bioluminiscence testovaného systému,
¢as 30 min (zdroj: viastni)
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Obr. 23 Graf inhibice bioluminiscence pro nystatin, cykloheximid a erythromycin,
¢as 30 minut (zdroj: vlastni)
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Obr. 24 Graf inhibice bioluminiscence pro streptomycin, spectinomycin a chloramfenikol,
¢as 30 minut (zdroj: viastni)
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Obr. 25 Graf inhibice bioluminiscence pro nisin a vankomycin, ¢as 30 minut
(zdroj: viastni)
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Obr. 26 Graf inhibice bioluminiscence pro tetracyklin a sulfamethoxazol, ¢as 30 minut
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Obr. 27 Graf zavislosti koncentrace polymyxinu B na inhibici bioluminiscence testovaného

systému, ¢as 30 min (zdroj: viastni)
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Obr. 28 Graf bioluminiscence pro mupirocin, ampicilin a kanamycin, ¢as 30 minut (zdroj:
viastni)
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Obr. 29 Graf zavislosti koncentrace smeési antibiotik na inhibici bioluminiscence
testovaného systému, ¢as 30 min (zdroj: viastni)
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Obr. 30 Graf zavislosti koncentrace 1é¢iva Tobrex na inhibici bioluminiscence testovaného
systému, ¢as 30 minut (zdroj: viastni)
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Obr. 32 Graf zavislosti koncentrace Zn*' na inhibici
bioluminiscence, ¢as 15 minut (MATLAB)
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Obr. 31 Graf zavislosti koncentrace 1é¢iva Tobrex na inhibici
bioluminiscence, ¢as 15 minut (MATLAB)
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Obr. 34 Graf zavislosti koncentrace Zn*" na inhibici
bioluminiscence, ¢as 30 minut (MATLAB)
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Obr. 35 Graf zavislosti koncentrace 1é¢iva Tobrex na inhibici
bioluminiscence, ¢as 30 minut (MATLAB)
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