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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Autor: Be. Hana Strakova

Skolitel: PharmDr. Miroslav Kovafik, PhD.

Konzultant: PharmDr. Jan Marek, PhD.

Diplomova prace

Nazev: Planktonickd a biofilmova forma patogennich mikroorganismii — ucinnost
dezinfek¢nich latek

Studijni obor: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi

Uvod: Kvartérni amonné soli jsou Siroce pouzivany v oblasti dezinfekce a antisepse.
Mezi bézné pouzivané latky na této bdzi patii napt.: Benzoxonium chlorid (Orofar),
Didecyldimethylamonium chlorid (Sanytol), Karbethopendecinium bromid (Septonex) a
mnoho dalSich latek.

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo otestovat 10 latek typu kvartérnich
amoniovych soli, rozdélenych do dvou skupin pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody na
vybranych bakterialnich kmenech a porovnat ji s pouzivanymi standardy. Dale bylo cilem
porovnat schopnost vybranych latek inhibovat rist planktonni a biofilmové formy kmene
Staphylococcus aureus.

Metody: Mikrodilu¢ni bujonovou metodou byla méfena antimikrobni aktivita 10 novych
latek rozdélenych do dvou skupin dle struktury na osmi bakterialnich kmenech:
Staphylococcus aureus, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Vankomycin-rezistentni Enterococcus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae Extended spectrum B-lactamases (ESBL) pozitivni a
multirezistentni Pseudomonas aeruginosa. Dale byla hodnocena ucinnost vuci
bakterialnimu biofilmu za pomoci dvou metod — stanoveni za pomoci krystalové violeti a
trifenyl tetrazolium-chloridu.

Vysledky: Grampozitivni kmeny byly vuci testovanym latkdm obecné citlivéjsi nez
gramnegativni. Pii celkovém hodnoceni zadna z latek nepiekrocila G€innost standardnich
latek. Pti porovnani u jednotlivych kment byly nékteré testované latky i lepsi oproti
standardiim. Pfi stanoveni minimalni biofilm inhibujici koncentrace, dokazaly testované
latky potlacit rist biofilmu.

Zavér: Byla potvrzena ucinnost nové syntetizovanych latek, zejména na grampozitivni
bakterie a schopnost inhibovat rist biofilmu.

Kli¢ova slova: Biofilm, kvarterni amoniové soli, testovani antimikrobni U¢innosti,
mikrodiluéni bujénova metoda, minimalni inhibi¢ni koncentrace, minimalni baktericidni
koncentrace, minimalni biofilm inhibujici koncentrace
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3. ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department of Biological and Medical Sciences

Author: Bc. Hana Strakova

Supervisor: PharmDr. Miroslav Kovatik, PhD.

Consultant: PharmDr. Jan Marek, PhD.

Title: Planktonic and biofilm form of pathogenic microorganisms - effectiveness of
disinfectants

Diploma thesis
Study program: Bioanalytical laboratory diagnostics in healthcare

Introduction: Quaternary ammonium salts are widely used in the field of disinfection
and antisepsis. Commonly used compounds on this basis include, for example:
Benzoxonium chloride (Orofar), Didecyldimethylammonium chloride (Sanytol),
Carbethopendecinium bromide (Septonex) and many other substances.

Objectives: The aim of this diploma thesis was to test 10 substances of the quaternary
ammonium salt type, divided into two groups using the microdilution broth method on
selected bacterial strains and compare it with the standards used in practice. Furthermore,
the selected compounds were evaluated for the ability to inhibit the growth of planktonic
and biofilm form of the Staphylococcus aureus strain.

Methods: The antimicrobial activity of 10 novel compounds divided into two groups
according to the structure on eight bacterial strains was measured by the microdilution
broth method: Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Vancomycin-resistant Enterococcus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae Extended spectrum B-lactamases (ESBL)
positive and multi-resistant Pseudomonas aeruginosa. Furthermore, the efficacy against
bacterial biofilm was evaluated using crystal violet and triphenyl tetrazolium chloride.

Results: Gram-positive strains were generally more sensitive to evaluated compounds
than gram-negative ones. In the overall evaluation, none of the substances exceeded the
efficacy of the standard substances. When compared for individual strains, some tested
substances were even better than the standards. By determining the minimum biofilm
inhibitory concentration, the test substances were able to suppress biofilm growth.

Conclusion: The efficacy of newly synthesized compounds, especially on gram-positive
bacteria, was observed. Furthermore, the comparison to inhibit the growth of planktonic
and biofilm form of the Staphylococcus aureus strain were established.

Key words: Biofilm, quaternary ammonium salts, antimicrobial efficacy testing,
microdilution broth method, minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal
concentration, minimum biofilm inhibitory concentration



4.UVOD

Bakterialni, biofilmova onemocnéni a biofilm obecné€ tvoii obrovské riziko,
zejména v nemocni¢nich zatizenich. To je diivod, pro¢ jsou vyvijeny a testovany nové
antimikrobni latky a také metody pro testovani jejich citlivosti na nozokomidlni
mikroorganismy. V této praci jsou hodnoceny latky na bazi kvarternich amoniovych soli,
ty jsou Gasto vyuzivany na poli dezinfekce a antisepse. Castym pouZivanim stejnych
dezinfek¢nich latek dochazi ke vzniku bakteridlni rezistence a Sifeni takto vzniklych
odolnych kment. Obecné rozsifovani portfolia dezinfekénich latek tak vede
k vyrazn€jSimu omezeni vzniku rezistenci a nahrazovani cCasto zastaralych latek

s negativnimi vlastnostmi na zivé i nezivé povrchy.



5. ZADANI - CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo otestovat 10 latek typu kvartérnich amoniovych
soli, rozdélenych do dvou skupin pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody na vybranych
bakteridlnich kmenech a porovnat ji s pouzivanymi standardy. Dale bylo cilem porovnat
schopnost inhibovat rist planktonni a biofilmové formy kmene Staphylococcus aureus u

vybranych latek.



6. TEORETICKA CAST

6.1 Kvarterni amoniove soli

Kvarterni amoniové soli (QAS) jsou skupina latek s velkym polem plisobnosti, od
farmacie po prumysl [1]. Patii do rodiny kationtovych povrchové nabitych aktivnich
latek. Jejich struktura, predevsim kladny naboj a délka alkylového ftetézce, hraje
vyznamnou roli v u¢innosti na mikroorganismy. Je tak jednim z dtlezitych faktorti pro
inhibici ristu bakterii (grampozitivnich a gramnegativnich) déle pak plisni, kvasinek a
obalenych virG. Tyto membrdnové aktivni latky interagujici s cytoplazmatickou
membranou bakterii a lipidy obalenych virti, kde zptsobuji poskozeni ochrannych bariér

mikroorganismu [1, 2, 3].

6.1.1 Struktura

Jedna se o iontové slouceniny typu soli, slozené ze dvou zakladnich ¢asti, které tak
proptjcuji molekule jeji povrchové aktivni vlastnosti. Jeji hydrofilni ¢ast tvofi kvarterni
dusikatd ¢ast se schopnosti interakce s poldrnim prostiedim. Hydrofobni slozku tvofi
alkylovy fetézec R, ktery ma schopnost proniknout do nepolarnich molekularnich
aglomerati. Kvarterni dusikata cast je slozend z pozitivné nabitého dusiku, ktery je
zaclenén bud’ do aromatického kruhu, napt. v QAS odvozenych od pyridinu, imidazolu,
chinolinu a isochinolinu. Castéji se vyskytuje jako acyklickd struktura se &tyFmi
substituenty na atomu dusiku, z nichZ minimaln¢ jeden je dlouhy alkylovy fetézec.
Protiiontem je nej€astéji Br nebo CI. To je napiiklad v benzalkonium chloridu nebo
centrimonium bromidu. Nazornég je struktura zakladni kvarterni amoniové soli uvedena
vobrazku 1. Vpraxi jsou nejCastéji vyuZivany derivaty pyridinia, cetrimonia,
benzalkonia a benzoxonia pro jejich silné antimikrobidlni vlastnosti. Vyjimecnou
schopnosti kvarternich kationtd, oproti primarnim, sekundarnim a tercialnim je, Ze

zUstavaji trvale nabité, nezavisle na pH roztoku [3-5].
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R;—N—R,; + X'

R 9 anion
quaternary
ammonium
cation
., "

'
quaternar}r amimonhium salt

Obrazek 1 — Struktura kvarternich amoniovych soli [6]

Vysvétlivky: N* zna¢i kladné nabity dusik se ¢tyfmi kovalentné vazanymi substituenty Ri.4;

X" znaci aniont (nejcast&ji Cl' nebo Br)

Dalsi dutlezitou vlastnosti téchto sloucenin, je jejich schopnost tvofit
termodynamicky stabilni micely. Takovéto utvary se vytvaii pfedevs§im ve vodném
prostiedi, pfi prekroceni kritické micelarni koncentrace. Nékteré micelarni povrchoveé
aktivni latky jsou vyuzivany jako katalyzatory urychlujici chemicky rozklad. Takovéto
latky se nasledné vyuzivaji jako dekontaminanty [8].

6.1.2 Mechanismus uéinku

QAS patii do rodiny biocidnich latek, které negativné zasahuji do chodu bunky a
nasledné zplsobuji bunécnou smrt. Zakladnim principem je Uc¢inek na cytoplazmatickou
membranu, ktery vede k naruSeni fosfolipidové dvojvrstvy, coz miize dale ovlivnit funkci
jaderné kyseliny, enzymil nebo receptord. Nasledn¢ dochazi k tiniku organel z buiky a

fizené bunécné smrti lytickymi enzymy [4, 5].

Existuje mnoho hypotéz o mechanismu ucinku QAS, avSak neni stile zcela
objasnén. Jednim z prvnich popisovanych mechanismi je, Ze vSechny kladné nabité
povrchové aktivni latky siln€ interaguji se zapornymi naboji, které se nachdzeji na
bunéénych sténach a membranach, ¢imZz dochdzi ke shlukovani, praskani a netésnosti

téchto casti. Zaporn€ nabitd vétSina povrchu bakteridlni membrany je stabilizovana
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dvojmocnymi kationty jako jsou Mg®" a Ca?'. Proto ma kladny naboj kationtového
surfaktantu moznost se pfichytit na polarni povrch, vyménou za Mg** nebo Ca** a vlozit
hydrofobni alkylovy fetézec do fosfolipidové dvojvrstvy. Timto poruSenim dojde ke
ztraté tekutosti membrany a uniku K' a dalSich segmenti cytoplazmatického prostiedi.
Ty poté unikaji do vn¢jsiho prostiedi a nasleduje apoptoza. Takovymto zptisobem dojde k
rozpadu membrany a poruSeni struktury vytvorenim kulovitych struktur, viz obrazek 2 [3,
5,9].

J water R phospholipid ? surfactant J protein h@ @ ions

Obrizek 2 — Mechanismus G¢inku QAS [3]

V mnoha publikacich je prezentovano, Ze gramnegativni bakterie jsou na QAS
méné citlivé nez grampozitivni. Rozdil mezi gramnegativnimi a grampozitivnimi
bakteriemi je ve slozeni bunécné stény. Buné¢na sténa grampozitivnich bakterii obsahuje
silnou vrstvu peptidoglykani, kyselinu teichoovou a men3$i mnozstvi lipidi. Zato bunétna
sténa gramnegativnich bakterii je tenci, s malym mnoZstvim peptidoglykani, neobsahuji
kyselinu teichoovou a na povrchu je kryta vrstvou, zvanou vn¢jsi, s obsahem antigeni.
ZvySend odolnost gramnegativnich bakterii je pravdépodobné zplsobena piitomnosti
pravé vnéj8i vrstvy membrany, kterd poskytuje bunikdm siln€jsi fyzikalné-chemickou
ochranu. Dochazi k selhani slouCeniny proniknout skrze tuto vné&j$i vrstvu a dostat se
k cytoplazmatické membrané. Grampozitivni bakterie nesou zdporny naboj, ¢imz snadno

reaguji s kationty v QAS a podobné ptisobi i na mikroskopické houby [2, 9].

Kladny naboj je zde povazovan za dilezity faktor v baktericidni aktivité QAS.

Predpoklada se, ze v souvislosti se strukturni variabilitou vede ke sniZeni elektronové
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hustoty na kationtu a vyvola silngj$i interakci na polarizovanych ¢éastech, pfedevs§im na

fosfolipdové membran€. Tento predpoklad vede k silngjsimu baktericidnimu uéinku [2].

6.1.3 Pouziti v praxi

Rodina QAS poskytuje své vlastni antimikrobidlni spektrum. Bakteriostatické,
tuberkulostatické, sproristatické a algistatické, 1 u nizsich koncentraci. Daleko vétsi diiraz
je kladen na baktericidni, fungicidni a algicidni G¢inek, ktery latky z této rodiny vykazuji.
Diky témto vlastnostem jsou zakladem pro chemické dezinfekce a antiseptika. S ohledem
na sporicidni ucinek nejsou QAS obecné povazovany za sporicidni s tim, ze nékteré tuto
ucinnost vykazuji pii vySsich koncentracich a teplotach. QAS dale prokazaly vyznamnou
kapacitu i proti virim, zejména obalenym. V literatuie lze ale dohledat i n¢které latky

typu QAS uc¢inné rovnéz na neobalené viry [1, 3, 5].

Nejpouzivangj$i slozkou dezinfek¢énich prostiedki jsou N-alkylpyridiniové a
benzalkoniové soli s riznymi délkami alkylovych fetézcl, vykazujici silny ucinek na
Siroké spektrum mikroorganismi. Proto se QAS casto vyuZivaji k prevenci

nozokomialnich infekei [8, 10].

Benzalkonium chlorid je slozkou ocnich kapek, zvlhcovacl, nebo Cdisticich
prostfedkii na obli¢ej. Dale je obsazen v riiznych krémech proti slunci a pletovych
vodéach. QAS jsou velice ¢asto pouzivany pro €isténi vody a pii zpracovani potravin, a to

predevsim kviili jejich nizké toxicité a vyssi antimikrobialni Gi¢innosti [10].

Nékteré pyridiniové soli se v mnoha pfipadech pouzivaji jako dezinfekéni latky,
které jsou sloZkou ocnich kapek a dezinfekénich pén, dale jako germicidy, zmékEovadla
nebo biologické iontové kapaliny. Diky jejich toxickému uc¢inku vaci fasam, se vyuzivaji

na ¢isténi povrchl bazénti, fontan ¢i ¢luni [9].

Vyuziti nalezly QAS 1 v organické a analytické chemii jako katalyzatory. Byly
experimentalné pouZity jako kompetitivni inhibitory acetylcholinesterazy a antagonisté

nikotinovych receptorti [9].

Micely byvaji vyuzivany piedev§im pro vojenské ucely jako dekontaminanty na

bojové biologické nebo chemické latky (napt. Tabun, Sarin) [8].
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6.2  Bakteridlni biofilmy

Bakterialni biofilm na sebe pfitahl pozornost uz v 70. letech minulého stoleti. J.W.
Costerton napsal na toto téma védeckou préci, kde popsal schopnosti bakterii ptichytit se
na pevny povrch a vytvotit povlak. Diky tomu, ze takovou studii publikoval jako prvni,
vyslouzil si oznaceni otec biofilmu. Costertonova teorie byla nezéavisle potvrzena na
konci téhoz roku panem R. J. Gibbonsem, ktery zkoumal uskupeni na zubni skloving [11-

14].

Biofilm nemé doposud jednotnou definici. Ve své podstaté se jedna o spolecenstvi
vétSitho poctu mikrobidlnich bungk, pfichycenych k pevnému podkladu nebo k sobé
navzajem. Tyto mikroorganismy jsou obaleny polymerni extracelularni matrici (EPS),
kterou samy produkuji. Extracelularni matrice tvofi kluzky a slizky povrch a chrani
bakterie pfed vnéjSimi vlivy. Uvnitf spoleCenstva dochdzi mezi jednotlivymi
mikroorganismy k vzajemné interakci mezi buiikami, a pfitom se méni ty vlastnosti,

kterymi disponuje o samot€ zijici buiika [12].

6.2.1 Struktura a vznik

Studie prokazaly, Ze biofilm neni jen slizka vrstva, ale jedna se o strukturovany a

koordinovany systém s velkou mirou organizace [11].

Dftive byly biofilmy brany jen jako amorfni agregace mikroorganismil. Tento nazor
byl podpofen nalezy v biofilmech zrGznych prostfedi, kde byla nalezena podobna
struktura. Dal$i podobnost byla nalezena v genetice (pf. bunécna signalizace), morfologii
a struktufe. Dnes uZ je znamo, Ze biofilmy jsou mnohem organizovanéjsi, diky nalezu
nanodratli a voSstin. Struktura biofilml je heterogenni v prostoru a case. Takovato
spoleCenstvi se mohou vyskytovat jako vice nebo méné splyvajicich agregati.
Jednovrstevné nebo trojrozmérné struktury jsou propleteny vodnimi kanalky. Ty
umoziuji transport zivin, kysliku a odpadnich latek po celém spolecenstvi bunék. Tyto
kanalky maji tendenci fungovat jako filtry, které ve své struktufe zachytdvaji rizné
¢astice. Dostupnost Zivin a diverzita bakteridlnich kment jsou rozhodujici €initelé pro

konecnou tloustku biofilmu [13, 15].

Tvorba biofilmu je pro mikroby velmi ucinnym prosttedkem k ukotveni

v pfiznivém prostfedi, naopak od Zivych volnych bunék. Volné plovouci planktonicka
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bunka, bakterie, kvasinka, pliseni, se pfichyti na pevny povrch za pomoci adhezini. Po

prilnuti zacnou bunky tvofit velké mnozstvi lepivého polysacharidu [15-16].

EPS predstavuji vétSinu celkového organického zastoupeni v biofilmu. Lisi se u
jednotlivych kmenti ¢i druht mikroorganismi v chemickych a fyzikéalnich vlastnostech.
Nejpocetnéjsi slozkou EPS jsou neutrdlni nebo polyanionické polysacharidy, které maji
vlastnost shromazd’'ovat dvojmocné ionty napt. vapnik, hotéik. Zasluhou toho dochézi
k propojeni polymernich vldken a zvySeni vazebné schopnosti biofilmu. Dalsi slozkou
jsou proteiny a enzymy. Nachazeji se zde prevazné strukturni proteiny. Enzymy, které
jsou v EPS piitomny, maji ve vétsiné pripadi funkci degradace biopolymerti, ve vodé
rozpustnych (polysacharidy, nukleové kyseliny) tak i nerozpustnych (celulosa, lipidy) a
dalsich organickych sloucenin. Déle se enzymy podileji na ochrané biofilmu pied

neptiznivymi vlivy [15, 17].

Takto vytvofena matrice drzi builkky pohromadé¢ a funguje jako vostinové leSeni,
kde se mohou dale mnozit, a vytvafet mikrokolonie. Jakmile kolonie dosdhne urcité
velikosti, dochazi k maturaci biofilmu, vzapéti piijde impulz a dojde k disperzi. Uvolnéné
bunky ptechazeji do planktonického stavu, odplouvaji a nasledné kolonizuji novy povrch,
znazornéno na obrazku 3. Schopnost tvofit biofilm souvisi s mutacemi, bud ziskani

nového genového materidlu, nebo regulaci exprese toho stavajiciho [15].

Obrizek 3 — Zivotni cyklus biofilmu [18]

SoucCasnym tématem u biofilmu se stala extracelularni DNA (eDNA). Funkce a

ptivod této DNA v obalovych vrstvach neni dodnes tplné vysvétlena. Predpoklada se, ze
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muze jit o pfenasece elektronli, pomocnou strukturu pro pohyb po biofilmu, komunikacni

prostiedek, nebo zvyseni strukturalni integrity [12, 15].

6.2.2 Vyskyt biofilmu

Ve volné piirodé je zivot v biofilmu velice vyhodny. Vytvofené spoleCenstvi

poskytuje lepsi podminky pro leh¢i pribéh zivota [12].

Biofilmy mohou mit pozitivni i negativni u¢inek. V pfirodé¢ ma biofilm kladny vliv
na rust rostlin, naptiklad proteobakterie Azospirillum brasilense, vytvari na kofenech
obilovin biofilm, a tim podporuje jejich rtust. Dal§im pozitivnim vlivem je schopnost
bioremediace, hlavné rostlinnych oleji, tuk a dalSich latek, které tvoii kontaminanty
odpadnich vod. Nékteré mikroorganismy tvotici biofilm, mohou kumulovat radionuklidy
a tézké kovy [12, 15].

Nezadoucich vlivii je pon€kud vice. Biofilmy mohou vznikat v potravinaiském
primyslu, kde je spousta zivin a vlhko, coz ¢ini pro bakterie pfiznivé prostredi.
Ptikladem jsou provozy na zpracovani masa, mléka nebo piva. Mezi nejcastéji
kontaminujici mikroorganismy patii rod Sa/monella nebo Listeria monocytogenes [15].

V mediciné ma biofilm i pozitivni stranku, a to kolonizaci gastrointestinalniho
traktu, zde mikroby vytvafeji pfirozeny biofilm chranici sliznici pfed infekénimi
patogeny. OvSem pievazuji negativni vlivy, které maji pro patogenezi nékterych
infek¢nich nemoci obrovsky vyznam. Biofilmy infek¢nich patogeni se usazuji na tkdnich
nebo sliznici. Dal§im mistem typickym pro tvorbu biofilmu jsou cizi télesa, jako jsou
cévky a katetry, zavedené do télnich dutin ¢i tkdni. Pokud neni biofilm na cizich télesech
fadné oSetfen, miiZze pronikat do okolnich tkani. Napiiklad u mocovych katetri se

nasledn¢ biofilm usazuje ve spodni ¢asti mocové trubice [15].

6.2.3 Biofilmova onemocnéni

Infekce souvisejici s biofilmem jsou t€Zko odstranitelné a predmétem zajmu mnoha
vyzkumil. Mezi nejcastéjSi infekce spojované s timto spolecenstvem jsou: chronické
plicni infekce, pfedev§im u pacientli s cystickou fibrézou, chronické zanéty stfedniho
ucha, endokarditida, infekce riznych implantatii a obtizné hojici se rany [14-16].

Prvni pozorovany a nejdéle znamy biofilm v lidském téle je zubni plak. Sliznice

mohou kolonizovat patogenni i nepatogenni mikroorganismy. V usti dutin€ jsou takovato

16



onemocnéni Castd. Pii zanétech dasni jako je naptiklad periodontitida, ktera vznika v tzv.
kapsach pod dasni, kam uplné¢ nepronika kyslik. V kapse se nahromadi bakterialni
biofilm a k zadnétu se pridavaji hnisavé a odumielé buiky. K ptivodcim zanétu ozubice
patii Porphyromonas gingivalis a Fusobacterium nucleatum. Dalsim castym
biofilmovym onemocnénim jsou kozni infekce. Ve Spatné vyzivované kuzi se biofilmu
velmi dafi, zejména na popalenych plochach nebo bércovych viedech [15].

Zanét stredniho ucha (otitis media) je onemocnéni s velice ¢astym vyskytem u déti.
Existuje jak akutni, tak chronickd forma. Chronicka forma je spjata s vyskytem velmi
viskozni tekutiny v ohnisku infekce, kterd brani prostupu antibiotik. NejCastéjSim
puvodcem tohoto zanétu je Streptococcus pneumoniae, ktery vytvaii kolonii biofilmu
[15].

Bakterie tvofici biofilm maji tendenci osidlovat pomtcky zavedené do télnich dutin
a tkani. Jako jsou katetry, dychaci trubice, nitrod€lozni téliska ¢i kontaktni cocky. Pokud
nejsou dostatecné oSetfované, biofilm se rozsiti do okolnich tkani a organti. NejCastéji
infikované jsou centralni Zilni katetry, které slouzi k podavani 1é¢iv, zivin a tekutin. Dalsi
jsou mocové katetry, ve kterych se rychle usazuji bakterie z dolnich mocovych cest.
Vézny problém mohou zptsobit biofilmy bakterii a kvasinek na nekontrolovaném
nitrodéloznim télisku, kde zplisobuji zanéty panve az sepse [14-15].

Nejcastéji je biofilm tvofen na mistech, kde je cizi téleso zcela oddéleno od zevniho
okoli napiiklad kovové kloubni ndhrady. Vznikaji pisobenim Sirokého spektra
mikroorganismil ve stejny ¢as. Kolonizace téchto cizich téles je spojena se sekundarnimi
infekcemi okolich tkdni, coz velmi komplikuje 1é¢bu. Implantity jsou nejcastéji
osidlovany stafylokoky, Escherichia coli, pseudomonadami, kvasinkami rodu Candida,

streptokoky a nékterymi gram negativnimi bakteriemi [15-16].

6.2.4 Metody testovani biofilmu

Existuje fada zplsobi, jak 1ze pozorovat a stanovit pfitomnost a aktivitu biofilmu.

Mezi dva hlavni zplisoby pozorovani biofilmu fadime pfimé a neptimé pozorovani.
Mezi piimé patii sledovani svételnym mikroskopem. Tato metoda je nejjednodussi,

nejlevnéj§i a nejrychlejsi metodou kvantitativniho pozorovani stavby pozorovanych

povrchli mikroorganismi. Timto zplUsobem lze semikvantitativné odhadnout mnozstvi
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mikrobil na sledovaném povrchu. Svételnd mikroskopie umozituje pozorovani morfologie
jak pfisedlé biofilmové formy, tak planktonické formy mikroorganismu [17].

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) je metoda pro pozorovani bunétné
struktury a snimkovani bun¢k. Mezi pozorované struktury patii proteiny nebo nukleové
kyseliny. Casti bunééné struktury jsou zobrazovany pomoci elektronového zateni ve
svazku urychlenych elektronti ve vakuu. Ve vakuu jsou emitovany elektrony zhavenou
wolframovou katodou. Elektrony jsou urychleny v elektrickém poli mezi katodou a
anodou a upfeny kondenzovanou Cockou na preparat. Prichodem elektronti dochazi
k déjm pro tvorbu obrazu v TEM. Dale se zde nachazi objektiv, ktery vytvari zvétSeny
obraz preparatu. Dalsi zvétSeni je docileno v projektivu. Po dopadu na fluorescencni
stinitko je finalni obraz transformovan do obrazu viditelnym okem. Obraz je zachycovéan
fotografiemi [17].

Kvili nedostateéné stabilizaci polysacharidi se provadi fixace konvenc¢nimi
prostiedky, naptiklad aldehydy ¢i paraformaldehydy. Obsah vody v biofilmu se eliminuje
postupnou dehydrataci alkoholem. Po infiltraci pryskyfice do vzorku, je vzorek vlozen do
zelatinové tobolky, po ¢emz nasleduje polymerace. Z tobolky jsou pfipraveny tenké fezy,
které jsou nasledné potfisnény uranyl-acetatem nebo citratem olovnatym.

Podobnou metodou je skenovaci elektronovy mikroskop (SEM). Princip metody je
stejny jako u TEM, i1 co se tyCe pfipravy vzorkll. Vyjimku tvoii chemikalie. Zde je
pouzivano napf. zlato, neni zde zaliti do pryskyfic, fezy nejsou barveny citratem
olovnatym a uranyl-acetatem. Metoda dehydratace a postfixace zistava stejnd jako u
TEM. Po dehydrataci je vzorek potazen zlatem. Po ptipraveé vzorku je pozorovan v SEM
[17].

Dal8i moZnosti pozorovani biofilmu je fluorescen¢ni znaceni. Jednou z metod je
konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM). Strukturu a fyziologii biofilmi 1ze
provéfit pravé touto metodou. Pro pozorovani musi byt biofilm fluorescenéni, kvili
fluorescenénim molekulam jako je zeleny fluorescencni protein (GFP). To je protein
exprimovany mikroorganismy v biofilmu. Gen je oznafen genovou kazetou kddujici
GFP. Nebo jsou vyuzivany barvici slozky heterogenni hmoty biofilmu, které jsou
znaceny fluorescencnimi barvivy. Nékteré fluorofory jsou soustfedény na eDNA. Takto
je vizualizovan obsah eDNA v matrici biofilmu. Skenovani probihd hlubokym
pronikanim excitované energie, kterd je doddvéana laserem. 3D digitalni obraz je vytvofen

diky fluorescenci biomolekul (vnitini fluorofory, jako GFP nebo chlorofyl; molekuly
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oznacené exogennimi sondami, jako jsou fluorescenéné znacené protilatky detekované
fotonasobicem) [17].

Dalsi metoda vyuzivajici fluorescenci je fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH).
Specifické mikroorganismy, které jsou pfitomny v biofilmu, mohou byt detekovany
FISH. Pii této metod¢ jsou navrzeny sondy DNA pro hybridizaci 16S rRNA
mikroorganismu, které interaguji s fluorescenénim barvivem nebo s rhodaminem. Touto
metodou je mozné urcovat rychlost ristu organismii pritomnych v biofilmu [17, 19].

Mezi neptimé metody pozorovani patii metoda konzského cerveného agaru (CRA),
trubicova metoda a testy na mikrotitracni desti¢ce. Prvni metodou je metoda CRA. Je to
kvalitativni metoda pro detekci biofilmu. U této metody je pozorovana zména zabarveni
kolonii naockovanych na CRA mediu. Toto médium vznikd smichanim 0,8 g Kongo
cervené a 36 g sachardzy na 37 g/l agaru Brain Heart Infusion (BHI). Po inkubacni dobé,
coZ je 24 hodin pii 37 °C, byla pozorovana morfologie kolonii. Cernd barva kolonie se
suchou konzistenci znac¢i produkci biofilmu. Kdezto riizové kolonie naopak [17, 20].

Dalsi kvalitativni metodou stanoveni biofilmu, je Trubicovd metoda (TM).
Izolované mikroorganismy byly naockovany do polystyrenové zkumavky s obsahem
tryptofan — s6jového bujonu (TSB) a inkubovaly se po 24 hodin pii 37 °C. Prisednuté
izolaty, které tvorily biofilm na sténdch zkumavky se po hodiné obarvily safraninem.
Zkumavka je dvakrat proplachnuta fosfatovym pufrem, aby se odplavily planktonové
buiiky. Po vysuseni na vzduchu byl biofilm na sténach viditeln€ ohranicen [17, 20].

NejcCastéji vyuzivana kvantitativni metoda je detekce produkce biofilmu testem na
mikrotitracni  desti¢ce Bakteridlni suspenze je pfipravena v  Mueller-Hinton
bujonu (MHB) a doplnéna o 1 % glukoézy. Pripravena suspenze o zakalu 0,5 McFarland
odpovida koncentraci 1-10% cfu/ml, (Colony Forming Units), tedy pocet kolonii vztazeny
na mililitr vzorku. Bakterialni suspenze je tak 20x nafedéna, aby doséhla 5-10° cfu/ml.
Nasledné je suspenze naoCkovéana do 96 jamkové destiCky s plochym dnem. Desticky
jsou inkubovéany 24 hodin pii 37 °C. Izolaty ptisedlé na sténach jamek mikrotitrani
desticky jsou obarveny safraninem, ktery se nechava plisobit 15 minut potom, co se byly
planktonické bunky odstranény promytim fosfitovym pufrem. Jamky jsou nésledné
vysuSeny. Pfed obarvenim je nutné je zafixovat. To je provedeno methanolem. Poté jsou
jamky obarveny safraninem a opét 2x promyty fosfatovym pufrem. Po druhém vysuSeni
jsou desticky resolubilizovany ethanolem ¢i ledovou kyselinou octovou. Nasleduje

spektrofotometrické méteni [17, 21-24].
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Kromé ptitomnosti biofilmu jsou méfeny antimikrobidlni €¢inné latky mifené proti
nému. VétSina téchto metod je provadéna pomoci mikrotitratnich desticek. Témito
metodami jsou testovany latky, které potlacuji tvorbu biofilmu a latky pro eliminaci
biofilmu (eradikujici u€inek) [22, 25-27].

Pti detekci Uc¢innosti latek proti tvorbé biofilmu se provadi piiprava suspenze
stejné, jak je uvedeno vyse. Do kazdé jamky je dano ¢inidlo a do néj je pfidavano 10 — 20
ul bakterialni suspenze. Desticka je ndsledné inkubovana 24 hodin pii 37 °C. Po uplynuti
inkubace je desticka spektrofotometricky zmétena [21, 25-27].

Poslednimi dvéma nize zminénymi metodami jsou principy pouziti barveni
jednotlivych bunék zastoupenych v biofilmu. Jednou z nich je test krystalovou violeti
(CV test). Jedna se o metodu vyuZzivajici barveni krystalovou violeti. Krystalova violet’
patfi do rodiny trifenylmethanovych barviv, které se vazi na bunécné slozky bakterii
iontovymi interakcemi. Bylo prokadzano, ze se vdze na DNA, proteiny a podle vSeho i
biofilmové polysacharidy. Kdyz se krystalova violet’ oplachne vodou, narostly biofilm,
na ktery se violet navazala se projevi jako prstenec kolem vnittku jamky [17, 28-29].

Pro fixaci biofilmu byl pfidan 99% methanol, pak byly odstranény supernatanty a
desticky byly vysuseny na vzduchu. Po vysuseni bylo do kazdé jamky ptidano urcité
mnozstvi roztoku krystalové violeti. Piebytek violeti byl odstranén promytim desticky.
Nasledné¢ byla violet' uvolnéna 33% kyselinou octovou. Nakonec byla zméfena
absorbance [28].

Podobnou metodou je test XTT, neboli tetrazoliova sill. Tetrazoliové soli jsou
dlouhodobé pouzivané indikatory intenzity bunééné respirace. Pti jejich redukei vznika
barevna sloucenina formazan, jejiz mnoZstvi je mozZné stanovit spektrofotometricky.
Nejstarsi a nejjednodussi pouzivanou latkou je tetrazolium chlorid (TTC). Pouziti této
latky ma dvé nevyhody. PredevS§im pouziti TTC neni dostate¢né citlivé a z této
slouceniny vznikajici formazan neni rozpustny ve vodé. Je tedy nutné nasledné
rozpusteéni naptiklad v ethanolu. Z tohoto diivodu byva pro tcely testovani volena novéjsi
latka (napt. XTT), jejiz stanoveni je citlivéjsi a zaroven je po redukci na formazan ve
vode rozpustna [21, 30].

Roztok této soli byl pfidan do vSech jamek k bakterialni suspenzi a Zivnému médiu.
Desticky byly inkubovany za tmy 5 hodin pii 37 °C. Po inkubaci byly dvé sousedni
jamky smichany a preneseny do zkumavek eppendorf, které byly nésledné

centrifugovany. Cast supernatantu byla pfenesena do nové desticky, které byla zmétena
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absorbance. Na zdklad¢ absorbance 1ze pak ur€it enzymatickou aktivitu bunck na zakladé

rozkladu ptislusného barviva [21].
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7. EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti byla stanovena antimikrobni G¢innost nové syntetizovanych
latek typu kvarternich amoniovych soli. Pro porovnani byla zaroven stanovena i

antimikrobni u¢innost zastupct kvarternich amoniovych soli bézn¢€ uzivanych v praxi.

V prvni ¢&asti byly stanoveny bakteriostatické a baktericidni koncentrace
testovanych latek pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody [7]. V druhé Casti byla métena
ucinnost viuci bakteridlnimu biofilmu. Pfi tomto méfeni byly pouzity dvé metody —
stanoveni za pomoci krystalové violeti a trifenyl tetrazolium-chloridu (TTC) [25, 28, 31].

Vsechna méteni byla provadéna v triplikatu.

Veskera data pro diplomovou praci byla méfena na pracovisti Centra

biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FNHK).

7.1 VYBAVENI

7.1.1 Pomiicky

Veskery niZze uvedeny spottebni laboratorni material byl zakoupen od firmy P-lab

(Praha, Ceska republika).

Pro méfeni byly vyuzity 12jamkové rezervoary, jednorazové ockovaci klicky,
Petriho misky, sterilni mikrotitrani destic¢ky, sterilni $picky, sterilni zkumavky, stojanky

na zkumavky, ependorfky, parafilm.

Vramci experimentu byly vyuZity nasledujici pfistroje: multikandlové a
jednoduché pipety Research Plus (Eppendorf, Hamburk, Némecko), Denzitometr Den-1B
(Biosan 1td, Riga, LotySsko), laminarni box Heal force (Shanghai Lisben scientific
equipment, Sanghaj, Cina), CO, inkubator (ESCO, Singapur), Vortex mixer Stuart
(Bibby-scientific/Cole-Parner, Staffordshire, UK), ultrazvukova lazen SONOREX
DIGITEC (BANDELIN celectronic GmbH & Co. KG, Berlin, Némecko) a
spektrofotometr The Synergy™ HT (Bio-Tek Instruments, Vermont, USA).

22



7.1.2 Chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO) pro molekularni biologii > 99,9 % (Sigma — Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA), Mueller-Hintoniv bujén, pouzity jako kultivatni médium
(HiMedia, Bombaj, Indie), Mueller-Hintontiv agar, pouzitd kultivacni pida (HiMedia,
Bombaj, Indie), Voda pro injekce (Braun, Malsugen, Némecko), 1% roztok krystalové
violeti (Sigma — Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), TTC (Sigma — Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA), fyziologicky roztok (Braun, Malsugen, Némecko), kyselina octova
(Sigma — Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

7.1.3 Testované latky

Pro testovani byly vybrany 2 sety nové syntetizovanych latek typu kvartérnich
amoniovych soli. Latky setu A jsou strukturni derivaty substituovaného pyrrolidinu a
latky setu B strukturni derivaty substituovaného piperidinu. Kazdy set obsahuje 5 latek,
které se mezi sebou lisi délkou dlouhého alkylového fetézce navdzaného na kvartérni
dusik. Protiiontem téchto kvartérnich amoniovych soli je bromidovy aniont. Standardy
k porovnani antibakteridlni aktivity byly pyridinium bromidy (1-Ci2-16) a benzalkonium
bromidy (2-Ci2-16) 0 délce alkylovych fetézct 12, 14 a 16 uhlikd. Tabulka ¢.1 udava dale
pouzivané oznaceni testovanych latek s odpovidajicim strukturnim rysem a poctem

uhlika v alkylovém fetézci.
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Tabulka 1 — Testované latky

Oznaceni Sumarni vzorec Délka alkylového Clog P
fetézce
Al10 Ci5H3BrNO 10 -0.723
Al2 C17H36BrNO 12 0.166
Al4 C19H40BrNO 14 1.056
Al6 C21H44BrNO 16 1.954
Al8 C23H43BrNO 18 2.834
B10 C17H36BrNO 10 -0,202
B12 C19H40BrNO 12 0.687
B14 C21H44BrNO 14 1.576
B16 C23H43BrNO 16 2.466
B18 C25H52BI‘NO 18 3.354
1-Cl12 C17H30NBI‘ 12 1.693
1-Cl4 Ci9H34NBr 14 2.582
1-Cl16 C21H33NBr 16 3471
2-Cl12 C21H33NBr 12 2.633
2-Cl4 C23H42NBI‘ 14 3.522
2-Cl16 C25H46NBI‘ 16 4411

A — alkylderivaty substituovaného pyrrolidinu; B — alkyderivaty substituovaného piperidinu;
1 — C12-16 — alkylpyridinium bromidy; 2 — C12-16 — benzalkonium bromidy; ClogP —
kalkulovany log P

7.1.3.1  Priprava testovanych latek

Kazda ztestovanych latek byla navdzena a rozpuSténa v pfisluSném objemu
DMSO, tak aby vysledna koncentrace byla 0,05 M, tedy 100x vy$§i nez nejvyssi

testovana koncentrace. Roztok byl nasledné ditkkladné promichan na vortexu.

Pro vypocet objemu DMSO byla pouZita nasledujici rovnice:

VDMSO = m =xIDMSO - 106 =X ‘H.I DMSO

m............ navazka [g]
M............ molarni hmotnost
[ prvni testovana koncentrace = 500 pmol/l = 0,0005 mol/I

Do sterilni zkumavky bylo napipetovano 3,96 ml riistového média a 40 ul testované
latky rozpusténé v DMSO. Takto doslo ke stondsobnému fedéni plivodniho roztoku a
byla ziskdna nejvysSi testovand koncentrace latky, pficemz koncentrace DMSO ve

finadlnim roztoku odpovida 1 %. Obsah zkumavky byl peclivé promichan na vortexu,
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roztok byl zkontrolovan, zda se nevysrdzel. Pokud ano, byl pfidan dalSi ekvivalent

rastového média.

7.1.4 Bakterialni kmeny

Vramci testovani byl vyuzit set osmi bakteridlnich kment. Jedna se o
nozokominalni patogeny izolované z pacienti FNHK. Ctyfi z nich patii mezi G + a &tyfi

mezi G — bakterie. VSechny kmeny s pfislusnymi zkratkami jsou uvedené nize.
Gramnegativni bakterie (G -):

Escherichia coli (ESCO)

Klebsiella pneumoniae (KLPN -)

Klebsiella pneumoniae, produkujici Sirokospektré f — laktamazy (KLPN +)
multirezistentni Pseudomonas aeruginosa (PSAE MR)

Gram pozitivni bakterie (G+):

Staphylococcus aureus (STAU)

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Staphylococcus epidermidis (STEP)

Vankomycin-rezistentni Enterococcus (VRE)

7.2  Metodika

7.2.1 Mikrodilu¢ni bujonova metoda
7.2.1.1 Priprava bakteridlnich suspenzi

Nejdtive byly pfipraveny sterilni zkumavky, které byly popsany nazvy testovanych
kmeni. Z narostlych kultur danych bakterii byla odebrana mala cast kolonie a ta byla

resuspendovana ve 3 ml injek¢ni vody. Vysledna suspenze byla promichdna na vortexu,
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nasledné byla promé&fena jeji optickd denzita, bakterialni suspenze by méla odpovidat 0,5

stupn¢ McFarlandovy stupnice.

7.2.1.2 Testovani

Z pripraven¢ho zasobniho roztoku bylo asepticky ptfeneseno 200 pul do vSech
prvnich jamek desticky. Do druhych a tietich jamek vSech fadkt bylo pteneseno 100 pl.
Dale bylo ptipraveno Mueller — Hintonovo médium s I % DMSO. 100 pl média bylo
asepticky napipetovano multikandlovou pipetou do 2.-11. jamky vSech tadka
mikrotitracni desticky. Do posledni 12. jamky bylo napipetovano 200 ul, tyto jamky
fungovaly jako kontroly riistu. Dale byl obsah druhého sloupce promichan. Nasledné byl
promichan treti sloupec, z tohoto sloupce bylo pieneseno 100 ul do sloupce cCislo 4. Zde
byl obsah opét promichan a opét bylo pteneseno 100 pl do nésledujiciho sloupce. Timto
zpisobem se postupovalo az k 11. sloupci. Z tohoto sloupce bylo po promichéni 100 pl
odstranéno. Poté byly doplnény vSechny jamky sloupct 3 — 11 100 pl média s 1 %

DMSO. Tim vznikla dvojkova fedici fada testované latky.

Do pripravené desticky bylo do kazdé jamky jednoho tadku napipetovano 10 pl

ptipravené bakteridlni suspenze. Jeden fadek pftislusel jednomu bakteridlnimu kmenu.

Takto pfipravend mikrotitracni destiCka byla piekryta vickem a inkubovéna

v termostatu pii 35 £ 1 °C.

Pro stanoveni minimalni baktericidni koncentrace (MBC) byla druhy den
pfipravena nova desti¢ka, do které bylo napipetovano 200 pl média a poté 10 pl obsahu
z prvni desticky do odpovidajici jamky na nové desticce, kterd byla inkubovéana 24 hodin.

Obe¢ desticky jsou dalsi 24 hodin inkubovany v termostatu pii 35 £ 1 °C.

7.2.1.3 Vyhodnoceni

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla odectena po 24 hodinach a nasledné

po 48 hodinéach inkubace v termostatu. K odecteni hodnot byl vyuzit spektrofotometr, kde

cvwr

zamezila ristu bakterie. Obdobné byla stanovena 1 MBC z odpovidajici mikrotitracni

desticky po 24 hodinach inkubace.
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7.2.2 Biofilmova metodika s vyuZitim krystalové violeti

Pro tuto metodu byl vyuzit pouze bakteridlni kmen STAU. Do pfipravené
mikrotitracni desticky bylo do prvniho sloupecku napipetovano 200 pl Cistého média
Miiller-Hinton (M-H), tento sloupec slouzi pro kontrolu sterility. Do sloupecku ¢islo 12
byla napipetovano 200 pl média M-H s 1 % DMSO s bakteridlnim kmenem, v naSem
ptipad¢ STAU, podobn¢ jako prvni slouzi tento sloupec ke kontrole, tentokrat ale rtstu.
V sloupeccich 2. — 11. bylo provedeno sériové fedéni antimikrobnich latek. Do druhého
sloupecku bylo napipetovano 200 pl zasobniho roztoku latky, to je 990 ul média M-H
s 10 ul antimikrobni latky. Ve 3. a 4. sloupecku bylo napipetovano 100 pl média M-H
s latkou. Do 4. — 11. jamky bylo napipetovano 100 ul média M-H s DMSO. Ctvrta jamka
byla promichéna a 100 pl bylo pfeneseno do vedlejsiho sloupecku. Timto zplisobem se
pokracovalo az k 11 sloupci. Odtud bylo odebrano 100 pl a pfeneseno do odpadu.
Sloupce 3—11 byly doplnény 100 pl média M-H s 1 % DMSO.

Bakterialni suspenze STAU byla pfipravena stejnym zptisobem jako u stanoveni
MIC. Do kazdé jamky 2.—12. sloupce bylo pfidano 10 pl této suspenze. Pfipravena
desticka byla inkubovéana 24 hodin v termostatu pii 35 °C.

Naésledujici den, po uplynuti doby inkubace, byl obsah desticky vylit do odpadni
nadoby, nasledné¢ byla desticka ponoiena do nadoby s oplachovym fyziologickym
roztokem. Dale byla vyklepana do buni€iny, a jesté¢ jednou oplachnuta. Do vSech jamek
bylo pfidano 220 pl 0,1% krystalové violeti. Ta byla pfipravena smichanim 2,5 ml 1%
violeti do 22,5 ml vody. Desticka byla inkubovana pii pokojové teploté 15 minut. Poté
byla oplachnuta 3 — 4x ve fyziologickém roztoku a vyklepana do buni¢iny a nechéana
uschnout. Nasledné bylo pfidano 220 ul 30 % kyseliny octové. Nasledovala dalsi

inkubace 10—15 minut.

7.2.3 Biofilmova metoda s vyuzitim TTC

Ptiprava desticky s bakteridlni suspenzi je zde stejna jako u stanoveni s krystalovou
violeti.

Druhy den po inkubaci byl obsah desticky vylit do odpadni nddoby, desticka byla
nasledné ponofena do nadoby s oplachovym fyziologickym roztokem a voda z desti¢ky
byla vyklepana do buniciny, oplach byl jesté jednou zopakovéan. Dale bylo do vSech

jamek napipetovano 225 pl média M-H. Desticka byla zakryta a zalepena parafilmem,
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aby nedoslo k vyliti ¢i ke kontaminaci a byla ultrazvukovana 5 minut. Po ultrazvuku bylo
pfidana 25 pl 1 % TTC. Poté prob&hla 5-7hodinovéa inkubace pii 37 °C ve tmé. Po
inkubaci bylo 200 pul pfesunuto do nové desticky.

7.2.4 Vyhodnoceni biofilmové metodiky

Vyhodnoceni biofilmové metodiky s krystalovou violeti bylo provedeno

spektrofotometricky pii vinové délce 550-570 nm.

U metodiky s TTC probihalo vyhodnoceni na spektrofotometru, kde byla desticka
promé&fovana pii 405, 450, 490 a 540 nm. Jako blank zde bylo pouzito médium M-H bez
bakterii s TTC.
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8. VYSLEDKY

8.1 Stanoveni antimikrobni aktivity pomoci mikrodilucni
bujonové metody

Mikrodilu¢ni bujénovou metodou bylo dohromady testovano 16 latek, ztoho 6
standardd, pro stanoveni MIC a MBC. 10 latek bylo nové pfipravenych a jejich G¢innost
byla srovnéna se strukturné odpovidajicimi standardy typu benzalkonia a pyridinia bézné

pouzivanymi v praxi.

Latky byly rozdéleny do dvou skupin dle struktury. Kazdy set obsahoval 5 derivata
s odliSnou délkou alkylového fetézce (deseti, dvandcti, Ctrnicti, Sestndcti a osmndcti
uhliky). Prvni set latek (skupina A) je odvozena od struktury pyrrolidinu. Druhy set

(skupina B) je odvozena od struktury piperidinu.

Tabulky 2 a 3 uvadi odec¢tené hodnoty ¢i rozmezi hodnot MIC po 24 a 48 hodinach
a MBC po 48 hodinach v pumol/l u vybranych kment bakterii. Hodnoty >500 znamenaji,
ze v daném rozmezi koncentraci nema testovand latka na bakterii inhibi¢ni Ucinek.
Tabulka 4 pak uvadi hodnoty MIC a MBC méfené stejnou metodikou pro standardni
latky skupiny 1 (pyridiniové sole) a skupiny 2 (benzalkoniové sole).
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Tabulka 2 — Vysledné hodnoty MIC a MBC u prvniho setu latek (alkylderivaty

substituovaného pyrrolidinu)

Set 1 [pmol/1] | A10 Al2 Al4 Al6 Al8
STAU MIC 24 | 250 15,63 1,95-3,91 1,95-7,81 0,98
MIC 48 | 250 62,5 3,91 1,95-7,81 0,98-1,95
MBC >500 62,5 15,63-31,25 31,25 3,91-7,81
MRSA MIC 24 | >500 62,5 7,81-15,63 0,98-1,95 3,91-7,81
MIC 48 | >500 62,5 7,81-15,63 1,95 3,91-7,81
MBC >500 125 15,63-31,25 15,63-31,25 15,63
STEP MIC 24 | 500 31,25 7,81-15,63 0,49-1,95 1,95-3,91
MIC 48 | >500 62,5 7,81-15,63 1,95-3,91 1,95-3,91
MBC >500 125 31,25 15,63 7,81
VRE MIC 24 | 7,81 0,98 0,49-7,81 >250 0,25
MIC 48 | >500 125 7,81-31,25 1,95-3,91 0,49
MBC >500 125 7,81-31,25 1,95-31,25 1,95-7,81
ESCO MIC 24 | >500 500 31,25 7,81 15,63
MIC 48 | >500 500 31,25 7,81 15,63-31,25
MBC >500 500 31,25-62,5 15,63 31,25
KLPN - MIC 24 | >500 250 31,25-62,5 7,81-31,25 15,63-62,5
MIC 48 | >500 500 31,25-62,5 7,81-31,25 15,63-62,5
MBC >500 500 62,5-125 31,25 15,63-62,5
KLPN+ | MIC24 | >500 >500 31,25-62,5 15,63 15,63
MIC 48 | >500 >500 62,5 31,25 31,25
MBC >500 >500 62,5 31,25-62,5 31,25
PSAE MIC 24 | >500 500 250 250 >125
MIC 48 | >500 500 250 250 >125
MBC >500 500 250 250 >125

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; STAU —
Staphylococcus aureus; MRSA — Methicilin-rezistentni  Staphylococcus aureus; STEP —
Staphylococcus epidermidis; VRE — Vankomycin-rezistentni Enterococcus; ESCO — Escherichia
coli; KLPN- — Klebsiella pneumoniae; KLPN+ — Klebsiella pneumoniae, produkujici
Sirokospektré f — laktamazy; PSAE MR — multirezistentni Pseudomonas aeruginosa

30



Tabulka 3 - Vysledné hodnoty MIC a
substituovaného piperidinu)

MBC u druhého setu latek (alkyderivaty

Set 2 [pmol/1] | B10 B12 B14 B16 B18
STAU MIC 24 | >500 125 3,91-7,81 1,95-3,91 1,95
MIC 48 | >500 125 7,81 1,95-3,91 3,91
MBC >500 125 7,81-15,63 1,95-3,91 3,91
MRSA MIC 24 | >500 125 7,81-15,63 1,95-3,91 1,95
MIC 48 | >500 125 7,81-15,63 1,95-3,91 3,91
MBC >500 125 15,63-31,25 7,81-15,63 3,91
STEP MIC 24 | >500 125 7,81 0,98-1,95 3,91
MIC 48 | >500 125 7,81 1,95-3,91 3,91
MBC >500 125 62,5125 1,95-3,91 7,81
VRE MIC 24 | >500 62,5 7,81 3,91 15,63
MIC 48 | 7,81 62,5 7,81 3,91 15,63
MBC >500 62,5 31,25 7,81 15,63
ESCO MIC 24 | >500 500 62,5 15,63-31,25 31,25
MIC 48 | >500 500 62,5 15,63-31,25 31,25
MBC >500 500 62,5 31,25 31,25
KLPN - MIC 24 | >500 >500 125-250 31,25-62,5 125
MIC 48 | >500 >500 125-250 31,25-62,5 125
MBC >500 >500 125-250 31,25-62,5 125
KLPN+ | MIC24 | >500 >500 250-500 31,25-62,5 62,5
MIC 48 | >500 >500 250-500 62,5 62,5
MBC >500 >500 250-500 62,5-125 250
PSAE MIC 24 | >500 >500 500 >250 >250
MIC 48 | >500 >500 500 >250 >250
MBC >500 >500 500 >250 >250

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; STAU —
Staphylococcus aureus; MRSA — Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus; STEP —
Staphylococcus epidermidis; VRE — Vankomycin-rezistentni Enterococcus; ESCO — Escherichia
coli; KLPN- — Klebsiella pneumoniae; KLPN+ — Klebsiella pneumoniae, produkujici
Sirokospektré B — laktamazy; PSAE MR — multirezistentni Pseudomonas aeruginosa
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Tabulka 4 — Vysledné hodnoty MIC a MBC u standarda

Standardy | [umol/l] | 1-C12 | 1-C14 | 1-Cl6 |2-Cl12 2-Cl4 2-Cl16
STAU MIC 24 | 7,81 1,95 0,49 1,95 0,98 0,98
MIC 48 | 15,63 1,95 0,98 1,95 0,98-1,95 0,98
MBC 31,25 3,91 1,95 1,95 0,98-1,95 1,95
MRSA MIC 24 | 7,81 3,91 7,81 15,63 3,91 3,91
MIC 48 | 15,63 3,91 15,63 15,63 3,91 7,81
MBC 31,25 7,81 15,63 15,63 3,91 7,81
STEP MIC 24 | 31,25 3,91 3,91 15,63 0,98-1,95 1,95-3,91
MIC 48 | 62,5 3,91 3,91 15,63 1,95 1,95-3,91
MBC 62,5 3,91 3,91 15,63 1,95 1,95-7,81
VRE MIC 24 | 0,98 7,81 7,81 31,25 3,91 15,63
MIC 48 | 3,91 7,81 7,81 31,25 3,91 15,63
MBC 31,25 7,81 7,81 31,25 7,81 15,63
ESCO MIC 24 | 62,5 15,63 7,81 15,63 7,81 31,25
MIC 48 | 62,5 15,63 7,81 15,36 7,81 62,5
MBC 125 15,63 7,81 15,63 7,81 62,5
KLPN - MIC 24 | 125 31,25 15,63 7,81 15,63 62,5
MIC 48 | 125 31,25 15,63 7,81 15,63 62,5
MBC 250 31,25 31,25 7,81 15,63 62,5
KLPN+ | MIC24 | 125 31,25 15,63 15,63 7,81 62,5
MIC 48 | 125 62,5 15,63 15,63 7,81 62,5
MBC 125 250 15,63 15,63 7,81 62,5-125
PSAE MIC 24 | 500 500 >250 250 7,81-31,25 7,81-125
MIC 48 | 500 500 >250 250 -500 15,63-31,25 | 125
MBC 500 500 >250 250 -500 15,63-31,25 | 125-250

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; STAU —
Staphylococcus aureus; MRSA — Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus; STEP —
Staphylococcus epidermidis; VRE — Vankomycin-rezistentni Enterococcus; ESCO — Escherichia
coli;, KLPN- — Klebsiella pneumoniae, KLPN+ — Klebsiella pneumoniae, produkujici

Sirokospektré [ — laktamazy; PSAE MR — multirezistentni Pseudomonas aeruginosa
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Z vyse uvedenych tabulek Ize vycist, Ze na inhibici STAU nejlépe plsobila latka A18, na
MRSA latka A16, STEP Al16, A18, B16, B18, na VRE A18, ESCO A16, KLPN - Al6,
KLPN " Al6, Al8, na PSAE Al4, A16. Pro piehlednéjsi porovnani jsou neu¢inn&jsi
latky spolu se standardy zobrazeny v grafech 1 az 4. Graf 1 zahrnuje srovnani hodnot
MIC u vybranych nejucinnéjsich latek s obéma skupinami standardii pro grampozitivni
bakterie. Graf 2 je pak pro gramnegativni bakterie. Grafy 3 a 4 porovnavaji analogicky

hodnoty MBC u grampozitivnich bakterii (graf 3) a gramnegativnich bakterii (graf 4).

Graf 1 — Srovnani hodnot MIC testovanych latek a standard u grampozitivnich bakterii

Hodnoty MIC grampozitivnich bakterii
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Bakteridni kmeny
mAl14 mAlG A18 B14 HB16 mB18

m1-C12 m1-C14 wm1-Cl6 m2-C12 m2-C14 m2-C16

A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; STAU — Staphylococcus aureus;
MRSA — Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus; STEP — Staphylococcus epidermidis;
VRE - Vankomycin-rezistentni Enterococcus
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Graf 2 — Srovnani hodnot MIC testovanych latek a standardi u gramnegativnich bakterii

Hodnoty MIC gramnegativnich bakterii
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A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, ESCO — Escherichia coli; KLPN- —
Klebsiella pneumoniae; KLPN+ — Klebsiella pneumoniae, produkujici Sirokospektré [ —
laktamazy; PSAE MR — multirezistentni Pseudomonas aeruginosa

Graf 3 — Srovnani hodnot MBC testovanych latek a standardli u grampozitivnich bakterii

Hodnoty MBC grampozitivnich bakterii
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A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; STAU — Staphylococcus aureus;
MRSA — Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus; STEP — Staphylococcus epidermidis;
VRE — Vankomycin-rezistentni Enterococcus
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Graf 4 — Srovnani hodnot MBC testovanych latek a standardii u gramnegativni bakterii

Hodnoty MBC gramnegativnich bakterii
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A
A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; ESCO — Escherichia coli; KLPN-
— Klebsiella pneumoniae; KLPN+ — Klebsiella pneumoniae, produkujici Sirokospektré B —
laktamézy; PSAE MR — multirezistentni Pseudomonas aeruginosa
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8.2  Stanoveni antibiofilmové aktivity pomoci krystalové
violeti

Pii této metodé¢ byl pozorovan narGst biofilmu bakteridlntho kmene STAU.
Nameétené hodnoty absorbanci pozitivnich kontrol byly pfiliS nizké pro ptipadné
stanoveni minimalni biofilm inhibujici koncentrace (MBIC). Vysledky zde proto nejsou

uvedeny.

8.3  Stanoveni antibiofilmové aktivity pomoci TTC

Pti této metod€ byla hodnocena antibiofilmova aktivita za pouziti metody s TTC,
na biofilm vytvofeny STAU. V tabulce 5 nize jsou vynesené vysledky z méteni MBIC,
meéfena v umol/l. Jsou zde vyneseny hodnoty 4 latek a 4 standardi se stejn¢ dlouhym
alkylovym fetézcem, které byly vybrany na zékladé vysledku z mikrodiluéni bujonové

metody.

Tabulka 5 — Hodnoty MBIC za pouziti TTC assay

MBIC [umol/l] VInova délka (nm)

Oznaceni latek | 405 nm 450 nm 490 nm 540 nm
Al4 0,98 0,49-3,91 0,98-3,91 0,98

B14 3,91 1,95-3,91 3,91 1,95-3,91
Al6 3,91-15,63 0,49-3,91 1,95-3,91 1,95-3,91
B16 7,81-15,63 0,98-3,91 3,91-7,81 3,91-7,81
1-C14 15,63 0,98-3,91 3,91 3,91
2-C14 15,63-31,25 0,98-1,95 1,95-3,91 1,95-3,91
1-C16 0,98 0,49-0,98 0,98 0,98
2-C16 1,95-7,81 0,98-1,95 1,95 1,95-3,91
P(T<=t) 0,00033 0,00019 0,00071 0,00048

A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MBIC — minimalni biofilm inhibujici koncentrace; TTC assay — stanoveni

narostlého biofilmu pomoci barviva; P(T<=t) — dvouvybérovy F a t-test pro stanoveni rozptylu
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Byl sledovan nartst bakteridlniho biofilmu kmene STAU a zéaroven biofilm inhibujici
potencial testovanych latek. Cerveny formazan vznikajici vramci bakterialniho
metabolismu umozioval stanoveni narostlého biofilmu.

Pro stanoveni byly pouzity 4 riizné vinové délky uvadeéné v literatuie [21]. Hodnoty
pozitivnich a negativnich kontrol byly statisticky zhodnoceny pomoci dvouvybérového F-
testu pro rozptyl a dvouvybérového t-testu s rovnosti (vysledky namétené pii vinovych
délkach 405 a 450nm) ¢i nerovnosti (vysledky naméfené pii vinovych délkach 490 a
540nm) rozptyll s hladinou vyznamnosti 5 %. VSechny ¢tyfi vlnové délky bylo mozné
pouzit pro stanoveni minimalni biofilm inhibujici koncentrace (MBIC).

Pro kvantifikaci narostlého biofilmu jsme porovnali mnozstvi vzniklého formazanu
u pozitivni kontroly (narostly biofilm bez testované latky) s bakterialni suspenzi o zndmé
CFU/ml. CFU/ml narostlého biofilmu tak odpovidalo cca 108,

V grafu €. 5 je pro ptehlednost shrnuta aktivita vybranych testovanych latek proti
biofilmu bakteridlniho kmenu Staphylococcus aureus. Hodnoty MBIC byly odecteny po
24hodinové expozici biofilmu testovanym latkam. V grafu jsou uvedeny primérné
hodnoty MBIC stanovené pfi uvedenych VanV}'ICh délkach. Hodnoty jsou uvedené

Vv

MBIC.

Graf 5 — Hodnoty MBIC testovanych latek
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A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MBIC — minimalni biofilm inhibujici koncentrace
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V grafu 6 jsou porovnavany hodnoty MIC, které byly méteny pfti vinové délce 600 nm a
MBIC, métené pii vinové délce 540 nm pro kmen Staphylococcus aureus u vybranych
latek a standarda.

Graf 6 — Porovnani hodnot MIC a MBIC u Staphylococcus aureus

PorovnaniMICa MBICSTAU
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Koncentrace [pmol/7]
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Testovane latky

EMIC B MBIC

A — derivaty pyrrolidinu; B — derivaty piperidinu; 1 — standardy typu pyridinia; 2 — standardy
typu benzalkonia; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBIC — minimalni biofilm inhibujici
koncentrace
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9. DISKUSE

Na zéklad¢ stanovenych cili byly testovany nové syntetizované antimikrobidlni
latky odvozené od kvarternich amoniovych soli na vybrané bakterialni kmeny. Uéinnost
jednotlivych latek byla hodnocena pomoci stanovenych hodnot MIC a MBC k
testovanym kmentim. Dale byla hodnocena antimikrobni aktivita na biofilm vytvofeny
bakteridlnim kmenem STAU. Léatky testované na MBIC byly vybirdny na zaklad¢
predchozich vysledki méfeni MIC, vybrany byly ty nejacinnéjsi.

9.1 Zavislost ucinku na strukture

Antimikrobni t¢inek byl hodnocen na zakladé¢ hodnot MIC a MBC. Obecnym
pravidlem bylo porovnani jednotlivych inhibi¢nich a baktericidnich koncentraci
jednotlivych latek. Nizs$i koncentrace znaci vysSi ucinnost vi€i testovanému kmeni,

jelikoZ je pro dany ucinek dostacujici niz8i koncentrace latky.

Nejnizsi G€innost mély latky s kratkymi alkylovymi fetézci, tedy A10, A12, B10 a
B12. Stanovené hodnoty MIC byly casto vyssi nez nejvyssi testovand koncentrace,
pripadné byly stanovené koncentrace znatelné vyssi nez u latek s delSimi alkylovymi

tetézci. Tyto latky nejsou uvedeny v grafech, pouze v tabulce €. 1.

Nejvyssi ucinnost vykazovaly latky s delSimi alkylovymi fetézci, jedna se o latky
Al4, Al6, Al18, Bl4, B16 a B18. Obecné byla pozorovana vysSi Uc€innost proti
grampozitivnim bakteriim, k nimZ patfi kmeny STAU, MRSA, STEP a VRE. U gram
negativnich kmenti byla aktivita latek niz$i ve srovnani s kmeny G, ale i tak byla
ucinnost téchto latek dostateCnd pro inhibici G~ bakterii. Pouze v pfipadé PSAE toto
tvrzeni neplati, na tento bakteridlni kmen ucinkovaly pouze latky Al4, A16 a Bl4.
Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze testované latky s delSimi alkylovymi fetézci jsou
ucinnéjsi. S ohledem na klesajici rozpustnost latek s nartistajicim alkylovym fetézcem lze
vyzdvihnout piedev§im Ctrnacti a Sestnacti uhlikaté latky pro jejich relativné dobrou
ucinnost a zaroven rozpustnost. Pfi porovndni s namétenymi standardy byly v n€kolika
pfipadech uCinky nékterych latek lepsi nebo srovnatelné, ale nelze zde pozorovat

souvislost v u¢innosti a délce alkylového fetézce mezi latkami a standardy.
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Nameétené baktericidni koncentrace korelovaly s koncentracemi inhibi¢nimi a
nelisily se o vice nez 2 fedéni ve dvojkové koncentracni fadé. Proto 1ze vSechny testované

latky povazovat rovnéz za baktericidni.

Porovname-li tedy celkové latky se stejn¢ dlouhymi fetézci z riiznych setl zjistime,
ze latky ze setu A, které jsou odvozené od pyrrolidinu, jsou G¢innéjsi nez latky odvozené
od piperidinu, ktery je v latkach setu B. U standardii jsou ucinngj$i 12-ti a 14-ti uhlikaté

derivaty benzalkonia a naopak 16-ti uhlikaty derivat pyridinia.

Existuje mnoho studii zabyvajicich se podobnou tématikou. VSeobecné je
prijimano, ze u¢innost QAS je zavisla na rozsahu délky alkylového fetézce. Obecné jsou
proti mikrobiim uc¢inné&jsi ty, které maji 10 a vice uhlikld v fetézci, ale zaroven neni
vhodné mit vice nez 18ti uhlikaty alkylovy fetézec, zejména kviili obtizné rozpustnosti ve
vodnych roztocich. Pfi porovnani s nasimi latkami lze pozorovat srovnatelny tcinek 16ti
uhlikatych latek na grampozitivni bakterie. Kratsi fetézce pak dle studii podporuji ¢inek

spiSe proti grampozitivnim bakteriim [32-33].

V nasem meéfeni je také mozné videét vySsi ucinnost u latek s delSim alkylovym
fetézcem. AvSak nam se osvédcili latky s 14ti az 18ti uhlikatymi fetézci. Na rozdil od
vyse zminéné studie byla ucinnost viici grampozitivnim bakteriim lep$i spise u 16ti a 18ti
uhlikatych latek. S ucinnosti proti gramnegativnim bakteriim muzeme souhlasit s 16ti
uhlikatymi latkami, jak jiz bylo zminéno. Jedinou vyjimkou je Pseudomonas aeruginosa

v

multirezistentni, kde byla nejucinnéjsi latka s 14ti uhlikatym fetézcem.

Vysvétleni rozdilné ucinnosti riznych QAS na rozdilné bakteridlni kmeny je
pravdépodobné v rozdilnosti slozeni lipidl v plazmatické membrané bakterii, dale zalezi
na bunécném cyklu a v neposledni fad€ na faktorech prostiedi, jak je popsdno v literatute

[32-33].

Na zéklad€ porovnani hodnot MIC (stanovenych pro kmen STAU) a MBIC pro
jednotlivé testované latky, lze fict, Ze pro boj s biofilmem jsou nutné koncentrace pouze
zhruba 3krat vys$si, nez u planktonni formy bakterii avSak neplati to pro prvni tii
testované latky, kde byla namétena nizs$i hodnota MBIC nez MIC, coz by znamenalo, ze
latky efektivnéji zabranuji tvorbé biofilmu nez je jejich U€innost na planktonni formu.
V ostatnich ptipadech vcetné standardi bylo vzdy tfeba vyssi koncentraci latky pro

inhibici rGstu biofilmu nez planktonni formy. Ve vétSiné publikaci je uvadéno, ze
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biofilmova forma mulze byt az 1000krat odolnégjsi, avSak vétSinou se to vztahuje na
eradikaci jiz narostlého biofilmu, kdy antimikrobni ldtka musi proniknout az do nitra
narostlého biofilmu [34-35]. Pii nasem méteni tomu tak nebylo. Jelikoz jsme pozorovali
pouze schopnost latek inhibovat riist biofilmu, dalo se predpokladat, Zze hodnoty MBIC

nebudou vyrazné vyssi nez naméiené hodnoty MIC.

Stanoveni MBIC pomoci krystalové violeti nebylo mozné pravdépodobné z divodu
nedostate¢né narostlého biofilmu. N4s biofilm obsahoval pouze 10® CFU/ml bakterii, coz
je na biofilm malo a tato metoda je nejspi§ méné citliva. Ukézalo se, ze biofilm kmene
Staphylococcus aureus roste pomalu, a 24hodinova inkubace nestacila pro narist
dostate¢nd mohutného biofilmu. Re§enim tohoto problému by mohla byt deldi doba
inkubace, ptipadné zvolit jiné kultivaéni médium, ve kterém by se bakterie 1épe a rychleji

pomnoZila.

9.2  Zavislost ucinku na lipofilité

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze lipofilngjsi latky, tedy latky s vysSim CLogP,
jsou ucinngjsi oproti latkam, spiSe hydrofilnéjSim. Je evidentni, Ze s rostouci délkou
alkylového fetézce roste lipofilita a zaroven 1 u¢innost do urcité délky fetézce, kde pak uz
narazime na testovatelnost latek z divodu rozpustnosti. Podobné vysledky popisuji 1 dalsi
publikace, kde je jest¢ popsan vliv lipofility. Zasadni roli vzdy hraje dlouhy alkylovy
fetézec, ptipadné jejich pocet. Vliv hydrofilniho zakladu molekuly neni tak zasadni [32].

v

V setu A byly nejucinngjsi latky, které méli 16 nebo 18 uhlikt v alkylovém fetézci.
U STAU, VRE a KLPN + bylo u MIC, tak u MBC A18, kter4 byla i nejlipofilné;si ze
setu A. U dalSich kmenl byla nejucinnéjsi A16, ktera byla také velmi lipofilni. Rozdil
v uéinnosti mezi A16 a A18 nebyl tak velky. Jedinou vyjimku tvoii PSAE, kde byla
ucinna A16 a Al4.

U setu B to vypadd velmi podobné¢ s tim, ze B18 ucinkovalo na STAU a MRSA.
A16 na STEP, VRE, ESCO, KLPN ~a KLPN . Opét zde plati, ze rozdil mezi u¢innou
koncentraci téchto latek neni velky. Vyjimku tvoii zase PSAE, kde ucinna byla pouze

latka B14.
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Lipofilita ma tedy evidentni vliv na mechanismus interakce mezi t€innou latkou a
bakteridlni st€nou. Kladny ndboj nachazejici se na kvarternim atomu dusiku a dlouhy
fetézec pak ovliviluji organizaci komplementu bakteridlnich membran. Membrany maji
na povrchu zaporn¢ nabité lipidy, ty nasledné¢ QAS piitahuji k sobé a zptisobuji jejich

shlukovani. U¢inngjsi tak mohou byt latky s rozvétvengjsim boénim fetézcem [36].
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10. ZAVER

Pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody byla zméfena MIC a MBC u novych latek a
priloZzenych standardii. Dohromady bylo testovano 10 novych antimikrobnich latek. Ty
byly rozdéleny na dva sety (A a B), podle toho, zda byly odvozeny od pyrrolidinu nebo

piperidinu. Jejich G¢innost byla porovnavana s 6 standardy.

Obecné lze tict, ze testované latky méli vyssi i€innost na grampozitivni bakterialni
kmeny. V porovnani se standardy latka A14 méla vyssi G€innost v MBC nez pfislusny
standard, zeyjména na KLPN + a PSAE. Dale tomu tak bylo u latky B16, kde baktericidni
ucinek latky byl vyssi neZz u standardu, a to u bakterii STEP, VRE a ESCO. Na ostatni

bakterialni kmeny byly latky vétSinou stejné ucinné jako standardy, nebo méng.

Latky s nejvétsi ucinnosti meli alkylovy fetézec o délce 16 a 18 uhlikovych atomi,
jedinou vyjimkou byla Pseudomonadas aeruginosa, na kterou nejlépe ucinkovaly latky o

délce 14 uhlikovych atom v fetézci.

Pii pozorovani ucinnosti MBIC vybranych latek na narostly biofilm kmene
Staphylococcus aureus, byly pouZity 2 metody, za pomoci krystalové violeti a druha za
pomoci tetrazolinové soli (TTC). Byly testovany latky Al4, Al6, B14, B16 a jim
odpovidajici standardy. Metoda s krystalovou violeti nefungovala, pravdépodobné proto,

ze nebyl dostate¢né narostli biofilm a nemohla reagovat v plném rozsahu.

Metoda s TTC vysla 1épe. Nejlepsi vysledky byly pfi vinové délce 490 a 540 nm.
Pii téchto vlnovych délkach bylo moZzné pozorovat inhibici ristu biofilmu a stanovit tak
MBIC u vSech testovanych latek. Pfi porovnani s hodnotami MIC ziskanymi

mikrodilu¢ni bujonovou metodou nebyl pozorovéan vyrazny rozdil.
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11. POUZITE ZKRATKY

BHI
CFU
CLSM
CRA
CvV
DNA
DMSO
ESCO
EPS
FISH
FNHK
GFP

G+

KLPN —
KLPN +
MBC
MBIC

MIC

MHB
MRSA
PSAE
QAS
rRNA

SEM

Brain Heart Infusion

Colony Forming Units

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
Konzsky Cerveny agar

Krystalova violet’

Deoxyribonukleova kyselina

Dimethyl sulfoxid

Escherichia coli

Polymerni extracelularni matrice
Fluorescencni in situ hybridizace

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
zeleny fluorescencni protein
grampozitivni bakterie

gramnegativni bakterie

Klebsiella pneumonie ESBL-

Klebsiella pneumonie ESBL +

Minimélni baktericidni koncentrace
Minimalni biofilm inhibujici koncentrace
Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton bujén
Methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus
Multirezistentni Pseudomonas aeruginosa
Kvarterni amoniové soli

ribosomalni ribonukleova kyselina

Skenovaci elektronova mikroskopie
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STAU Staphylococcus aureus

STEP Staphylococcus epidermidis

TEM Transmisni elektronova mikroskopie

™ Trubicova metoda

TTC Trifenyl tetrazolium-chlorid

VRE Vancomycin-rezistentni Enterococcus

XXT 2,3-bis- (2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl) -2H —

tetrazolium-5-karboxanilid
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