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Uvod

V 90. rokoch minulého storocia sa medzinarodne objavili
kmene Salmonella enterica subspecies Enterica sérovar Typ-
himurium definitivneho fagotypu 104 (S. Typhimurium
DT104) ako vyznamnd pricina potravou prenaSanych ocho-
reni Tudi. Kmene tohto fagového typu sa po prvy raz objavili
v Anglicku!, ale v nasledujicich rokoch sa izolovali tieZ
v dal8ich $titoch ako v Nemecku?, USA3, Kanade*, Talian-
sku?, Ceskej republike®, Rakisku’ a v Slovenskej republike®.

Kmene S. Typhimurium DT104 predstavuju klon, ktory
je charakteristicky svojou multirezistenciou voci antibioti-
kdm. Vicsina izoldtov sa vyznacuje pentarezistenciou voci
ampicilinu, chloramfenikolu, streptomycinu, sulfonamidom
a tetracyklinu a predstavuju rezistentny typ ACSSuT. Gény
kédujice rezistenciu si kédované chromozomalne na integ-
rénoch. Okrem charakteristickej pentarezistencie sa vysky-
tuju aj kmene so zniZenou alebo naopak zvySenou rezisten-
ciou, ale aj kmene citlivé voci antibiotikdm.

Biskvartérne amoéniové soli (BQAS) patria do skupiny
katiénovych povrchovo aktivnych zluc¢enin. BQAS sa zara-
duji k membranovo aktivnym zlicenindm viaZucich sa na
cytoplazmovi membranu a ovplyviiujicich metabolizmus
bunky®!!. V désledku ich povrchovej aktivity boli tispesne
pouZité na elimindciu plazmidov pKM101 a F’lac z kmetiov
S. Typhimurium a E. coli'?.

V ¢lanku referujeme o ucinku BQAS odvodenych od
kyseliny L-vinnej na rast, biosyntetické procesy (syntéza
nukleovych kyselin a proteinov) a na respiraciu buniek mul-
tirezistentného kmena S. Typhimurium DT104.

*koreSpondujuici autor
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Experimentalna cast
Bakteridlny kmen

Kmeii S. Typhimurium DT104 bol izolovany od pacienta
s gastroenteritidou a fagotyp bol identifikovany v Narod-
nom referen¢nom centre pre fagotypizdciu salmonel na
Ustave preventivnej a klinickej mediciny v Bratislave.
Kmein bol rezistentny voci ampicilinu, chloramfenikolu,
streptomycinu, sulfonamidu a tetracyklinu.

Studované zliceniny

Pouzili sa chromatograficky cisté biskvartérne amoni-
ové soli homologického radu N,N’-bis[2-(alkyldimetylamo-
nio)etyl]Jamidy kyseliny L-vinnej zosyntetizované doc. Lac-
kom na Farmaceutickej fakulte UK v Bratislave. Ich Struk-
tura je znazornend v schéme 1.

Ako kultivatné médium sa pouZilo minimélne synte-
tické médium'3 na pripravu bakteridlnych suspenzii na sta-
novenie antibakteridlnej aktivity, inkorporicie 4C-prekur-
ZOrov a respirécie.
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Schéma 1. Struktira $tudovanych zhi¢enin

Urcenie antibakteridlnej dc¢innosti

Bakteridlna suspenzia sa pripravila z inokula kmena
S. Typhimurium DT104 (Aggo = 0,8) inokulovanim 0,4 ml
do 6,5 ml syntetického kultivacného média v L—skdmav-
kach, ktoré sicasne sluzili ako kyvety na meranie absor-
bancie. Studované BQAS rozpustené a zriedené do poZado-
vanych koncentrécii v sterilnej destilovanej vode boli pri-
dané v mnozstve 0,1 ml. Kultivicia prebiehala za podmie-
nok intenzivnej aerdcie pri 37 °C, 24 h. Rast sa sledoval
spektrofotometricky pri 600 nm (Specol, Carl Zeiss, Jena,
Nemecko).

MIC sa urcila ako najniZSia koncentrécia latky, ktora in-
hibovala rast bakteridlnej kultiry. Hodnoty EDy, sa vypoci-
tali matematicko-grafickou metédou z rastovych kriviek po
8 h kultivicie. Hodnoty EDs, predstavuju koncentraciu
latky, ktora vyvolala 50% potlacenie rastu.

Inkorporicia !4C-prekurzorov

0,4 ml suspenzie bakteridlneho kmefa (A, = 1,0) sa
inokulovalo do 10 ml syntetického média a suspenzie sa in-
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kubovali za podmienok intenzivnej aeracie pri 37 °C do lo-
garitmickej fazy rastu (Ag,, = 0,8-1,0). Suspenzia sa roz-
delila do skiimaviek po 1 ml, ku ktorej sa pridalo 10 ul tes-
tovanej zliceniny v poZzadovanej koncentracii. Zmesi sa
predinkubovali 10 min za podmienok intenzivnej aerécie pri
37 °C. Do prvej série skimaviek, v ktorej sa zistovala inhi-
bicia syntézy nukleovych kyselin, sa pridalo 5 pl ['*CJade-
ninu a do druhej série skimaviek, kde sa sledovala inhibi-
cia syntézy protefnov, sa pridalo 10 pl ['*C]leucinu. Inku-
bacia s prekurzormi trvala 1 h pri 37 °C za podmienok in-
tenzivnej aerdcie. Obe série skiimaviek sa potom preniesli
na 30 min do ladového kupelu, pricom do kazdej skimavky
sa pridal 1 ml ladovej 10% kyseliny trichléroctovej. Po od-
stredeni sa precipitity premyli 1 ml ladovej 5% kyseliny tri-
chléroctovej. K precipitdtom sa po odstredeni a odstraneni
supernatantu pridalo 5 ml scintila¢nej kvapaliny a radioak-
tivita sa merala na scintilacnom pocitaci (Rack-Beta, LKB,
Svédsko).

Respiracia

Respiracia sa urcila polarograficky pouzitim Clarkove;j
elektrody na oxygrafe (Gilson Medical Electronics, Yellow
Springs, USA). Nocna kultdra Studovaného kmena v expo-
nencidlnej faze rastu (Ag,, = 0,8-1,0) sa scentrifugovala,
bunky sa premyli dvakrat TRIS — timivym roztokom (pH 7,4)
a koncentrovali sa na hustotu zodpovedajicu 80 mg suchej
vdhy na 1 ml. Do nadobky oxygrafu sa pipetovalo 1,5 ml
TRIS - tlmivého roztoku. Spotreba kysliku sa monitoro-
vala, ked systém dosiahol teplotu 37 °C. Suspenzia buniek
bola pridand za konStantného mieSania. Monitorovanie tr-
valo 10 min a linedrna Cast krivky sa pouZila na vypocet
rychlosti spotreby kysliku. Rychlost respiracie sa vyjadrila
v nanomoloch spotrebovaného kysliku za mindtu zodpove-
dajicu suchej vahe buniek.

Pri urovani exogénnej respirdcie sa pouZili nasledovné
substraty: glukdza, octan sodny, glycerol, jantaran sodny, glu-
tamat sodny, asparagin, 2-oxoglutarit sodny, pyruvat pripra-
vené ako 0,2 M roztoky v TRIS — tlmivom roztoku (pH 7.4).

Vysledky a diskusia

Kvartérne amoniové soli (QAS) predstavuji farmaceu-
ticky vyznamnu skupinu zlicenin s povrchovo aktivnymi,
solubilizaénymi a antimikrobnymi vlastnostami. ViaZu sa
na cytoplazmovi membranu buniek, ktoré tymto spdsobom
poskodzuju, a pritom zasahuji do metabolickych procesov
buniek. Je zname, Ze biskvartérne amoéniové soli (BQAS) st
G¢innejiie na gramnegativne baktérie!, aviak v praxi sa
uplatiiuji prevazne zluceniny s relativne jednoduchou $t-
ruktirou!?,

Studované BQAS predstavuju derivéty kyseliny L-vin-
nej s roznou dizkou alkylového refazca. Ich antibakterialna
aktivita na testovany multirezistentny kmen S. Typhimurium
DT104 vyjadrena hodnotami MIC a EDg, je znazornena
v tab. I. V ramci homologického radu BQAS boli na testo-
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vany kmen najucinnejSie latky substituované dodecylom
(MIC = 3,125-6,25 pg.ml’') a tetradecylom (MIC =
= 6,25-12,5 ug.ml'l), o korelovalo aj s hodnotami EDs,.
Latka substituovana najkrat§im alkylom — oktylom — bola
na testovany kmei netdcinnd. Hodnota jej MIC bola vysSia
ako 400 pg.ml-!. Pri hodnoteni antibakteridlnej aktivity sa
prejavil ,cut-off“ efekt, ked so zvidcSujicim sa alkylom
réastla antimikrébna aktivita aZ po optimum. Dal§im predl-
zovanim alkylu vSak antimikrébna aktivita klesala. Tento
efekt je znamy pri rozlicnych typoch zlicenin a dokazal sa
aj v homologickych radoch kvartérnych mono- aj bisamoni-
ovych zlic¢enin na viacerych bakteridlnych kme-
floch!0-11:15-18 "Rovnako sa menili hodnoty EDy, ktoré st
presnejSie pri urcovani antimikrébnej aktivity ako MIC,
pretoZe sa urcujui po 8-hodinovej submerznej kultivicii, t.j.
v priebehu exponencialnej fazy rastu. Podobne ako popisali

Tabulka I
Antibakteridlna uc¢innost bisamoéniovych soli na S. Typhi-
murium DT104

Cislo  Alkyl Antibakteridlna G¢innost [ug.ml-']
MIC EDS50

1 oktyl > 400 -

2 decyl 12,5-25 20,323

3 dodecyl 3,125-6,25 2,113

4 tetradecyl 6,25-12,5 8,851

5 hexadecyl 50-100 45,186

Majtin a Majtdnova'! pri hodnoteni antimikrébnej aktivity
BQAS dvoch homologickych radov: A — bis[2-(alkyldime-
tylamonio)etyl]-glutarat-dibromidov a B — bis[2-(alkyldi-
metyldiamoénio)etyl]-alkandiodt-dibromidov na Enterobac-
ter cloacae aj v aktivite voci testovanému kmeinu S. Typhi-
murium DT104 boli zo Studovanych zlicenin najicinnejsie
latky substituované decylom a dodecylom. Ziskané vy-
sledky potvrdzuji skutocnost zndmu z rozsiahleho vy-
skumu QAS, Ze pre ich antimikrébnu dcinnost je rozhoduj-
tica popri kladne nabitej ,,hlave* molekuly s kvartérnym du-
sikovym atémom najmi dizka alkylového refazca. Ta ma
rozhodujici vplyv na hydrofilno-lipofilni rovnovahu mole-
kuly. Podla stcasnych predstdv o sposobe interakcie mole-
kil QAS s miestom ich téinku — cytoplazmovou membra-
nou, dizka hydrofébneho ,,chvostu® molekuly rozhoduje
o vzniku, resp. vyplneni prazdneho priestoru vo vnitri fos-
folipidovej dvojvrstvy membrany a o stupni jej poSkodenia.
To vysvetluje aj vysSiu G¢innost bisamoéniovych soli v po-
rovnani s monoamoéniovymi.

BQAS v dosledku svojej membranovej aktivity zasa-
huji aj do metabolizmu bakteridlnych buniek. Ovplyviiuju
procesy energiu vyZadujice bunkové dychanie — syntézu
nukleovych kyselin a proteinov, ako aj procesy energiu pro-
dukujice. Syntetické médium Staples je vhodné na sledo-
vanie inkorporécie ['*Cadeninu a ['*C]leucinu. Bunky tes-
tovaného kmena S. Typhimurium DT104 boli v exponenci-
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dlnej faze rastu. Uinok Studovanych latok je vyjadreny
hodnotami ICs, (koncentréicia zliceniny v ug.ml! potrebna
na zniZenie rychlosti inkorporacie sledovanych prekurzorov
0 50 %). Vyhodnejsi parameter pre vyjadrenie ucinnosti
predstavuji R hodnoty (pomer IC, adeninu a ICs, leucinu).
Hodnoty ICs;, ako aj R hodnoty Studovaného homologic-
kého radu BQAS sii uvedené v tab. II. Studované BQAS
prejavili vyraznejSiu inhibiciu syntézy nukleovych kyselin
v porovnani s proteosyntézou, ¢o vyjadruji hodnoty R. Tato
hodnota bola u vsetkych Studovanych zlicenin nizSia ako 1,
¢o je typické pre biologicky aktivne litky zasahujice do
energetického metabolizmu buniek!9-2!, Aj v pripade
ucinku Studovanych BQAS na rychlost inhibicie inkorpora-
cie radioaktivnych prekurzorov sa prejavil ,cut-off* efekt.
NajucinnejSie zluceniny boli latky substituované decylom
a dodecylom. Proteosyntéza bola menej citlivd oproti syn-
téze nukleovych kyselin. Zistili sme, Ze podobne ako na rast
baktérii aj na syntézu makromolekiil mala vplyv dizka al-
kylového retazca, ¢im sa potvrdili zavery predchadzajiceho
vyskumu??, 7e kratkoretazcové analégy nepdsobia na mem-
branu baktérii a neinhibuji metabolické procesy.

Ucinok BQAS na endogénnu respirdciu buniek S. Typ-
himurium DT104 je zndzorneny na obr. 1. Bunky testova-
ného kmeria z exponencidlnej fazy rastu mali pomerne vy-

Tabulka II
U¢inok Studovanych bisaméniovych soli na inkorporaciu
14C_prekurzorov do buniek S. Typhimurium DT104

Cislo  Alkyl ICy, [ug.ml!] R?
[“Cladenin ['*C]leucin

1 oktyl 473,94 1706,8 0,28

2 decyl 22,5 46,4 0,485

3 dodecyl 8,67 10,44 0,830

4 tetradecyl 43,97 55,95 0,786

5 hexadecyl 176,9 219,8 0,800

R — ICy adenin/ICs, leucin

soki endogénnu respiraciu. V Studovanom homologickom
rade zlicenin sa ukdzala zavislost inhibicie endogénnej re-
spirdcie od ich zvySujicej sa koncentracie, pricom zluce-
niny substituované tetradecylom a hexadecylom uz v kon-
centrécii 1,56 pg.ml'! potlacili dychanie buniek na 69,2 %,
resp. 75 %. Najucinnejsia zlicenina v inhibicii endogénne;j
respirdcie bol zlicenina substituovand dodecylom, ktord uz
v koncentracii 3,125 pg.ml"! potlagila dychanie na 60 %.
Majtdnova a Majtan'® pri sledovani vplyvu BQAS typu
bis[2-(alkyldimetyldiaménio)etyl]-glutarit-dibromidov na
endogénnu respiraciu S. Typhimurium tiez popisali zavislost
¢inku od koncentracie a diZky refazca alkylu. Zda sa, Ze
inhibicia respirdcie vSak zavisi na velkosti celej molekuly.
Ak bocny retazec zliceniny je adekvétne dlhy, mdZe vytva-
rat velké medzery vo fosfolipidovej dvojvrstve membran,
a tak redukovat jej normalnu funkciu?3.
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Obr. 1. Uéinok N,N’-bis[2-(alkyldimetylamonio)etyl]Jamidov
kyseliny L-vinnej na endogénnu respiraciu
S. Typhimurium DT104
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Obr. 2. Utinok latky &. 3 viz tab. II (R = dodecyl,

¢ =100 ug.ml!) na respiraciu buniek S. Typhimurium DT104
v pritomnosti roztokov (0,2 M) réznych substratov v TRIS-
tlmivom roztoku (pH 7,4),

S - spotreba O, (nmol O, min"L.mg"! susiny)

m bezinhibitora 0O s inhibitorem

Utinok najidinnejSej zli¢eniny (R = dodecyl) na exo-
génnu respirdciu S. Typhimurium DT104 je zndzorneny na
obr. 2. Citlivost exogénnej respiracie sa aktivitu tejto zluce-
niny zavisela aj od substratu. VSetky pouZité substraty boli
bud intermedidty Krebsovho cyklu alebo do neho vstupuji
po predchéddzajicej degradécii. V tomto pripade aktivne zI1d-
¢eniny moZu zniZovat respiraciu nielen degradaciou substratu
alebo vstupovanim do dychacieho refazca, ale aj ovplyviio-
vanim transportu substratu do bunky. Ako vyplyva z obr. 2,

o
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najvyssia inhibicia respiracie testovaného kmetia S. Typhimu-
rium DT104 sa zistila v pritomnosti tychto exogénnych zdro-
jov uhliku: glukézy, octanu, glycerolu a asparaginu, t.j. sub-
stratov, ktoré nie st priamo intermediaty Krebsovho cyklu.
V pritomnosti substratov glukézy, glycerolu a asparaginu
bola tieZ zistend najvysSia inhibicia respirdcie S. Typhimu-
rium po Uc¢inku zliceniny substituovanej hexadecylom z ho-
mologického radu BQAS bis[2-(alkyldimetyldiamoénio)etyl]-
glutarat-dibromidov 0.

Studované BQAS potladili rast S. Typhimurium DT104
pravdepodobne zasahom do energiu poZadujucich a energiu
poskytujicich procesov bakteridlnych buniek ako dosledok
ich zasahu do integrity biologickych membran.
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quaternary Ammonium Salts on the Growth and Meta-
bolic Processes of Salmonella enterica Subspecies Ente-
rica Serovar Typhimurium DT104

The effect of five bisquaternary ammonium salts of
a homologous series of N,N’-bis[2-(alkyldimethylamo-
-nio)ethyl]-L-tartaramide on the growth, synthesis of nu-
cleic acids and proteins, and respiration of Salmonella typ-
himurium DT104 was studied. The tested strain was resi-
stant against ampicilin, chloramphenicol, streptomycin, sul-
fonamides and tetracyclin. The highest antibacterial activity
was found for dodecyl (MIC 3.125-6.25 pg.ml'!) and tetra-
decyl compounds (MIC 6.25-12.5 ug.ml'!). The studied
compounds showed a considerable inhibition of nucleic
acid synthesis as expressed by percentage of inhibition of
[!4C]adenine incorporation compared with proteosynthesis.
In the antibacterial activity as well as in influencing the in-
corporation rate of radioactive precursors, the well-known
cut-off effect was shown. A pronounced inhibition of en-
dogenous respiration of tested S. typhimurium cells was
shown by the tetradecyl and hexadecyl compounds at the
1.56 ug.ml’! concentration (to 69.2 % and 75 %, respecti-
vely), the highest by the dodecyl compound (60 % of the
control at 3.125 ug.ml'!). The latter compound inhibited
also exogenous respiration, most in the presence of glucose,
acetate, glycerol and aspartate as the sources of carbon.



