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Diserta¢ni prace Mgr. Markéty Benkové shrnuje vysledky in vitro testovani antimikrobni
aktivity nové syntetizovanych latek na bazi kvarternich amoniovych soli (KAS). Vzhledem
k soucasné situaci, kdy dochazi k vyraznému rozvoji rezistence u fady klinicky vyznamnych
mikrobl nejen vaci antimikrobnim [€ktim, ale i dezinfekénim prostiedkim, je hledani novych
ucinnych dezinfekénich latek vysoce aktualni téma.

Stanovené cile prace
1. zavést vhodnou metodu ke sledovani antimikrobni aktivity in vitro,
2. otestovat antimikrobni ¢inek nové syntetizovanych latek na bazi KAS viici klinickym
kmentim bakterii a hub,
3. ovéfeni jejich cytotoxicity vici savéim buiikam a ekotoxicity a
4. vytvoreni a otestovani vhodnych smési z testovanych latek s Sirokym spektrem G¢inku
odpovidaji schvalenému zadani disertacni prace.

K testovani G¢innosti 18 fad nové syntetizovanych sloucenin na bazi KAS s rizné
dlouhymi alkylovymi fetézci s 12, 14 a 16 C autorka vhodné zvolila standardni kvantitativni
mikrodiluéni bujénovou metodu dle normy CLSI a wvysledky porovnala s aktivitou
benzalkoniovych soli se stejn¢ dlouhymi alkylovymi fetézci, které jsou aktivni slozkou
komeréniho ptipravku Ajatin. Celkem bylo testovano 55 sloucenin vi€i 3 druhtim G+ a 7 druhtim
G- bakterii. Byly pouzity klinicke izolaty druh s riiznym stupném rezistence k ATB a 1 sbirkovy
kmen. Antifungalni aktivita vic¢i 4 druhtim kvasinek a 4 druhtim vldknitych hub byla testovana
béhem staze na zahrani¢nim pracovisti jamkovou agarovou metodou. U v§ech testovanych latek
byla rovnéz stanovena cytotoxicita vici savéim bufikdm na TK ovaridlnich bunék kiecika
¢inského. Na zakladé vyhodnoceni G¢innosti jednotlivych analogii KAS viéi jednotlivym druhim
bakterii a hub vybrala autorka kandidatni latky vhodné pro dal$i pouziti a otestovala i jejich
ekotoxicitu s pouzitim zelené sladkovodni fasy.

Na zéklad¢ analyzy 16 kandidatnich analogli KAS s nejvy33i antimikrobni aktivitou pak
autorka vybrala 7 nejvhodnéjsich sloucenin, z nichZ vytvoftila 4 smési pokryvajici celé spektrum
testovanych patogen(i. Kromé vyhodnoceni G¢inku na aerobni bakterie a houby, vzala v potaz i



ucinek vic¢i anaerobiim a obalenému viru, tyto informace ziskala od spoluautori spole¢ného
vyzkumného projektu, coz je v praci fadné uvedeno. Pfi vybéru byla zohlednéna i cytotoxicita
latek. Tyto smési pak byly in vitro testovany ve 2 pracovnich koncentracich (1% a 0,1% vodny
roztok) spolu s odpovidajicimi koncentracemi Ajatinu a kontrolou vii¢i vybranym patogenim — 2
druhiim rezistentnich G+ bakterii (MRSA + VRE), 2 druhtim rezistentnich G- bakterii (ESBL+
K. pneumoniae a MDR P. aeruginosa), 2 kvasinkam (C. krusei a C. neoformans), 2 anaerobtim
(C. difficile a A. fumigatus) a viru VZV. Dale byl u téchto smési proveden test kozni drazdivosti.
Bylo prokdzano, Zze navrzené smési jsou i v koncentraci 0,1% nejméné stejné dobie Géinné vidi
testovanym mikroorganismiim jako Ajatin, v ptipad¢ VZV byla G¢innost nékterych smési i vyssi,
1 kdyZ nedosahla G¢innosti pozadované pro virucidni prostiedky. U tii smési byl vysledek testu
kozni drazdivost podstatné lep$i nez u Ajatinu.

Na zakladé wysledklii ucéinnosti byla slou¢enina s pracovnim oznalenim 17-Cj4
patentovana jako dezinfekéni prostiedek a smés, kterd ji obsahuje, zapséana jako uzitny vzor.

Autorka zmifiuje i moZnost vyuZzit latky s vysokou toxicitou pro zelené fasy k jejich
likvidaci tam, kde jsou nechténé.

Lze tedy zkonstatovat, Ze autorka Gspé€Sné¢ splnila vSechny zadané cile a prokazala
schopnost samostatné védecké prace.

Predlozena disertaéni prace je peclivé zpracovand a vyhovuje formalnim pozadavkiim
stanovenym vnitinimi predpisy co se tyka rozsahu i fazeni jednotlivych ¢asti. V ¢asti vénované
vlastni experimentalni ¢&innosti autorka oproti obvykle samostatné uvadénym kapitolam
,»Vysledky* a ,,Diskuse” tyto sloucila do jedné kapitoly, coz vhledem k rozsahlosti experimentd
pfispélo dle mého minéni k prehlednosti hodnoceni vysledkl. Pouzité metodiky jsou podrobné
popsany a vysledky jsou vhodné shrnuty a zdokumentovany v 11 tabulkach a 14 obrdzcich, které
zahrnuji i grafy. Jako ptiloha je uvedeno 5 reprinti publikaci, které vznikly na zakladé fesené
tematiky. Jedna publikace je prvoautorska, zbytek jsou spoluautorské, viechny vysly
v impaktovanych Casopisech. Kromé téchto vlozenych publikaci je Mgr. M. Benkova autorkou a
spoluautorkou dalSich 5 publikaci v impaktovanych ¢asopisech, které vznikly v rdmci disertadni
prace a spoluautorkou 16 dalSich védeckych publikaci vzniklych mimo ramec diserta¢ni prace.

K praci mam nékolik drobnych ptipominek a dopliiujicich dotazii.

U tabulek s vysledky, které se vzhledem k svému rozsahu nevesly celé na jednu stranku,
bych doporucila pro lepsi orientaci ¢tenafe zopakovat hlavicku tabulky s popisy jednotlivych
sloupcti na kazdé dalsi strance.

Pii uvédéni MIC, MBC je vhodnéjsi misto aritmetického priméru z paralelnich stanoveni
uvést bud’ rozmezi zjisténych MIC, MBC nebo hodnotu pievazujici MIC, MBC.

V kap. 2.6 Testovani antimikrobialni aktivity je pouze uvedeno, ze metody jsou popsany
v piehledovém ¢lanku, $koda, Ze jej autorka nezatadila do piiloh.

U zminénych Ceskych technickych norem, podle nichZ byla stanovena baktericidni a
fungicidni aktivita smési, chybi cely nazev normy a nejsou uvedeny v prehledu pouzité literatury.



U pouzitych klinickych rezistentnich kmenl by bylo vhodné uvést, ke kterym
antibiotikiim/antimykotikiim byly rezistentni, je zndmo, Ze v nékterych piipadech existuje
souvislost mezi rezistenci k antimikrobnim latkdm a k ur¢itym dezinfekénim prostiedktim.

Dotazy:

l.

Pro¢ byly pro testovani antibakteridlni a antifungalni aktivity testovanych latek
zvoleny rGizné metody? Pozorovala jste né€jaky rozdil v reproducibilité stanoveni u
téchto 2 metod?

Pro¢ byla pfipravena pracovni suspenze patogent nékdy ve vodé a jindy ve
fyziologickém roztoku.

Pro¢ byly vychozi kultury bakterii pfi testovani samostatnych sloucenin a smési
kultivovany na rozdilnych agarovych ptdach?

Co Vas vedlo k zarazeni Y. bercovieri do testovani? Bylo ur€eno druhové zarazeni u
vankomycin rezistentniho enterokoka?

Jak si vysvétlujete G¢innost smési vici MDR psedomonade, kdyz jednotlivé slozky
nebyly u¢inné ani v nejvyssi pouzité koncentraci?

Zavérem mohu zkonstatovat, Ze predlozena disertacni prace spliiuje pozadavky na ni kladené a
doporucuji ji k obhajobé.
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