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ABSTRAKT 

Disertační práce se zabývá testováním antimikrobiální účinnosti nově připravených 

a referenčních látek typu kvartérních amoniových solí (KAS). Nové látky byly připraveny 

v rámci spolupráce s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského 

zdravotnictví Univerzity obrany a Centrem biomedicínského výzkumu Fakultní 

nemocnice Hradec Králové v rámci společných projektů. 

V rámci disertační práce byla stanovena antimikrobiální účinnost na grampozitivních 

(G+) i gramnegativních (G-) bakteriích, v planktonní i biofilmové formě, na sbírkových 

kmenech i klinických izolátech. Základní screening antimikrobiální aktivity byl proveden 

pomocí mikrodiluční bujónové metody. Na modifikované metodice byl zároveň 

pozorován vliv použitého kultivačního média a počáteční bakteriální hustoty na 

stanovení. Pro podrobnější stanovení antimikrobiální aktivity byla úspěšně zavedena 

kvantitativní suspenzní zkouška, kde jsou lépe simulovány podmínky v běžné praxi. 

Antibiofilmová aktivita byla stanovena pomocí úspěšně zavedeného biofilmového 

modelu na bázi Calgary biofilm device. Podrobnější antibiofilmová aktivita byla 

stanovena na nově zavedených pokročilých modelech biofilmu. Zároveň byl v rámci 

testování na biofilmovém modelu E. faecalis prozkoumán potenciál KAS při 

kombinované léčbě s mechanickým laserovým působením.  

Na základě získaných výsledků byl prokázán komplexní antibakteriální účinek 

testovaných KAS na G+ i G- kmenech, včetně vysoce infekčního kmene F. tularensis. 

V rámci sledování vlivu strukturních modifikací molekuly KAS na antimikrobiální aktivitu 

byla prokázána zásadní úloha délky alkylového řetězce v lipofilní části molekuly oproti 

modifikacím na polární hlavě KAS. Kromě délky alkylového řetězce byl sledován i vliv 

přidání druhého alkylového řetězce do struktury. Kromě účinnosti vůči planktonní formě 

bakterií byla podrobně zkoumána i antibiofilmová aktivita. Bylo zjištěno, že testované 

KAS vykazují obecně dobrý biofilmcidní účinek a při výhodné kombinaci s mechanickým 

laserovým působením lze docílit úplné eradikace bakterií i v biofilmové formě. Tento druh 

kombinovaného čištění by si mohl najít uplatnění především v zubním lékařství, kde by 

látky typu KAS mohly nahradit současně používané vysoce iritující dezinfekční agens.  

Výsledky disertační práce byly průběžně publikovány a nově připravené látky 

s nejvyšší účinností byly patentovány pro jejich případné budoucí komerční využití.  

Klíčová slova: kvartérní amoniové soli; dezinfekce; antimikrobiální testování; 

biofilmové modely   



ABSTRACT 

This dissertation thesis deals with the antimicrobial susceptibility testing of newly 

prepared compounds based on quaternary ammonium salts (KAS) and their reference 

standards commonly used in practice. The new compounds were prepared in 

cooperation with the Department of Toxicology and Military Pharmacy of the Faculty of 

Military Health Sciences of the University of Defence and the Biomedical Research 

Centre at the University Hospital Hradec Králové as a part of joint projects. 

The antimicrobial activity was established on gram-positive (G+) and gram-negative 

(G-) bacteria from type culture collections and clinical isolates, in planktonic and biofilm 

form. At first, the basic antimicrobial activity evaluation was performed by using the 

microdilution broth method. Additionally, the modified methodology was used to explore 

the influence of culture broth and initial bacterial density on evaluating the antimicrobial 

activity. Secondly, by using the quantitative suspension test, that better simulates normal 

practice conditions, has been successfully implemented at the department for the 

detailed antimicrobial activity evaluation. Thirdly, the biofilm model based on the Calgary 

Biofilm Device was successfully introduced and optimized for antibiofilm activity testing. 

Detailed antibiofilm activity was also evaluated by advanced biofilm models and the 

potential of combination treatment of selected compounds with laser irritation was 

investigated on the E. faecalis biofilm model. 

Complex antibacterial effect of tested compounds was observed on both G+ and G- 

strains, including the highly infectious F. tularensis strain. The influence of several 

structural modifications of the KAS molecule on antibacterial activity was examined, such 

as related to the alkyl chain length, the addition of a second alkyl chain and the 

modifications of the polar part of the molecule. In addition to the effectiveness against 

the planktonic form of bacteria, the antibiofilm activity was also investigated in detail. The 

tested KAS exhibited generally good antibiofilm activity and, moreover, the combination 

of KAS and laser treatment led to complete biofilm eradication. This kind of combined 

treatment could be advantageous, especially in dentistry, where agents based on KAS 

could replace the highly irritating disinfecting agents which are used nowadays. 

Obtained results were continuously published and the most promising compounds 

have been patented for possible future commercial use. 

Key words: quaternary ammonium salts; disinfection; antimicrobial evaluation; 

biofilm models  
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

AB    Alamar Blue 
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C12   alkylový řetězec obsahující 12 uhlíků 

C14   alkylový řetězec obsahující 14 uhlíků 

C16   alkylový řetězec obsahující 16 uhlíků 

C18   alkylový řetězec obsahující 18 uhlíků 

Ca2+   vápenaté kationty 

C. albicans   Candida albicans 

CBD   Calgary biofilm device 

CBV FNHK Centrum biomedicínského výzkumu, Fakultní nemocnice 

Hradec Králové 

CDHA    kalcium-deficientní hydroxyapatit 

Clog P    vypočítaný logaritmus rozdělovacího koeficientu 

CLSM    konfokální mikroskopie 

CMC   kritická micelární koncentrace 

DDAB   didecyldimethylammonium bromid 

DDMAI 2-dimethyl-2-dodecyl-1-methacryloxyethyl ammonium 

iodine 

DMADDM dimethylaminododecyl methacrylate 

DMAE-CB methacryloxylethyl cetyl ammonium chloride 

DMSO    dimethylsulfoxid 
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E. coli    Escherichia coli 

eDNA    extracelulární deoxyribonukleová kyselina 

E. faecalis   Enterococcus faecalis 

EPS   extracelulární polymerní látky 

ESBL   širokospektré β-laktamázy 

ESCO   Escherichia coli 

Eexp  expected combined effect (předpokládaný výsledek 

kombinované léčby)  

Eobs observed combined effect (pozorovaný výsledek 

kombinované léčby) 

Eob excess over Bliss (rozdíl mezi předpokládaným a 

pozorovaným výsledkem kombinované léčby) 

FACS   fluorescent activated cell sorting (průtoková cytometrie) 

G-     gramnegativní  

G+    grampozitivní 

HA   hydroxyapatit 

HACC   hydroxypropyltrimethyl ammonium chlorid chitosanu 

ICSD   Inorganic Crystal Structure Database 

KAS   kvartérní amoniové soli 

K. pneumoniae   Klebsiella pneumoniae 

KLPN -   Klebsiella pneumoniae 

KLPN + Klebsiella pneumoniae produkující širokospektré  

β-laktamázy 

LVS   live vaccine strain (živý vakcinační kmen) 

Mg2+   hořečnaté kationty 

MDPB   12-methacryloyloxydodecylpyridinium bromide 

MBC   minimální baktericidní koncentrace 

MBEC   minimální biofilm eradikující koncentrace 

MHA   Müeller-Hinton agar 
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MHB   Müeller-Hinton bujón 

MIC   minimální inhibiční koncentrace 

MPC   2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine 

MRSA   meticilin-rezistentní Staphylococcus aureus 

NaOCl   chlornan sodný 

O.D.    optická denzita 

OHHL    N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserin lakton 

P. aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa 

PBS   fosfátový pufr 

PMMA    polymethylmethakrylát 

PMPC   poly-2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine 

PS    plastový povrch (polystyren)  

PSAE MR   multirezistentní Pseudomonas aeruginosa 

QADM   quaternary ammonium dimethacrylate 

QAM quaternary ammonium methacrylate 

QAMA quaternized ethylene glycol dimethacrylate piperazine 

octyl ammonium iodide 

QAMP quaternary ammonium methacrylate polymer 

QQ    quorum quenching 

QS    quorum sensing 

QSI    quorum sensing inhibitory  

S. aureus   Staphylococcus aureus 

SEM    rastrovací elektronový mikroskop 

S. epidermidis   Staphylococcus epidermidis 

SHA    spékaný hydroxyapatit 

SSP   super short pulse (super krátký impulz) 

STAU    Staphylococcus aureus 

STEP    Staphylococcus epidermidis 
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TPGDA   tripropylene glycol diacrylate 

TSA   Trypton-sojový agar 

TSB   Trypton-sojový bujón 

VRE   vankomycin-rezistentní Enterococcus faecium 

XRD   X-ray powder diffraction (rentgenová krystalografie)  
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1. ÚVOD 

Nadužívání antimikrobních látek ve zdravotnictví, zemědělství a potravinářství nebo 

jejich nesprávná likvidace vede dlouhodobě k výraznému nárůstu antimikrobiální 

rezistence. To vyvolává nejen u odborníků, ale i u široké veřejnosti velké obavy, jelikož 

většina oblastí moderní medicíny by bez účinné antimikrobiální léčby nemohla nadále 

fungovat. Již nyní se odhaduje, že nejméně 700 000 lidí každoročně umírá na rezistentní 

infekce a pokud se tento problém nebude řešit, může se dle prognóz toto číslo do roku 

2050 vyšplhat až na 10 milionů.1 Tento celosvětový problém je třeba řešit hledáním 

nových antimikrobiálních látek, které významným způsobem zpomalují nebo úplně 

zastavují šíření nebezpečných nákaz. Jednu z možností popisuje i předložená disertační 

práce, ve které jsou popsány antimikrobní účinky nových látek na bázi kvartérních 

amoniových solí. Významnou součástí práce je rovněž zavedení a popis složitějších 

metodik testování látek mimo jiné na bakteriálním biofilmu. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Kvartérní amoniové soli  

Kvartérní amoniové soli (KAS) byly poprvé připraveny v roce 1890 Menschutkinem 

reakcí terciárních aminů s alkylovými halogenidy.2 Jejich antimikrobiální potenciál byl 

poprvé prokázán v roce 1916 u hexamethylentetraaminu Jacobsem a jeho 

spolupracovníky.3 Z chemického hlediska se jedná o kationtové surfaktanty, které se 

skládají z jednoho kvartérního dusíku nesoucího jeden nebo více hydrofobních 

substituentů.4 Díky jejich širokospektrému antimikrobiálnímu účinku jsou často součástí 

v praxi běžně užívaných antiseptických a dezinfekčních přípravků.5,6 

Základní chemická struktura KAS je tvořená hydrofobní a hydrofilní částí  

(obrázek 1). Pro antimikrobiální aktivitu jsou důležité obě tyto části, kdy hydrofilní kladně 

nabitá část molekuly je schopná interagovat s polárním prostředím a je tak zodpovědná 

za rozpustnost ve vodě a schopnost navázat se na negativně nabitý povrch bakteriální 

stěny. Tato část molekuly je reprezentována kladně nabitým atomem dusíku, který může 

být inkorporovaný do aromatického kruhu nebo se může vyskytovat jako necyklický 

atom, který se kovalentně váže se čtyřmi atomy uhlíku, kde alespoň jeden substituent 

(R) je lipofilní n-alkylový řetězec s různým počtem uhlíků (nejčastěji C8–C18).7–11 Tento 

dlouhý alkylový řetězec reprezentuje hydrofobní část molekuly, která umožňuje 

penetrovat nepolární aglomeráty a ovlivňovat biologické struktury, jako např. membrány, 

receptory a lipidy.12,13 Aniontová část soli je nejčastěji zastoupena chloridem (Cl–) nebo 

bromidem (Br–).14,15 Na základě amfifilního charakteru, který je určen výše popisovanou 

strukturou, jsou KAS považovány za povrchově aktivní látky, neboli tenzidy či 

surfaktanty. Charakteristickou vlastností tenzidů je tvorba micel při překročení kritické 

micelární koncentrace (CMC), která je specifická pro každý tenzid.16 Ve vysoce 

koncentrovaném roztoku se v polárním rozpouštědle uspořádají molekuly tenzidu tak, 

že nepolární (hydrofobní) část vytvoří hydrofobní jádro obalené hydrofilním obalem. 

Tento termodynamicky stabilní sférický agregát stabilizovaný hydrofobními interakcemi 

podporuje rozpouštění hydrofobních komponent membrány (např. lipid A, fosfolipidy 

atd.).17,18 Zároveň mohou micely vytvářet příznivé mikroprostředí a sloužit tak jako 

katalyzátory akcelerující rozklad nežádoucích chemických látek. Z tohoto důvodu jsou 

využívány i jako aktivní složky dekontaminačních směsí.19  
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Obrázek 1 - Struktura kvartérních amoniových solí. 

Hydrofilní část obsahuje kvartérní dusík (N+) a krátké alkylové řetězce, nebo jiné hydrofilní 

substituenty (R). Žlutě je zobrazen dlouhý alkylový řetězec tvořící hydrofobní část. X- představuje 

aniont. Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com. 

 

2.1.1.  Mechanismus účinku  

Biocidní účinek KAS je založen na narušení cytoplazmatické membrány, respektive 

fosfolipidové dvojvrstvy, a následném ovlivnění funkce jaderných kyselin, enzymů nebo 

receptorů. Finálním důsledkem tohoto procesu je řízená buněčná smrt prostřednictvím 

lytických enzymů.5,20 

Mechanismus účinku KAS je podrobně znázorněný na obrázku 2. Molekula KAS 

nejprve penetruje skrz bakteriální stěnu k cytoplazmatické membráně, kde se následně 

naváže pozitivně nabitý kvartérní dusík na hydrofilní část membránových fosfolipidů. 

Kladný náboj KAS tak zároveň nahradí vápenaté kationty (Ca2+) na povrchu membrány, 

které za normální situace stabilizují společně s hořečnatými kationty (Mg2+) negativně 

nabitý povrch bakteriálních membrán. Následně dochází k zanoření hydrofobního 

alkylového řetězce do hydrofobní fosfolipidové vrstvy mikroorganismu, což vede ke 

ztrátě fluidity a segmentaci membrány do shluků až po případné vytržení jednotlivých 

segmentů z této dvojvrstvy a difuzi do okolního prostředí.18 Membrána následně ztrácí 

osmoregulační schopnost, fyziologické funkce a dochází k úniku nízkomolekulárních 

molekul, jako např. ATP. U nižších koncentrací KAS byla taktéž pozorována 

intracelulární degradace proteinů a nukleových kyselin, která vede k narušení 

fyziologických funkcí a uvolnění autolytických enzymů způsobujících lýzi buněčné stěny. 

Finálně dochází ke kompletní ztrátě buněčné integrity.21,22  

Výše popsané specifické interakce ovlivňují selektivitu antimikrobiálního působení 

různých zástupců KAS.23 Obecně jsou ke KAS méně citlivé G- (gramnegativní) bakterie 

oproti G+ (grampozitivním) bakteriím. Hlavním důvodem může být rozdíl ve složení 

buněčné stěny G- a G+ bakterií. Buněčná stěna G+ bakterií obsahuje silnou vrstvu 
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peptidoglykanu, kyselinu teichoovou a menší množství fosfolipidů. Naproti tomu 

buněčná stěna G- bakterií obsahuje tenčí vrstvu peptidoglykanu, neobsahuje kyselinu 

teichoovou a na povrchu je kryta vnější membránovou vrstvou s obsahem antigenů. 

Zvýšená odolnost G- bakterií je tak pravděpodobně způsobena právě přítomností vnější 

fosfolipidové membrány, která poskytuje buňkám silnější fyzikálně-chemickou i 

mechanickou ochranu a znesnadňuje biocidním látkám průnik k cytoplazmatické 

membráně.24,25 Rozdílné složení bakteriální stěny a mechanismus působení KAS na 

bakteriální buňky jsou znázorněny na obrázku 2. 

 

Obrázek 2 - Mechanismus působení KAS na bakteriální buňku 

1. Kvartérní amoniová sůl (KAS) penetruje skrz bakteriální stěnu. 2. Kvartérní dusík se váže na 

fosfolipidy a nahrazuje hořečnaté a vápenaté kationty na povrchu membrány. Alkylový řetězec se 

zanoří mezi fosfolipidy. 3. Destabilizace a segmentace membrány až případné odtržení 

jednotlivých segmentů. 4. Ztráta osmoregulace, narušení fyziologických funkcí. 5. Intracelulární 

degradace proteinů a nukleových kyselin. Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com.   
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2.1.2. Spektrum účinku 

Jak již bylo naznačeno výše, KAS vykazují především antibakteriální aktivitu. 

Nicméně spektrum jejich účinku je mnohem širší. Byla potvrzena efektivita i vůči 

kvasinkám, vláknitým houbám, řasám, obaleným virům (jako je virus hepatitidy B a 

cytomegalovirus) a výjimečně vykazují i sporicidní účinek při vyšších koncentracích a 

teplotách.5,7,20,26 Zároveň byla prokázána biocidní aktivita nejen proti planktonním 

formám patogenních mikroorganismů ale i proti formě biofilmové, která dle studií 

vykazuje až 1000× vyšší rezistenci vůči antimikrobiálním látkám.27–31 V případě KAS a 

dalších antimikrobních látek pozoruje většina studií především parametry stanovující 

inhibici tvorby biofilmu namísto jeho eradikace. Např. byla prokázána biofilm-inhibiční 

aktivita běžně velmi často používané KAS, benzalkonia chloridu, u kmenů Escherichia 

coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa 

(P. aeruginosa) a Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis).32 Biofilm eradikující efekt 

u derivátu KAS dále prokázal Maegan C. Jennings a spol. na kmenech Staphylococcus 

aureus (S. aureus) a Enterococcus faecalis (E. faecalis).29 Dále byla pozorována i 

schopnost inhibovat tvorbu filament Candida albicans (C. albicans), které jsou klíčové 

v prvním stadiu tvorby kandidového biofilmu.33 Schopnost KAS eradikovat biofilm a 

samotná biofilmová forma bakterií je podrobněji popsána níže. 

 

2.1.3. Využití v praxi  

KAS se díky svým výše zmíněným fyzikálně-chemickým vlastnostem a 

širokospektrému antimikrobiálnímu účinku používají v mnoha oblastech medicíny, 

průmyslu a zemědělství. Antimikrobiální účinek je využíván při implementaci do zubních 

výplní a past, ústních vod, očních kapek, hydratačních krémů, čisticích přípravků na 

obličej, opalovacích krémů, dezinfekčních prostředků na ruce, výplachů močového 

měchýře a pochvy, přídavků do dezinfekčních koupelí, při purifikaci vody, zpracovávání 

potravin, ošetření bazénů, fontán, lodí a dřeva.30,34–39 Další skupina derivátů KAS si našla 

své uplatnění při léčbě bronchitidy a bronchiálního astmatu a jako svalové relaxans při 

křečích a v anesteziologii40–42. Dále jsou KAS využívány jako katalyzátory fázového 

přenosu, separační činidla, extrakční činidla a fluorescenční sondy43,44 Příklady běžných 

aplikací KAS jsou vyobrazeny na obrázku 3. 
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Obrázek 3 - Způsob aplikace kvartérních amoniových solí.  

Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com.  

 

2.2. Materiály s antimikrobiální aktivitou 

Vývoj materiálů zabraňujících iniciální bakteriální adhezi a následnou tvorbu biofilmu 

hrají významnou roli v prevenci a boji s perzistentními infekcemi. Účinnost 

antimikrobiálního povrchu může být založena buď na antiadhezivní aktivitě zabraňující 

iniciální přilnutí bakterií k povrchu, nebo na baktericidní aktivitě, kdy jsou mikroorganismy 

ničeny před nebo po kontaktu s daným povrchem. Největší potenciál mají antimikrobiální 

povrchy uplatňující obě tyto strategie zároveň. Ve vývoji těchto materiálů se kromě KAS 

uplatňují i jiné známé antimikrobiální látky, jako např. antimikrobiální peptidy, antibiotika 

nebo stříbrné nanočástice.45 S ohledem na téma disertační práce budou blíže popsány 

pouze materiály obsahující KAS. Často se jedná o polymerní KAS se složitým 

systematickým názvem, u kterých se běžně využívají zkratky a polosystematické 

anglické názvy. Zkratky, názvy a struktury níže popsaných látek jsou uvedené  

v tabulce 1.  
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Tabulka 1 – KAS inkorporované do antimikrobiálních materiálů 
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Pokračování tabulky 1 - KAS inkorporované do antimikrobiálních materiálů 

 

 

2.2.1. Dentální materiály 

Jedním z nejběžnějších biofilmů je zubní plak, který se tvoří velmi rychle a často i při 

pečlivé ústní hygieně, zejména pak na špatně přístupných místech, např. v mezizubních 

prostorech. Zapříčiňuje následné onemocnění dásní a závěsného aparátu zubů 

(parodontopatie) a je rozhodujícím faktorem při tvorbě zubního kazu. Dalšími zubními 

onemocněními spojenými s lokální bakteriální infekcí jsou např. zánět v okolí kořene (tzv. 

váček) nebo odumření zubní dřeně (nervu), které vedou k často nezbytnému ošetření 

kořenových kanálků. V současné době lze většinu bakterií v kořenovém kanálku vyčistit 

mechanicky, nicméně tento postup zanechává často malé množství reziduálních bakterií 

ve špatně dostupných místech. Do těchto oblastí se obtížně zavádějí nástroje pro 

kořenové kanálky i výplachová tekutina. Proto není možné infekci kořenového kanálku 

zcela odstranit a reziduální bakterie se stávají hlavním rizikovým faktorem pro vznik 

pulpální infekce a periradikulární léze.46–50 

Základní zubní hygiena byla postupem času vylepšena dnes již běžným využíváním 

speciálních zubních kartáčků, nití a výplachů. Novějším přístupem, jak zamezit tvorbě 

zubního biofilmu je pak inkorporace antimikrobiálních látek, včetně polymerních a 

monomerních KAS, do dentálních materiálů popsaných níže. Na základě zkoumání 

finálního antimikrobiálního účinku, mechanických vlastností a biokompatibility se 
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inkorporace KAS setkává s obecně pozitivními výsledky, které byly detailně popsány 

v souhrnném článku Zhang a spol.51  

Kompozitní pryskyřice 

V současné době je nejrozšířenějším dentálním materiálem používaným k ošetření 

kazivých lézí kompozitní pryskyřice, a to zejména pro její vynikající estetické, nosné a 

plastické vlastnosti.52–54 Na druhou stranu mohou být miniaturní mezery na okrajích 

výplní snadno kolonizovány bakteriemi a potencovat tak vznik sekundárního zubního 

kazu.55–59 Mezi KAS inkorporované do kompozitních pryskyřic patří např.: 

• MDPB (12-methacryloyloxydodecylpyridinium bromide)59 

• QADM (quaternary ammonium dimethacrylate)60,61 

• DDMAI (2-dimethyl-2-dodecyl-1-methacryloxyethyl ammonium iodine)62 

• QAM (quaternary ammonium methacrylate)63 

• MPC (2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine)64 

Pryskyřice obsahující výše uvedené KAS prokázaly ve všech případech 

antimikrobiální aktivitu bez významného ovlivnění mechanických vlastností.59–64  

Adhezivní systémy 

Rizikovým místem pro bakteriální kolonizaci je také kavita, která se vyplňuje 

adhezivními systémy pro spojení zubní tkáně a pryskyřičné náhrady. Antimikrobiální 

působení adhezivních systémů ještě před jejich vytvrzením by snížilo riziko vzniku 

případné infekce. S tímto cílem byly připraveny adhezivní systémy obsahující následující 

KAS: 

• QADM65  

• DMADDM (dimethylaminododecyl methacrylate)66  

• QAMP (quaternary ammonium methacrylate polymer)67,68 

• DMAE-CB (methacryloxylethyl cetyl ammonium chloride)69,70 

• benzalkoniumchlorid71 

Adhezivní systémy obsahující výše uvedené KAS prokázaly ve všech případech 

antimikrobiální aktivitu, a zároveň došlo v některých případech k posílení síly spoje.65–71 
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Polymethylmethakrylát 

Dalším často používaným výplňovým materiálem je polymethylmetakrylát (PMMA).72 

Ten bohužel snadno absorbuje vodu a potencuje tak bakteriální a plísňovou kolonizac i  

a následný výskyt zubního kazu, parodontózy a stomatitidy zubních náhrad.73,74 Proto 

byly připraveny i PMMA obsahující následující KAS, které dodaly akrylátové pryskyřici 

antimikrobiální aktivitu: 

• PMPC (poly-2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine)75 

• KAS (Poly 202063A)76,77 

 

Skloionomerní cement 

Při inovativním atraumatickém výplňovém ošetření (ART) se využívá 

skloionomerního cementu, který je tvořen směsí portlandského cementu a 

modifikovaného cementu se solí polykarboxylové kyseliny a integruje tak výhody obou 

materiálů. V klinické praxi vykazuje dobrou biokompatibilitu, schopnost postupného 

uvolňování fluoridů a pomocné mineralizace.78–82 V rámci ART je však obtížné odstranit 

bakterie a snadno tak může dojít k tvorbě sekundárního kazu.83,84 Proto se i do 

skloionomerního cementu začaly přidávat tyto KAS: 

• benzalkoniumchlorid85 

• cetylpyridiniumchlorid85 

• cetrimid86,87  

Skloionomerní cementy obsahující výše uvedené KAS prokázaly ve všech 

případech antimikrobiální aktivitu bez významného ovlivnění uvolňování fluoridů. 

Benzalkoniumchlorid a cetylpyridiniumchlorid zároveň neovlivnily mechanické vlastnosti 

cementu. Pouze u cetrimidu se prokázal pokles mechanické odolnosti.  
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2.2.2. Ortopedické materiály 

I přes přísné sterilizační a aseptické postupy zůstávají infekce spojené 

s biomedicínským materiálem v ortopedii kritickým problémem. Incidence periprotetické 

infekce je 0,5–5 % v závislosti na místě operace a provedeném zákroku.88 Proto jsou i 

v ortopedii velmi žádoucí antimikrobiálně aktivní biomedicínské materiály, které by 

zabránily potenciálním infekcím a sloužily jako lokální systémy pro podávání 

antimikrobiálních látek k léčbě hlubokých kostních infekcí. V současné době je možné 

využívat kostní cementy obsahující antibiotika, která se řízeně uvolňují a slouží pro 

prevenci infekcí po totální náhradě kloubu a pro léčbu osteomyelitidy.89 Nedegradabilní 

kostní cementy a spacery z PMMA naložené antibiotiky mohou uvolňovat 

léčiva z cementu v průběhu času s vysokou počáteční rychlostí uvolňování a následným 

konstantním uvolňováním. Nicméně jejich použití je spojeno také s nevýhodami, jako je 

nepředvídatelná dlouhodobá účinnost, riziko vzniku antibiotické rezistence a lokální 

tkáňová toxicita.  

 

Kostní cementy 

Několik publikací potvrzuje, že použití KAS poskytuje kostním cementům stabilní a 

trvalé antimikrobiální vlastnosti. Do kostních cementů byly inkorporovány následující 

KAS: 

• QAMA (quaternized ethylene glycol dimethacrylate piperazine octyl 

ammonium iodide)90 

• QADM91 

• TPGDA (tripropylene glycol diacrylate)92 

• HACC (hydroxypropyltrimethyl ammonium chloride chitosan)93,94 

• nanočástice derivátů kvartérního chitosanu95,96 

Tyto modifikované kostní cementy prokázaly širokospektrou antimikrobiální aktivitu 

proti G+ i G- bakteriím a zároveň nepůsobily cytotoxicky na okolní tkáně a nezapříčinily 

změnu mechanických vlastností cementu. V případě HACC byla pozorována dokonce i 

lepší osteogenní aktivita oproti PMMA s gentamycinem.  
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Titanové implantáty 

HACC je možné také imobilizovat na povrchu titanových implantátů. Tento materiál 

prokázal schopnost zabránit uchycení bakterií na povrch, tím snížil vznik infekce a byl 

dobře integrován s okolní kostí.97  

 

2.2.3. Krycí materiály 

Léčba ran je důležitou součástí zdravotní péče a případné uchycení a množení 

bakterií na šicích a obvazových materiálech je významným rizikovým faktorem pro rozvoj 

infekce rány.98 Aby se zabránilo těmto infekcím a zajistilo se optimální prostředí pro 

regeneraci tkání, jsou předmětem intenzivního výzkumu i antibakteriální úpravy 

obvazových materiálů.99,100 

Obvazy 

Při inkorporaci KAS bylo dosaženo nejlepších výsledků u polymerních látek, jako 

např. u akryloyloxyethyltrimethylammonium chloridu, který byl inkorporován do 

biokompatibilních keratinových vláken pro lékařské aplikace. Modifikovaná vlákna 

vykazovala antimikrobiální aktivitu a zároveň výrazně lepší schopnost odvádět 

vlhkost.101 V dalším případě byly stehy a zubní nitě potaženy derivátem 

octadecanaminia, což dodalo materiálu antibakteriální aktivitu proti parodontálnímu 

patogenu Porphyromonas gingivalis a endodontickému patogenu E. faecalis.102 Dále 

Kang a spol. zaznamenali zlepšenou antibakteriální účinnost u antimikrobiálních 

bavlněných vláken, která byla ošetřena glycidyltrimethylamonium-chloridem a stříbrnými 

nanočásticemi.103 Inkorporace KAS do polyuretanového obvazu na rány vedla k inhibici 

tvorby bakteriálního biofilmu v ráně a obvazu.104,105 Modifikované antibakteriální obvazy 

současně vykazují všeobecně dobrou biokompatibilitu pro fibroblasty a epidermální 

keratinocyty a mají vynikající propustnost pro vodní páru, což zabraňuje hromadění 

exsudátů a snižuje povrchový zánět v oblasti rány.  

Hydrogely 

Jako obvazy na rány lze také využít hydrogely na bázi syntetických nebo přírodních 

polymerů. Ty jsou biokompatibilní, málo imunogenní, za fyziologických podmínek rychle 

hydrolyzují a lze je také využít k lokálnímu dodání bioaktivních látek.106 Pilakasiri a spol. 

zjistili, že modifikované chitinové gely na bázi KAS jsou slibnými kandidáty pro léčbu 
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celoplošných otevřených ran, přičemž hojení ran probíhalo lépe než u klinicky 

dostupného obvazu.107 I želatinový hydrogel obsahující KAS prokázal antibakteriální 

vlastnosti proti G+ i G- bakteriím, včetně S. aureus, E. coli a Bacillus subtilis.108 Kromě 

širokospektrální antimikrobiální aktivity vykazovaly gely rychlou degradaci při pokojové 

teplotě (4–6 dní). To je činí slibnými pro využití v implantabilních biomateriálech pro 

hojení ran.  

 

2.3. Bakteriální biofilm 

Biofilm lze obecně definovat jako přisedlé společenstvo mikroorganismů, jehož 

buňky jsou nevratně přichyceny k povrchu nebo jedna k druhé a vytvářejí kolem sebe 

extracelulární polymerní matrix. Nejlépe se tvoří na hydrofobních pórovitých plochách ve 

vlhkém prostředí s dostatečným množstvím živin.109 Tyto bakterie zároveň vykazují 

odlišný fenotyp s ohledem na rychlost růstu a transkripci genů. Existence bakterií i jiných 

mikroorganismů v biofilmu je pro ně výhodná především díky větší ochraně před 

chemickým i fyzikálním působením.  

V první fázi dochází k reverzibilnímu přisednutí jednotlivých bakterií k povrchu, ze 

kterého se ale mohou jednoduše uvolnit zpět do okolí. Míra adheze je závislá především 

na typu bakteriálního pohybu (pasivní transport tekutinou nebo aktivní transport za 

pomoci bičíků), zeta potenciálu, míře produkce extracelulárních polymerů, van der 

Waalsových a elektrostatických silách. Adheziny nejprve specificky vážou mono i 

oligosacharidy a vytváří tak nejprve bakteriální monovrstvu, která postupným dělením 

nabývá 3D struktury a následná maturace vede ke vzniku tzv. „zralého“ biofilmu. 

Za adhezi jsou zodpovědné především skupiny povrchových proteinů. První povrchový 

protein asociovaný s biofilmovou formací – Bap, byl odhalen u kmene S. aureus, 

způsobujícího mastitidu krav, a dalších stafylokoků. Homology Bap (BapA, Esp či LapA) 

byly nalezeny u jiných kmenů s výjimkou lidských typů S. aureus.109 Během maturace 

biofilmu dochází následně k aktivaci specifických genů, které zodpovídají za zástavu 

tvorby bičíků či za vznik polysacharidové matrix. Polysacharidová matrix se skládá ze 

směsi extracelulárních polymerních látek (EPS), které zajišťují soudržnost biofilmu. EPS 

obsahuje neutrální a anionické polysacharidy, které se sdružují s dvojmocnými ionty a 

vytváří tak polymerní vlákna. Dále se zde nachází stavební a enzymatické proteiny a 

extracelulární deoxyribonukleová kyselina (eDNA), která vytváří mřížkovitou strukturu, 

usnadňuje přenášení elektronů a zároveň stabilizuje biofilmovou strukturu.110 Na základě 

tlaku cirkulující vody a produkce látek podporujících degradaci nebo odumírání bakterií 
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v biofilmu může následně docházet k disperzi biofilmu a uvolnění části planktonních 

bakterií do okolí. Jednotlivá stádia tvorby biofilmu jsou zobrazena a popsána na 

obrázku 4. Bakterie v různých hloubkách biofilmu mění svou genovou expresi na 

základě gradientu kyslíku a výživy. Ve spodních vrstvách biofilmu se tedy nachází 

především buňky v klidovém stavu, a naopak na povrchu jsou především aktivně dělící 

se bakterie. 

  

Obrázek 4 - Formování biofilmu  

Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com.  

 

 

2.3.1. Quorum sensing  

Mezibakteriální komunikace, která reguluje tvorbu biofilmu, se nazývá quorum 

sensing (QS). Objev komunikace mezi jednotlivými buňkami bakterií byl poprvé 

zaznamenán u bakterie Vibrio fischeri. Jednalo se o důležitý vědecký poznatek, jelikož 

komunikace byla do té doby považována za výhradu pouze vyšších organismů.111 

Základem QS jsou specifické signální molekuly, tzv. autoinduktory (AI), a jejich 

odpovídající receptory. V prvotních fázích vzniku biofilmu se navyšuje množství bakterií 

v okolí a zároveň se tak zvyšuje koncentrace AI. Při dosažení prahové koncentrace se 

AI navážou na receptor, který indukuje expresi genů specifických pro biofilm a 

zajišťujících určité fyziologické aktivity biofilmu (např. bioluminiscenci, virulenci, 

symbiózu, pohyblivost). Jednotlivé bakteriální druhy mají své vlastní specifické AI, na 

základě kterých byly prozatím odhaleny čtyři hlavní QS systémy (tabulka 2).112 
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Tabulka 2 - Quorum sensing systémy 

Quorum sensing 
systém 

Signální molekula Výskyt 

AHL N-acylhomoserinové laktony G- 

AIP autoindukující peptidy G+ 

AI-2 
furanosylborátové diestery, jejichž prekurzorem je 4,5-
dihydroxypentan-2,3-dion 

G+ i G- 

AI-3 pyretroidy G+ i G- 

* grampozitivní bakterie (G+), gramnegativní bakterie (G-) 

 

QS regulace tvorby biofilmu u G- bakterií 

U většiny G- bakterií je tvorba biofilmu regulována především QS systémem AHL se 

signální molekulou reprezentovanou N-acylhomoserinovými laktony. Tento systém byl 

poprvé objeven u bakterie Vibrio fischeri.113 U této bakterie je signální molekula N-(3-

oxohexanoyl)-L-homoserin lakton (OHHL) biosyntetizována AI syntetázou LuxL a 

následně difunduje ven z bakteriální buňky. Při překročení kritické bakteriální hustoty 

v okolí se OHHL váže na receptor LuxR, který aktivuje expresi genů spojených s tvorbou 

biofilmu. Na obrázku 5 je schematické znázornění QS-AHL typického pro G- bakterie.114 

 

Obrázek 5 - Quorum sensing – AHL typ  

N-acylhomoserinové laktony (AHL) představující u G-bakterií signální molekulu pro QS regulaci. 

Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com. 
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QS regulace tvorby biofilmu u G+ bakterií 

Pro G+ bakterie je typickým regulačním systémem tvorby biofilmu systém AIP. 

Bakterie produkují ve svých buňkách malý oligopeptid, který je modifikací zpracován na 

zralý AIP, a poté je transportován mimo buňky. Když koncentrace AIP dosáhne prahové 

hodnoty, naváže se na extracelulární segment histidinkinázy, který je reprezentován 

transmembránovým receptorem na buněčné membráně a zprostředkovává aktivaci 

kinázy, která následně fosforyluje další faktory regulující expresi genů souvisejících 

s tvorbou biofilmu. Na obrázku 6 je schematické znázornění QS-AIP typického pro G+ 

bakterie.115 

 

Obrázek 6 - Quorum sensing – AIP typ  

Autoindukující peptidy (AIP) představující u G+ bakterií signální molekulu pro QS regulaci. Pro-

AIP je prekurzor zralého AIP. Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com.  
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Kontrola biofilmu pomocí inhibice QS 

V posledních 20 letech se začal výzkum zaměřovat na vývoj QS inhibitorů (QSI) a 

tzv. quorum quenching (QQ) enzymů s cílem zabránit tvorbě této odolnější formy 

bakterií. Dle místa a mechanismu inhibice QS lze dělit QSI i QQ enzymy na 3 kategorie: 

• inhibice AI signálních molekul 

• inhibice receptorů signálních molekul  

• inhibice enzymů v rámci signální kaskády.  

Jednotlivá místa působení inhibice QS jsou schematicky znázorněna na obrázku 7. 

Pokles tvorby biofilmu jako následek flavonoidy indukované inaktivace receptorů LasR 

byl pozorován např. u P. aeruginosa.116 

 

Obrázek 7 - Mechanismy QS inhibice  

1. Inhibice syntézy AI. 2. Enzymatická degradace nebo inaktivace AI. 3. Blokace AI receptoru. 

4. Narušení signální kaskády přes „response regulator“. 5. Inhibice efluxu AI – snížení 

koncentrace AI v okolí a následné mezibuněčné signalizace. Autoindukující peptidy (AIP) 

představující u G+ bakterií signální molekulu pro QS regulaci. Pro-AIP je prekurzor zralého AIP. 

N-acylhomoserinové laktony (AHL) představující u G- bakterií signální molekulu pro QS regulaci. 

Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com. 
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3. CÍLE PRÁCE 

1) In vitro testování vybraných skupin nově připravených KAS a porovnání 

s referenčními látkami  

– testování antibakteriální účinnosti na nozokomiálních bakteriálních 

kmenech v planktonní formě. 

– sledování vlivu strukturní modifikace KAS na antimikrobiální účinnost. 

 

2) Testování vybraných KAS proti F. tularensis jako modelové biologické 

agens pomocí průtokové cytometrie. 

 

3) Zavedení a optimalizace kvantitativní suspenzní zkoušky dle ČSN EN 

1276 (665202) s využitím sbírkových kmenů pro testování antibakteriální 

účinnosti nejnadějnějších látek. 

 

4) Zavedení a optimalizace metodiky testování účinnosti proti biofilmové 

formě bakterií (Calgary biofilm device metodika, její obměny a pokročilé 

biofilmové modely).  
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1. Testované látky 

V období studia bylo připraveno a otestováno více než 80 nových látek typu 

kvartérních amoniových solí. Látky byly připraveny v rámci spolupráce s Katedrou 

toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictví Univerzity obrany a 

Centrem biomedicínského výzkumu Fakultní nemocnice Hradec Králové (CBV FNHK). 

Na základě výsledků primárního screeningu antimikrobiální aktivity (stanovení minimální 

inhibiční a baktericidní koncentrace) byly pro tuto disertační práci vybrány 4 strukturní 

řady, které prokázaly nejvyšší antimikrobiální účinnost. Zástupci těchto chemických 

skupin podstoupili podrobnější stanovení antimikrobiální aktivity, jehož výsledky jsou 

v rámci disertační práce uvedeny a komentovány. První číslice označení testovaných 

látek udává číslo strukturní řady (1-4) a označení a-f udává délku alkylového řetězce, 

kdy a představuje alkylový řetězec obsahující 8 uhlíků, b 10 uhlíků, c 12 uhlíků, d 14 

uhlíků, e 16 uhlíků a f 18 uhlíků.   

Jako referenční látky byly připraveny 3 standardně používané benzalkoniové soli 

(v textu označeny S1c, S1d, S1e), které jsou obsaženy jako směs hlavních aktivních 

látek v komerčním dezinfekčním přípravku Ajatin a 3 standardně používané pyridiniové 

soli (v textu označeny S2c, S2d, S2e). Další referenční látky běžně používané v praxi 

byly zakoupeny od dodavatele Sigma – Aldrich (St.  Louis, Missouri, USA). Seznam nově 

připravených látek zahrnutých v této disertační práci spolu s jejich označením a 

strukturami je uveden v tabulce 3, referenční látky pak v tabulce 4. Připravené látky 

byly charakterizovány pomocí nukleární magnetické rezonance a hmotnostní 

spektrometrie s vysokým rozlišením. Lipofilita látek je vyjádřena vypočítaným logaritmem 

rozdělovacího koeficientu (Clog P). Výpočty prováděl PharmDr. Lukáš Prchal, Ph.D. 

z CBV FNHK pomocí softwaru MarvinSketch (v14.9.8.0). Syntéza a biologická testování 

některých látek uvedených v disertační práci byla již publikována v zahraničních 

odborných periodikách.27,28,117 Příprava referenčních látek série S1 byla popsána v 

publikaci Kuči a kol.118 a příprava referenčních látek série S2 byla popsána v publikaci 

Marka a kol.119 
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Tabulka 3 - Nově syntetizované látky 

Označení R Struktura Clog P 

1b C10H21 

 

-1,91 

1c C12H25 -1,02 

1d C14H29 -0,13 

1e C16H33 0,76 

1f C18H37 1,65 

2b C10H21 

 

1,41 

2c C12H25 2,30 

2d C14H29 3,19 

2e C16H33 4,08 

2f C18H37 4,96 

3ab C8H17, C10H21 

 

2,63 

3ac C8H17, C12H25 3,52 

3bc C10H21, C12H25 1,74 

3bb C10H21, C10H21 4,41 

3cc C12H25, C12H25 2,63 

4c C12H25 

 

0,72 

4d C14H29 1,61 

4e C16H33 2,50 

* Clog P je vypočítaný logaritmus rozdělovacího koeficientu  
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Tabulka 4 - Referenční látky 

Ozn. R Struktura 
Clog 

P 

S1c C12H25 

 

benzalkonium chlorid 

2,6 

S1d C14H29 3,52 

S1e C16H33 4,41 

S2c C12H25 

 

alkylpyridinium chlorid 

1,69 

S2d C14H29 2,58 

S2e C16H33 3,47 

S3bb 
 

didecyldimethylammonium bromid (DDAB) 

4,01 

S4 

 

benzethonium chlorid 

2,37 

S5 

 

chlorhexidin diglukonát 

3,63 

S6 

 

oktenidin dihydrochlorid 

10,96 

* Clog P je vypočítaný logaritmus rozdělovacího koeficientu  
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4.2. Bakteriální kmeny 

Seznam bakteriálních kmenů, jejich označení, informace o původu a doplňující 

informace jsou uvedeny v tabulce 5 níže. Všechny kmeny byly zamraženy v ITEST 

kryozkumavkách (ITEST plus s.r.o., Hradec Králové, Česká republika) a uchovávány při 

teplotě -70 °C. Před testováním byly kmeny rozmraženy a kultivovány na sekundární 

kulturu. 

Set bakteriálních kmenů pro testování antibakteriální účinnosti mikrodiluční 

bujónovou metodou a Calgary biofilm device (CBD) metodikou byl vybrán a izolován na 

základě spolupráce s FNHK. Izolace, identifikace a antibiotická citlivost byla stanovena 

v rámci rutinní laboratorní diagnostiky na Ústavu klinické mikrobiologie FNHK. Všechny 

kmeny se řadí mezi tzv. nozokomiální patogeny. Set bakteriálních kmenů pro 

kvantitativní zkoušku v suspenzi byl zvolen dle protokolu ČSN EN 1276. Pro pokročilé 

biofilmové modely byly vybrány bakteriální kmeny spojené s tvorbou orálního biofilmu.  

Tabulka 5 - Bakteriální kmeny použité v rámci jednotlivých metodik 

Metodika 
Bakteriální 
kmen 

Označení 
(zkratka) 

Zdroj, 
zdrojové 
označení 

ATB 
rezistence 

Mikrodiluční 
bujónová metoda, 
Calgary biofilm 
device 

Staphylococcus 
aureus 

S. aureus, 
STAU 

Klinický izolát 
FNHK C1947 

 

Escherichia coli 
E. coli 
ESCO 

Klinický izolát 
FNHK A1235 

 

Mikrodiluční 
bujónová metoda 

Staphylococcus 
aureus 

MRSA 
Klinický izolát 
FNHK C1926 

meticilin 

Streptococcus 
epidermidis 

S. epidermidis 
STEP 

Klinický izolát 
FNHK C1936 

 

Enterococcus 
faecium 

VRE 
Klinický izolát 
FNHK S2484 

vankomycin 

Klebsiella 
pneumoniae 

K. pneumoniae 
KLPN ESBL - 

Klinický izolát 
FNHK C1950 

 

Klebsiella 
pneumoniae 

K. pneumoniae 
KLPN ESBL + 

Klinický izolát 
FNHK C1934 

ESBL + 

Pseudomonas 
aeruginosa 

P. aeruginosa MR 
PSAE MR 

Klinický izolát 
FNHK A1245 

MR 

Mikrodiluční 
bujónová metoda,  
Calgary biofilm 
device, Biofilmový 
model S. mutans 

Streptococcus 
mutans 

S. mutans 
Klinický izolát 
FNHK 

 

* ESBL+ (kmen produkující širokospektré β-laktamázy), MR (multirezistentní)  
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Pokračování tabulky 5 - Bakteriální kmeny použité v rámci jednotlivých metodik 

Metodika 
Bakteriální 
kmen 

Označení 
(zkratka) 

Zdroj, 
zdrojové 
označení 

ATB 
rezistence 

Mikrodiluční 
bujónová metoda,  
Biofilmový model 
E. faecalis 

Enterococcus 
faecalis 

E. faecalis 

SymbioGruppe  
GmbH &Co KG 
SymbioPharm 
GmbH) 

Průtoková 
cytometrie – 
fluorescent 
activated cell 
sorting (FACS) 

Francisella 
tularensis (živý 
vakcinační kmen) 

F. tularensis LVS 
Sbírka FVZ 
UNOB 

 

Kvantitativní 
zkouška v suspenzi 

Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 15442 

P. aeruginosa 
15442 

Česká sbírka 
mikroorganis
mů, CCM 
7930 

 

Staphylococcus 
aureus ATCC 
6538 

S. aureus 6538 

Česká sbírka 
mikroorganis
mů, CCM 
4516 

 

 

4.3. Kultivační média 

Média a agary použité v rámci metodik jsou uvedeny v tabulce 6. Všechna média 

byla připravena dle pokynů výrobce a sterilizována v autoklávu 20 minut při 121 °C. 

Tabulka 6 - Kultivační média 

Metodika Medium Zkratka Zdroj 

Mikrodiluční bujónová metoda, 

Calgary biofilm device 

Müeller-Hinton 

bujón M391 
MHB 

HiMedia -  

CADERSKY-ENVITEK,  

Brno, Česká republika 

Kultivace kmenů 

Müeller-Hinton 

agar M173 
MHA 

HiMedia -  

CADERSKY-ENVITEK,  

Brno, Česká republika 

Trypton-sojový 

bujón M011 
TSB 

Trypton-sojový 

agar M290 
TSA 

 

https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
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Pokračování tabulky 6 - Kultivační média 

Metodika Medium Zkratka Zdroj 

Mikrodiluční bujónová metoda, 

Calgary biofilm device, Model 

zubního biofilmu, Biofilmový 

model E. faecalis 

Bujón z mozko-

srdcové infuze 

M210I 

BHI 

HiMedia -  

CADERSKY-ENVITEK,  

Brno, Česká republika 

Kultivace LVS McLeod agar  

HiMedia -  

CADERSKY-ENVITEK,  

Brno, Česká republika 

 

4.4. Chemikálie 

Zásobní roztoky testovaných látek byly připraveny v dimethylsulfoxidu (DMSO; 

DMSO for molecular biology ≥ 99,9%; Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic). V rámci 

fluorescenčního značení byl využit LIVE/DEADTM BacLightTM Bacterial Viability Kit 

L7012 (Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, United States). Při rastrovací elektronové 

mikroskopii (SEM) byly vzorky fixovány glutaraldehydem (Grade I.; Sigma-Aldrich, 

Prague, Czech Republic) a oxidem osmičelým (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic). 

Metabolická aktivita biofilmu byla stanovena pomocí Alamar Blue (Thermo Fisher 

Scientific, Eugene, OR, United States). 

  

4.5. Postupy testování 

4.5.1. Primární screening antibakteriální aktivity 

Mikrodiluční bujónová metoda byla zavedena dle CLSI standardu M07Ed11.120 

Účinnost látek byla testována ve dvojkové koncentrační řadě na 11 koncentrací 

v rozmezí 500 – 0,49 μmol/l. U látek s nižší rozpustností byla koncentrační řada 

posunuta dle limitu rozpustnosti (250 – 0,25 μmol/l; 125 – 0,12 μmol/l; 62,5 – 0,06 μmol/l; 

31,25 – 0,03 μmol/l). Minimální inhibiční (MIC; po 24 a 48hodinové expozici látkám) a 

baktericidní (MBC; po 24hodinové expozici látkám) koncentrace byly stanoveny na osmi 

bakteriálních kmenech – čtyřech G+ (S. aureus, MRSA, S. epidermidis, VRE) a čtyřech 

G- (E. coli, K. pneumoniae, K. pneumoniae ESBL +, P. aeruginosa MR). Zásobní roztoky 

testovaných látek byly připraveny rozpuštěním v DMSO (dimethylsulfoxid) v koncentraci 

100x vyšší než první testovaná koncentrace. 40 µl zásobního roztoku testované látky 

https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
https://www.himedia.cz/
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bylo asepticky napipetováno do sterilní zkumavky obsahující 3,96 ml Müeller-Hinton 

bujónu (MHB). Finální koncentrace DMSO odpovídala vždy 1 %. Finální roztok byl 

promíchán a zkontrolován, zda nedošlo k vysrážení testované látky. Pokud ano, tak za 

první testovanou koncentraci byla považována nižší koncentrace (dle dvojkového 

ředění), kde látka nebyla vysrážena. Ředění probíhalo následujícím postupem, kdy byla 

připravena dvojková ředící řada v 96jamkové mikrotitrační destičce. 200 µl roztoku 

testovaných látek bylo asepticky přeneseno do všech prvních jamek mikrotitrační 

destičky. Do druhých a třetích jamek bylo přeneseno 100 µl roztoku. 100 µl MHB s 1 % 

DMSO bylo asepticky napipetováno do 2.–11. jamky všech řádků mikrotitrační destičky. 

Do poslední 12. jamky bylo napipetováno 200 µl (pozitivní kontroly růstu bakteriálních 

kmenů bez testované látky). Obsah druhých a třetích jamek byl řádně promíchán. Z 3. 

jamek bylo přeneseno 100 µl do 4. jamek a obsah byl opět řádně promíchán. Následně 

bylo opět přeneseno 100 µl z 4. jamek do 5. jamek, promícháno a tímto způsobem se 

postupovalo až k 11. sloupci mikrotitrační destičky. Z tohoto 11. sloupce bylo po 

promíchání 100 µl odstraněno. Poté byly doplněny všechny jamky sloupců 3–11 100 µl 

média s 1 % DMSO. Následně bylo do každé jamky jednoho řádku napipetováno 10 µl 

bakteriální suspenze o 0,5 ° dle McFarlandovy zákalové stupnice. Tato suspenze byla 

předem připravená resuspendací kolonií sekundárních kultur v cca 3 ml fyziologického 

roztoku. Jeden řádek příslušel jednomu bakteriálnímu kmenu. Takto připravená 

mikrotitrační destička byla inkubována při 35±1 °C. MIC byla odečtena po 24 a 48 

hodinách inkubace pomocí spektrofotometru při 600 nm. MIC odpovídá nejnižší 

koncentraci testované látky, která zamezila růstu bakterie. Pro stanovení MBC byla po 

24hodinovém odečtu MIC připravena nová mikrotitrační destička, do které bylo 

napipetováno 200 µl MH média a 10 µl obsahu jamek z destičky použité pro stanovení 

MIC bylo přeneseno do odpovídajících jamek nové destičky. MBC hodnoty byly následně 

stanoveny obdobně jako MIC po 24 hodinách inkubace při 35±1 °C.  

 

4.5.2. Vliv média na stanovení MIC a MBC 

Pro nutričně náročnější bakteriální kmen E. faecalis byly stanoveny MIC a MBC 

hodnoty i v nutričně bohatších mediích – TSB a BHI.  Stanovení proběhlo dle výše 

uvedeného postupu mikrodiluční bujónové metody (viz. 4.5.1. Primární screening 

antibakteriální aktivity). Jedinou odchylkou v postupu byla záměna použitých 

kultivačních medií. Dále byly pro kmen E. faecalis stanoveny růstové křivky ve zvolených 

kultivačních médiích (MHB, TSB a BHI) následujícím postupem. 2–3 kolonie ze 

sekundární kultury E. faecalis byly inokulovány do 10 ml média a následně inkubovány 
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při 35±1 °C za stálého třepání. Prvních 7 hodin inkubace byla každých 30 minut odečtena 

absorbance na spektrofotometru při vlnové délce 600 nm. Z naměřených hodnot byla 

následně pro všechna média stanovena růstová křivka a růstový faktor podle logistické 

rovnice populačního růstu (rovnice 1). 

Rovnice 1 - Logistická rovnice populačního růstu 

𝑁(𝑡) =
𝐾𝑁0

(𝐾−𝑛0)𝑒−𝑟𝑡+𝑁0
  

N0 = počáteční absorbance exponenciální fáze růstu 

K = maximální absorbance exponenciální fáze růstu 

t = doba exponenciální fáze růstu 

r = růstový faktor 

 

4.5.3. Vliv bakteriální denzity na antimikrobní aktivitu KAS 

Pro stanovení vlivu bakteriální denzity na antibakteriální aktivitu KAS bylo připraveno 

z jedné kultury S. aureus a E. coli 7 suspenzí v rozmezí 105 až 108 CFU/ml. Pro vybrané 

látky a připravené suspenze s různou počáteční bakteriální hustotou byla následně 

stanovena MBC po 5 minutách a 24 hodinách inkubování těchto směsí dle postupu 

mikrodiluční bujónové metody (viz. 4.5.1. Primární screening antibakteriální aktivity). 

 

4.5.4. Testování aktivity proti F. tularensis 

Z čerstvé primární kultury F. tularensis LVS byla ve fosfátovém pufru – pH 7,4 (PBS) 

připravena bakteriální suspenze o O.D.=1 (optická denzita při 600 nm), která v případě 

F. tularensis LVS odpovídá 4×109 CFU/ml. 1ml alikvóty byly centrifugovány 7 minut při 

7000× g a 4 °C. Supernatant byl nahrazen 500 µl 0,1% roztoku testované látky 

rozpuštěné v PBS (500 µl PBS v případě negativní kontroly). Po 5minutové expozici byla 

bakteriální suspenze s testovanou látkou znovu centrifugována 7 minut při 7000× g a 

4 °C a supernatant, představován roztokem testované látky, byl odstraněn. Bakterie byly 

resuspendovány v 1 ml PBS a uskladněny na ledu před cytometrickým měřením. Pro 

pozitivní kontrolu byla připravena bakteriální suspenze v PBS o O.D.=1 z bakterií 

usmrcených předchozím vystavením 36% formaldehydu přes noc. Všechny vzorky byly 

následně zředěny 1:100 v 1 ml PBS a obarveny fluorescenčními barvivy – 1 µl propidium 

jodidua 1,5 µl Syto 9. Po 15minutové inkubaci ve tmě při pokojové teplotě bylo přidáno 
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10 µl mikrosfér a vzorky byly promíchány. Všechny vzorky byly analyzovány pomocí 

průtokového cytometru CyAn ADP Flow Cytometer (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, 

USA). Naměřená data byla analyzována softwarem Summit v4.3 (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN, USA). Všechny experimenty byly provedeny v triplikátech. 

 

4.5.5. Kvantitativní suspenzní zkouška ČSN EN 1276 (665202) 

Celý název ČSN EN 1276 (665202) zní: Chemické dezinfekční přípravky a 

antiseptika – Kvantitativní zkouška v suspenzi k hodnocení baktericidní aktivity 

chemických dezinfekčních přípravků a antiseptik používaných v potravinářství, 

průmyslu, domácnostech a veřejných prostorách – Zkoušení metoda a požadavky (fáze 

2 / stupeň 1). Kategorie: Všeobecně použitelné dezinfekce. 

Kvantitativní zkouška v suspenzi byla provedena zřeďovací neutralizační metodou. 

V rámci metodiky bylo využito nízké znečistění (0,3 g/l bovinního albuminu frakce V – 

receptura v příloze A) a krátká expoziční doba - 2 minuty. Zkušební roztoky látek byly 

připraveny v tvrdé vodě (receptura v příloze A) v minimálně 3 koncentracích 1,25× 

vyšších než finální testovaná koncentrace.  

V rámci testování byla nejprve připravena zkušební bakteriální suspenze N 

(McFarland = 1 ° v 10 ml zřeďovacího roztoku – receptura v příloze A). Připravená 

suspenze byla rozředěna desítkovou ředící řadou ve fyziologickém roztoku, inokulována 

na TSA a inkubována 24 hodin při 35±1 °C. Druhý den bylo odečteno přesné CFU/ml. 

V rámci samotného testování jsme nejprve přidali do zkumavky 100 µl bovinního 

albuminu frakce V (3 g/l), 100 µl zkušební bakteriální suspenze N a 800 µl zkušebního 

roztoku. Obsah zkumavky byl promíchán a ponechán působení po dobu zvoleného 

expozičního času. Následně se odebralo 100 µl do zkumavky obsahující 800 µl 

neutralizačního činidla (receptura v příloze A) a 100 µl tvrdé vody. Objem zkumavky byl 

promíchán a neutralizační činidlo se nechalo působit 10±1 s. Následně bylo 100 µl 

inokulováno na TSA a agary byly inkubovány 24 hodin při 35±1 °C. Druhý den bylo 

odečteno přesné CFU/ml a byla stanovena dekadická logaritmická redukce (lg R) podle 

rovnice 2. 
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Rovnice 2 - Stanovení redukce bakteriálního nárůstu  

lg 𝑅 = 𝑙𝑔
𝑁

10
− 𝑙𝑔𝑁𝑥  

N = stanovené CFU/ml zkušební bakteriální suspenze N 

Nx = stanovené CFU/ml po expozici látkou X.  

 

Experimentální podmínky testování byly kontrolovány následujícím postupem. Do 

zkumavky se 100 µl bovinního albuminu frakce V (3 g/l) a 100 µl validační bakteriální 

suspenze Nv (1:3 zředěná zkušební suspenze N zřeďovacím roztokem) bylo přidáno 

800 µl tvrdé vody. Obsah zkumavky byl promíchán a ponechán působení po dobu 

zvoleného expozičního času. Následně byl vhodný objem inokulován na TSA a agary 

byly inkubovány 24 hodin při 35±1 °C. Druhý den bylo odečteno přesné CFU/ml. 

Experimentální podmínky byly vyhovující, pokud bylo stanovené CFU/ml větší nebo 

rovno 0,5násobku CFU/ml validační suspenze Nv. 

Efektivita neutralizačního činidla byla kontrolována následujícím postupem. Do 

zkumavky bylo přidáno 800 µl neutralizačního činidla, 100 µl tvrdé vody a 100 µl 

validační suspenze Nv. Obsah zkumavky byl promíchán a ponechán působení po dobu 

neutralizačního času (10±1 s.). Následně bylo 100 µl inokulováno na TSA a agary byly 

inkubovány 24 hodin při 35±1 °C. Druhý den bylo odečteno přesné CFU/ml. Efektivita 

neutralizačního činidla byla vyhovující, pokud bylo stanovené CFU/ml větší nebo rovno 

0,5násobku CFU/ml validační suspenze Nv. 

Validace zřeďovací neutralizační metody byla provedena následujícím postupem. 

Do zkumavky se 100 µl bovinního albuminu frakce V (3 g/l) a 100 µl zřeďovacího roztoku 

bylo přidáno 800 µl zkušebního roztoku o nejvyšší koncentraci. Obsah zkumavky byl 

promíchán a ponechán působení po dobu zvoleného expozičního času. Následně se 

odebralo 100 µl do zkumavky obsahující 800 µl neutralizačního činidla. Objem zkumavky 

byl promíchán a neutralizační činidlo se nechalo působit 10±1 s. Následně bylo přidáno 

100 µl validační suspenze. Obsah zkumavky byl promíchán, vložen do temperované 

vodní lázně na 20±1 °C na 30±1 min. Následně byl vhodný objem inokulován na TSA a 

agary byly inkubovány 24 hodin při 35±1 °C. Druhý den bylo odečteno přesné CFU/ml. 

Metoda byla validní, pokud bylo stanovené CFU/ml větší nebo rovno 0,5násobku CFU/ml 

validační suspenze Nv. 



47 
 

4.5.6. Calgary biofilm device 

Při testování antibiofilmové aktivity proti biofilmu S. aureus a E. coli byla z kolonií ze 

sekundárních kultur připravena bakteriální suspenze v MHB o zákalu 1,0 McFarlandovy 

zákalové stupnice. Tato suspenze byla následně zředěna 1:30 v MHB pro získání 

inokulační suspenze pro růst biofilmu. Inokulační suspenze kmene S. mutans byla 

připravena zředěním suspenze připravené v TBS inkubací přes noc 1:100 v BHI bujónu. 

150 µl inokulační suspenze bylo napipetováno do všech jamek Calgary biofilm device 

(CBD) mikrotitrační destičky (Innovotech, Edmonton, AB, Canada) kromě jamky 12H, 

která obsahovala pouze čisté médium pro kontrolu sterility. Biofilm byl formován během 

24hodinové inkubace při 35±1 °C za stálého třepání při 110 RPM. Následně bylo víčko 

s narostlým biofilmem na kolících opláchnuto fyziologickým roztokem, kolíky 12C a 12F 

byly odlomeny sterilními kleštěmi, vloženy jamek nové mikrotitrační destičky obsahující 

medium s 5% Alamar Blue (AB) a inkubovány ve tmě 3 hodiny při 35±1 °C. Po inkubaci 

byla změřena absorbance média s AB při 570 nm a 600 nm a narostlý biofilm byl 

kvantifikován dle níže popsaného postupu dle rovnice 3. Víčko s biofilmem bylo dále 

vloženo na předpřipravenou destičku s testovanými látkami. Destička s testovanými 

látkami byla připravena obdobně jako při mikrodiluční bujónové metodě, kdy jamky 

každého řádku obsahovaly 200 µl jedné testované látky ve dvojkové koncentrační řadě. 

Destička s testovanými látkami a víčkem s narostlým biofilmem byla inkubována 24 

hodin při 35±1 °C. Následně bylo víčko s biofilmem opláchnuto fyziologickým roztokem 

a přemístěno na destičku s jamkami obsahujícími 200 µl média s 5% AB. Destička byla 

inkubována ve tmě 3 hodiny při 35±1 °C. Po inkubaci byla změřena absorbance média 

s AB při 570 nm a 600 nm. Pro kvantifikaci kontrolního a eradikovaného biofilmu byl 

optimalizován protokol dle literatury.121,122 Princip stanovení je založen na redukci modře 

zbarvené oxidované formy resazurinu na růžově zbarvený resorufin pomocí 

bakteriálního metabolismu živých bakterií (obrázek 8). S AB bylo nakládáno dle 

protokolu od výrobce včetně skladování při 4 °C. Riziko vystavení světlu bylo v rámci 

experimentu minimalizováno. Procento redukce AB bylo vypočteno pomocí rovnice 3. 

Za minimální biofilm eradikující koncentraci byla považována nejnižší koncentrace látky 

korespondující s jamkou, kde redukce AB byla nižší než 5 %. Vypočtená redukce AB 

zároveň posloužila ke stanovení množství bakterií v biofilmu, kdy pro kalibraci redukce 

AB ku parametru CFU/ml byly připraveny suspenze testovaných bakteriálních kmenů 

obsahující cca 105, 106, 107, 108 a 109 CFU/ml. Pro všechny připravené suspenze bylo 

stanoveno přesné CFU/ml pomocí inokulace na MHA a inkubace přes noc při 35±1 °C. 

K 90 µl každé připravené suspenze bylo přidáno 10 µl AB. Mikrotitrační destička se 

suspenzemi a AB byla zakryta alobalem a inkubována 3 hodiny ve tmě při 35±1 °C. Po 
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inkubaci byla na spektrofotometru (SynergyTM HT, Bio-Tek Instruments, Vermont, USA) 

změřena absorbance při 570 nm a 600 nm. Kontrolní jamky obsahovaly médium s AB. 

Procentuální redukce AB byla stanovena podle rovnice 3. Výsledné hodnoty byly 

použity pro kalibrační křivku závislosti procentuální redukce AB na CFU/ml.  

 

Obrázek 8 - Princip Alamar Blue stanovení  

Obrázek byl vytvořen pomocí BioRender.com. 

 

Rovnice 3 - Výpočet redukce Alamar Blue 

% 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑜𝑣𝑎𝑛é 𝐴𝑙𝑎𝑚𝑎𝑟 𝐵𝑙𝑢𝑒 =  
𝐶𝑟𝑒𝑑(𝑡𝑒𝑠𝑡)

𝐶𝑜𝑥(𝑁𝐾)
=

(𝜀𝑜𝑥)𝜆2×𝐴𝜆1−(𝜀𝑜𝑥)𝜆1×𝐴𝜆2

(𝜀𝑟𝑒𝑑)𝜆1×𝐴′𝜆2−(𝜀𝑟𝑒𝑑)𝜆2×𝐴′𝜆1
× 100   

Cox(test) = koncentrace oxidované formy Alamar Blue u testovaného vzorku 

Cred(NK) = koncentrace redukované formy Alamar Blue u negativní kontroly 

εox = molární absorpční koeficient oxidované Alamar Blue (pro λ1 = 80,586; pro λ2 = 117,216) 

εred = molární absorpční koeficient redukované Alamar Blue (pro λ1 = 155.677; pro λ2 = 14,652) 

A = absorbance testovaného vzorku 

A‘ = absorbance negativní kontroly 

λ1 = 570 nm 

λ2 = 600 nm 

 

4.5.7. Biofilmový model E. faecalis 

Bakteriální suspenze E. faecalis připravená inkubací přes noc za stálého třepání 

v TSB (průměrně 1×108 CFU/ml) byla zředěna 1:100 v BHI. Biofilm E. faecalis byl 

formován na titanových discích (komerční titan, grade 2) o průměru 7 mm a tloušťce 1 

mm, které byly ponořeny v připraveném inokulu po dobu 3 dní při 37±1 °C. Před 

experimentem byly disky opískovany zubařskou pískovačkou (FerroEcoBlast Europe; 

Microblast ceramic beads B120), očištěny 70% ethanolem a vysterilizovány 

autoklávováním po dobu 20 minut při 134 °C. Narostlý biofilm byl vystaven roztoku 
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dezinfekčních látek v BHI po dobu 1, 3 a 60 minut. Dále byl sledován efekt kombinace 

působení KAS a laseru LightWalker Er:YAG (Fotona, Ljubljana, Slovenia), kdy byla 

1minutová expozice KAS následována 10sekundovým laserovým působením. Laser byl 

nastaven na vlnovou délku 2940 nm, energii 20 mJ, frekvenci 15 Hz, water off, air off, 

single pulse modality – SSP (super short pulse – 50 ms). Byl použit „contact handpiece“ 

H14 a „Flat Sweeps fiber tip“ 400/14 byl umístěn 5 mm nad disk s biofilmem. Následně 

byly disky opláchnuty fyziologickým roztokem a obarveny 5 ml směsi Syto 9 a propidium 

jodidu připravené zředěním zásobních roztoků barviv LIVE/DEADTM BacLightTM Bacterial 

Viability Kit L7012 1:300 ve fyziologickém roztoku. Po 5minutové inkubaci ve tmě byly 

vzorky pozorovány fluorescenčním mikroskopem Zeiss Axio Observer Z1 (ZEISS 

GmbH, Německo) vybaveným konfokální jednotkou LSM 800. „Z-stacks“ a „tiles“ byly 

pořizovány při 100násobném nebo 20násobném zvětšení na třech náhodně vybraných 

místech disku. Mikroskop byl ovládán pomocí ZEN 2.3 softwaru (ZEISS GmbH, 

Germany). Při 100× zvětšení byla intenzita modrého laseru o vlnové délce 488 nm a 

žlutého laseru o vlnové délce 561 nm nastavena na 1 %, GaAsP PMT detektor na 700 

V, pinhole na 71 mm, a velikost pořizovaného 8bitového smínku byla 3476×3476 pixelů. 

Při 20× zvětšení byla intenzita modrého laseru o vlnové délce 488 nm a žlutého laseru 

o vlnové délce 561 nm nastavena na 0,85 %, GaAsP PMT detektor na 700 V, pinhole 

na 50 mm, a velikost pořizovaného 8-bitového smínku byla 1306×1306 pixelů. Typický 

Z-step Z-stacku byl 1 mm pro 100× zvětšení a 3,26 mm pro 20× zvětšení. Pořízený obraz 

byl složen ze čtyř zorných polí. Vlastní skript byl vytvořen v softwaru Fiji123 pro 

vyhodnocení antibiofilmového efektu s ohledem na poměr mrtvých/živých bakterií a 

procentuální kolonizaci povrchu bakteriemi. Bliss independence model byl použit pro 

vyhodnocení typu interakcí u kombinované léčby pomocí KAS a laseru.124 Tento model 

je založen na předpokladu, že jednotlivé složky kombinované léčby působí samostatně, 

ale zároveň přispívají k finálnímu výsledku.124,125 Pozorovaný výsledek kombinované 

léčby (Eobs) je porovnán s předpokládaným výsledkem kombinované léčby (Eexp), 

který je vypočten z rovnice 4. Rozdíl mezi Eobs a Eexp je označován jako „Excess over 

Bliss“ (eob). Kladný eob značí synergickou interakci a záporný eob značí antagonistické 

chování. Nulový eob znamená nulové interakce mezi jednotlivými složkami. 

 

Rovnice 4 - Výpočet předpokládaného výsledku kombinované léčby 

𝐸𝑒𝑥𝑝 = 1 − (1 − 𝐸1) × (1 − 𝐸2)  

E1 a E2 jsou efekty jednotlivých složek kombinované léčby. 

Eexp je vypočtený předpokládaný výsledek kombinované léčby. 
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4.5.8. Model biofilmu na biokompatibilním povrchu  

Příprava a charakterizace hydroxyapatitových disků  

Níže popsaná příprava a charakterizace hydroxyapatitových disků byla provedena 

E. Montufarem a spol. na pracovišti Středoevropského technologického institutu 

(CEITEC, VUT Brno, Česká republika). 

Do 2,5% vodného roztoku hydrogenfosforečnanu sodného (Na2HPO4; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MS, USA) byl přimíchán prášek α-trikalcium fosfát (α-TCP) (připraven 

„solid state“ reakcí dle dříve publikovaného postupu126 o velikosti částic 32-45 µm) 

v koncentraci 1,67 g/ml. Ze vzniklé pasty byly pomocí teflonové formy vytvořeny disky o 

průměru 11 mm a tloušťce 2 mm, které byly ponořeny ve vodě po dobu 10 dní při 37 C, 

aby byla dosažena kompletní hydrolýza α-TCP prášku na kalcium-deficientním 

hydroxyapatitu (CDHA). CDHA disky byly následně karbonizovány ponořením do 20% 

roztoku hydrogen uhličitanu sodného (NaHCO3; LachNer, Czech Republic) po dobu 24 

hodin při 190 C. Následné spékání CDHA a zkarbonizovaného CDHA po dobu 9 hodin 

při 1100 C vytvořilo β-TCP a spékané hydroxyapatitové (SHA) disky. 

Krystalová kompozice jednotlivých materiálů byla stanovena pomocí rentgenové 

krystalografie (XRD; Rigaku; SmartLab, 3kW CF2, Japonsko). Snímky byly pořízeny v 

Bragg-Brentanově uspořádání, při využití Cu Κα radiace (40 kV, 30 mA). Úhel 2θ byl 

stanovován v rozmezí 10 a 90 při skenovací rychlosti 3 /min. Stanovené difrakce byly 

porovnány s databází Inorganic Crystal Structure Database (ICSD) pro fázovou 

identifikaci včetně strukturní modelace pro α-TCP (ICSD No. 923), β-TCP (ICSD No. 

6191) a HA (ICSD No. 024240). Mikrostruktura jednotlivých vzorků byla po 

nanokarbonizaci povrchu pozorována pomocí SEM (TESCAN; Lyra3, Czech Republic) 

při akceleračním napětí 5 kV. Specifický povrch (SSA) byl stanoven pomocí adsorpce 

dusíku (NOVA 3200e; Quantachrome Instruments) dle Brunauer-Emmett-Teller metody. 

Porozita byla měřena Archimedovou metodou na základě předpokladu, že teoretická 

hustota odpovídá skeletální hustotě měřené heliovou pyknometrií (Micromeritics; 

AccuPyc II 1340). 

Tvorba biofilmu 

Biofilm byl formován bakteriálním kmenem S. mutans, který je nejběžněji izolován 

z raných ústních biofilmů a je zodpovědný za vznik zubního kazu. 2–3 kolonie izolátu 

byly inokulovány do 100 ml TSB a inkubovány přes noc při 35±1 °C a stálém třepání při 

120 RPM. 900 µl narostlé suspenze bylo zamraženo s přídavkem 100 µl 
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kryoprotektivního DMSO a skladováno v kryozkumavkách při -70 °C. Před tvorbou 

biofilmu byla připravena čerstvá bakteriální suspenze odebráním 100 µl zamražené 

suspenze do 10 ml TSB a následnou inkubací přes noc při 35±1 °C při stálém třepání 

120 RPM. Následně byla tato suspenze zředěna 1:100 s BHI. Sterilní disk byl vložen do 

jedné jamky 24jamkové sterilní destičky a zalit 2 ml připravené bakteriální suspenze. 

Biofilm byl na disku formován při 72hodinové inkubaci při 35±1 °C. 

Charakterizace biofilmu pomocí konfokální mikroskopie (CLSM) 

Protokol pozorování biofilmu pomocí CLSM byl optimalizován podle dříve 

uvedeného pozorování E. faecalis biofilmu. Disky s narostlým biofilmem byly opláchnuty 

fyziologickým roztokem (0,9% NaCl v H2O) a obarveny 10 µl fluorescenční směsi 

předpřipravené smícháním zásobních roztoků Syto 9 and propidium jodidu 

z LIVE/DEADTM BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012 (Thermo Fisher Scientific, 

Oregon, USA) v poměru 1:100 ve fyziologickém roztoku. Obarvené biofilmy byly 5 minut 

inkubovány při pokojové teplotě ve tmě a následně byly vzorky pozorovány konfokálním 

mikroskopem Nikon A1+ (Nikon, Tokyo, Japan), který byl vybaven lasery o vlnové délce 

488 nm pro kanál FITC a 561 nm pro kanál Cy3. Fotomikrograf ie byly pořízeny při 40× 

zvětšení (Nikon CFI Plan Apochromat Lambda 40×, N.A. 0,95) na třech náhodně 

vybraných místech disku. Typický Z-step Z-stacku byl 1 µm, průměr pinhole 33 μm a 

bylo zaznamenáno 7–15 ohniskových fokálních vrstev, aby byly získány informace o 

celém objemu biofilmu. Mikroskop byl ovládán a obraz byl získán pomocí softwaru NIS 

Elements AR 4.20.01. Množství bakterií tvořících biofilm na povrchu disků a poměr 

mrtvých a živých bakterií byl stanoven pomocí vyhodnocovacího softwaru Fiji123, pro 

který byl sepsán vlastní vyhodnocovací skript.  

Charakterizace biofilmu pomocí elektronové mikroskopie  

Disky s narostlým biofilmem byly opláchnuty fyziologickým roztokem a zafixovány 

pro SEM podle „Leica sample preparation“ protokolu.127 Ve zkratce, všechny vzorky byly 

nejprve zafixovány 3% vodným roztokem glutaraldehydu po dobu 16 hodin a teplotě 4 

°C. Následně byly disky 3× opláchnuty destilovanou vodou a zafixovány 1% vodným 

roztokem OsO4 (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic) po dobu 16 hodin při 4 °C. 

Následně byly disky 3× opláchnuty destilovanou vodou a dehydratovány postupnou 

ethanolovou řadou (30%, 50%, 70%, 85%, 96% a 100% ethanol po dobu 10 minut při 

25 °C) a následně acetonovou řadou (30%, 50% a 100% aceton po dobu 10 minut při 

25 °C). Finální dosušení proběhlo pomocí sušení ke kritickému bodu v Leica EM CPD 

300 (Leica microsystems, Illinois, USA). Následně byly vzorky uchyceny na uhlíkový 
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„stub“ a pokovány 8nm vrstvou zlata pomocí pokovovačky Leica EM ACE200 (Leica 

microsystems, Illinois, USA). Mikrostruktura biofilmů byla pozorována elektronovým 

mikroskopem Hitachi FlexSEM 1000 (Hitachi, Tokyo, Japan) při akceleračním napětí 

15 kV. 

Kvantifikace biofilmu pomocí plotnové metody a Alamar Blue Biofilm assay 

Disky s narostlým biofilmem byly opláchnuty fyziologickým roztokem a umístěny do 

všech jamek sterilní 24jamkové mikrotitrační destičky s 1 ml BHI bujónu. Zavřená 

destička byla zapečetěna parafilmem a sonifikována 10 minut v ultrazvuku (35 kHz). 

Biofilm byl ultrazvukem rozrušen a bakterie se uvolnily do média v destičce. Médium bylo 

následně desetinásobně sériově zředěno a inokulováno na BHI agary. Po 24hodinové 

inkubaci při 37 °C bylo stanoveno CFU/ml odpovídající množství bakterií tvořící biofilm.  

Alamar Blue (AB) Biofilm assay byla provedena obdobně jako při stanovení 

antibiofilmové aktivity s Calgary biofilm device. Disky s narostlým biofilmem byly 

opláchnuty fyziologickým roztokem a umístěny do jamek sterilní 24jamkové mikrotitrační 

destičky s 900 µl BHI bujónu a 100 µl AB. Destička byla zabalena do alobalu a 

inkubována ve tmě 24 hodin při 37 °C. Po inkubaci byla na spektrofotometru (SynergyTM 

HT, Bio-Tek Instruments, Vermont, USA) změřena absorbance při 570 nm a 600 nm. 

Kontrolní jamky obsahovaly médium s AB. Dle Rovnice 3 byla stanovena procentuální 

redukce AB, která byla následně pomocí kalibrační křivky převedena na CFU/ml. 

Korelace mezi plotnovou metodou a Alamar Blue Biofilm assay 

Pro stanovení korelace byla provedena AB Biofilm assay a stanovení pomocí 

plotnové metody ve stejný den s použitím stejného bakteriálního inokula. Experimenty 

byly opakovány alespoň třikrát. Korelace byla hodnocena pomocí Pearson's two tailed 

correlation testu, který byl stanoven z průměrů naměřených dat pomocí softwaru Prism 

6.04 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA). 

Stanovení citlivosti biofilmu k antimikrobním látkám pomocí AB Biofilm assay 

Citlivost biofilmu byla stanovena pro roztoky chlorhexidinu o koncentraci 0,01, 0,1 a 

0,2 % (m/v) (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic) a ethanolu o koncentraci 70 % 

(VWR International s.r.o., Prague, Czech Republic), které byly připraveny ve 

fyziologickém roztoku. HA disky s narostlým biofilmem byly vystaveny roztokům 

antimikrobních látek po dobu 2 minut ponořením disku do 1 ml roztoku látky. Po 2 

minutách byl disk opláchnut fyziologickým roztokem a umístěn do jamky sterilní 
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24jamkové destičky obsahující promíchanou směs 900 µl BHI bujónu a 100 µl AB. Další 

kroky ke stanovení procentuální redukce AB byly provedeny obdobně, jak již bylo 

popsáno v části AB Biofilm assay po 3, 5 a 24 hodinách inkubace. Kontrolní jamky 

obsahovaly médium s AB a sterilní HA disk. 

Statistika 

Všechny experimenty byly provedeny nezávisle na sobě alespoň ve 3 opakováních. 

Výsledné hodnoty byly analyzovány Shapiro-Wilkovým testem normality a na základě 

zjištěného normálního rozdělení dat byl pro analýzu poměru mrtvých a živých bakterií, 

AB redukci a CFU/ml následně použit Tukey's multiple comparison test, kde p-hodnota 

<0,05 byla považována za signifikantní. Všechny statistické analýzy a odpovídající 

grafické zobrazení výsledků bylo zpracováno v softwaru GraphPad Prism 6.04 

(GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA). 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1. Primární screening antibakteriální aktivity 

Základní screening antibakteriální aktivity nových a referenčních látek byl proveden 

pomocí mikrodiluční bujónové metody. Výsledné hodnoty triplikátů byly zprůměrovány a 

jsou uvedeny v příloze B a příloze C.  

G+ kmeny byly obecně citlivější k testovaným KAS oproti kmenům G−. Vyšší citlivost 

G+ bakterií může být vysvětlena rozdílným složením buněčných stěn G+ a G− bakterií a 

následnou nižší schopností KAS penetrovat vnější membránu G− bakterií k cílové 

cytoplazmatické membráně.128 Nejméně citlivý byl kmen P. aeruginosa MR,  který byl 

citlivý pouze na některé testované látky často ve vyšších koncentracích. Slabý efekt 

testovaných látek na tento multirezistentní kmen se dal očekávat i na základě dříve 

publikovaných poznatků, kdy bylo  zjištěno, že genom multirezistentních kmenů 

P. aeruginosa často obsahuje geny či integrony spojené se zvýšenou rezistencí vůči 

biocidům včetně KAS.129,130 Z nových látek prokázaly nejvyšší účinnost srovnatelnou 

s referenčními látkami především látky ze sérií 3 a 4. 

 

5.1.1. Vliv struktury na antibakteriální účinnost 

Modifikace lipofilní části molekuly – délka a četnost alkylového řetězce  

Vliv délky alkylového řetězce byl sledován na referenčních látkách S1c-e a S2c-e a 

u všech látek nově připravených. V případě KAS s jedním dlouhým alkylovým řetězcem 

byla pozorována nejvyšší antibakteriální aktivita u látek s alkylovým řetězcem 

obsahujícím 12 (C12), 14 (C14) a 16 (C16) uhlíků. Nově syntetizované látky s jedním 

10uhlíkatým řetězcem (1b a 2b) byly výrazně méně účinné než deriváty s delšími 

alkylovými řetězci, a naopak látky nesoucí 18 (C18) uhlíků v alkylovém řetězci (1f a 2f) 

už nebyly výrazně účinnější než deriváty s kratšími alkylovými řetězci a zároveň měly 

výrazně horší rozpustnost. S ohledem na antimikrobiální aktivitu i rozpustnost (potažmo 

využitelnost v praxi) tak deriváty s jedním řetězcem o 10 nebo 18 uhlíkách nevykazovaly 

optimální vlastnosti pro případné použití nebo další hodnocení. Pro vizualizaci 

uvedených zjištění jsou na obrázku 9 graficky znázorněny stanovené hodnoty MIC po 

24 hodinách inkubace (MIC 24) pro kmen S. aureus, reprezentující G+ bakterie, a kmen 

E. coli, reprezentující G- bakterie. Na obrázku 9 jsou zároveň graficky znázorněny 

vypočtené hodnoty Clog P predikující rozpustnost látek. 
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Obrázek 9 - Vliv délky alkylového řetězce na antibakteriální aktivitu KAS  

Minimální inhibiční koncentrace stanovené po 24hodinové (MIC 24; µmol/l) expozici KAS. 

Výsledné hodnoty MIC 24 stanovené pro kmen S. aureus (horní graf) a E. coli (prostřední graf). 

Ve skupinovém sloupcovém grafu jsou na ose x označeny vždy jednotlivé série KAS (S1, 1, S2, 

2, 4) a barevné sloupce odpovídají jednotlivým derivátům série s odlišnou délkou alkylového 

řetězce (černá: b (C10), šedá: c (C12), růžová: d (C14), fialová: e (C16), tyrkysová: f (C18). V grafech 

jsou uvedeny průměry naměřených hodnot (N = 2–4). Spodní graf: Vypočítaný log P (Clog P) 

pro jednotlivé série KAS (S1, 1, S2, 2, 4) označené na ose x.  
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Při porovnání účinnosti všech látek proti G+ kmenům se v jednotlivých sériích 

prokázaly, bez výrazných rozdílů, jako nejefektivnější látky s C14 a C16. Naopak C12 

deriváty byly vždy výrazně méně účinné. Tyto výsledky příliš nekorespondují se závěry 

publikovaných studií Daouda a kol.23 a Gilberta a Moora18, podle kterých by vůči G+ 

bakteriím měly být nejúčinnější látky s alkylovým řetězcem C14
23 či C12-14

18. Naopak tyto 

výsledky potvrzují námi dříve publikovaná data.15,117,131  

V případě G- bakterií nebyl vztah účinnosti k délce alkylového řetězce tolik zřetelný. 

Nejúčinněji se jevily především deriváty C14, ale v některých sériích byly efektivní i 

deriváty C12 nebo C16. Nižší rozpustnost často negativně ovlivnila stanovení a 

vyhodnocení citlivosti G- kmenů u C16 derivátů, jelikož bylo třeba začínat měření na 

nižších koncentracích. Dosažené výsledky tak znovu příliš nekorespondují se závěry 

výše zmíněných publikací, kde na G- bakterie účinkovaly především látky s C16
23 či  

C14-16
18.  

Pokud vezmeme v potaz závěry této práce i závěry zmíněných studií, tak se deriváty 

obsahující C14 prokázaly vždy jako velice účinné na G+ i G- bakterie. Z naší studie lze 

tedy konstatovat, že KAS s jedním alkylovým řetězcem se 14 uhlíky zajišťují vysokou 

účinnost společně s dobrou rozpustností a jsou z hlediska kompromisu nejlepší volbou 

pro případné jednosložkové kompozice.  

Na látkách ze série 3 a na referenční látce S3bb byl pozorován vliv přidání druhého 

dlouhého alkylového řetězce (C8, C10 nebo C12) do struktury molekuly oproti látkám 1c a 

S1c, které obsahují benzylovou skupinu a pouze jeden řetězec. Tato záměna vedla ke 

zvýšení antimikrobiální aktivity, ale zároveň i ke zvýšení Clog P a tedy poklesu 

rozpustnosti ve vodných médiích. Naopak ale v případě látek ze série 3 bylo zvýšení 

Clog P zmírněno zavedením hydroxyethylových skupin do struktury. Snížená 

rozpustnost tak neomezovala výslednou účinnost (s výjimkou P. aeruginosa MR) a MIC 

(případně MBC) byly hluboko pod hranicí rozpustnosti. Stanovené hodnoty MIC 24 a 

Clog P pro tyto látky jsou graficky znázorněny na obrázku 10. Látky se dvěma dlouhými 

alkylovými řetězci všeobecně prokázaly dobrou antimikrobiální aktivitu, srovnatelnou 

s běžnými KAS s jedním dlouhým alkylovým řetězcem. Vliv symetrie dvou delších 

alkylových řetězců (3bb, 3cc – symetrické rozložení a 3ab, 3ac, 3bc – asymetrické 

rozložení) na antimikrobiální aktivitu nebyl prokázán.  
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Obrázek 10 - Vliv četnosti alkylového řetězce a jejich kombinace na antibakteriální 

aktivitu KAS 

Minimální inhibiční koncentrace stanovené po 24hodinové (MIC 24; µmol/l) expozici referenčním 

látkám S1c (černá barva), S3bb (růžová barva) a novým látkám ze série 3 (šedá barva) a 1c 

(černá barva). Horní grafy: Výsledné hodnoty MIC 24 stanovené pro kmen S. aureus (vlevo) a 

E. coli (vpravo). V grafech jsou uvedeny průměry naměřených hodnot (N = 2–4).  Spodní graf: 

Vypočítaný log P (Clog P). 

 

 

Vliv dalších substituentů na hydrofilní části molekuly 

Nově syntetizované látky ze série 1 byly odvozeny od referenčních látek ze skupiny 

S1. Modifikovaná struktura vznikla záměnou methylových skupin na kvartérním dusíku 

za hydroxyethylové skupiny s cílem zvýšit rozpustnost benzalkoniových derivátů a 

zároveň zachovat antimikrobiální aktivitu. Jedna látka této skupiny (1c) se stala 

v nedávné době komerčně dostupnou, pod názvem benzoxonium chlorid. Tento 

předpokládaný efekt byl potvrzen stanovenými hodnotami MIC, MBC a Clog P. Nově 

syntetizované pyridinové deriváty ze série 2 byly odvozeny od referenčních látek ze 
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skupiny S2 substitucí v poloze 3, kde jsme předpokládali zlepšení účinnosti vlivem 

chloru. Tato obměna způsobila očekávané zvýšení Clog P, a zároveň nevedla 

k výraznému zvýšení antimikrobiální účinnosti. Tuto strukturní modifikaci tak lze 

považovat za neperspektivní. S ohledem na celkový vliv strukturních modifikací na 

hydrofilní části molekuly jsou na obrázku 11 graficky znázorněny MIC 24 a Clog P 

stanovené u zástupců všech referenčních a nových skupin se stejnou délkou alkylového 

řetězce. Znázorněny jsou výsledky derivátů se 14uhlíkatým řetězcem (S1d, 1d, S2d, 2d, 

4d), jelikož bylo výše prokázáno, že tato délka alkylového řetězce je pro antibakteriální 

aktivitu nejoptimálnější.  

Obecně lze shrnout, že obměna substituentů na polární části molekuly KAS má jen 

zanedbatelný vliv na antimikrobní účinnost oproti vlivu délky alkylového řetězce či jejich 

počtu jako nepostradatelné nepolární části molekuly. Efektivní mohou být ale pro 

optimalizaci fyzikálně-chemických vlastností látek a jejich praktické využití. Mimo 

předmět této disertační práce bylo navíc prokázáno, že modifikace polární části KAS 

mohou zároveň vést k rozšíření spektra účinku o virucidní aktivitu.28 Předmětem 

intenzivního výzkumu jsou zároveň KAS obsahující dvě symetrické části spojené různě 

dlouhým řetězcem. Tyto takzvané gemini-KAS často vykazují vyšší antimikrobiální 

aktivitu v porovnání s nejpoužívanějšími KAS, ale zároveň jsou méně rozpustné a více 

toxické.132–134 Příkladem gemini-KAS je i referenční látka S6 komerčně známá jako 

oktenidin, která prokázala nejvyšší účinnost vůči všem bakteriálním kmenům včetně 

P. aeruginosa MR. 

   

Obrázek 11 - Vliv dalších substituentů na hydrofilní části molekuly na 

antibakteriální aktivitu KAS 

Levý graf: Minimální inhibiční koncentrace stanovené po 24hodinové (MIC 24; µmol/l) expozici 

KAS s jedním alkylovým řetězcem v délce C14 (S1d, 1d, S2d, 2d, 4d). V grafu jsou uvedeny 

průměry naměřených hodnot (N = 2 – 4) stanovené pro kmeny: S. aureus (STAU), meticilin-

rezistentní S. aureus (MRSA), S. epidermidis (STEP), vankomycin-rezistentní E. faecium (VRE), 

E. coli (ESCO), K. pneumoniae (KLPN -), K. pneumoniae produkující širokospektré β-laktamázy 

(KLPN +), multirezistentní P. aeruginosa (PSAE MR). Pravý graf: Vypočítaný log P (Clog P). 
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5.2. Vliv média na stanovení MIC a MBC u kmene E. faecalis 

Mezi G+ bakterie, na kterých byly stanoveny MIC a MBC, patří i kmen E. faecalis, 

který se zároveň řadí mezi tzv. nutričně náročnější bakteriální kmeny, pro které CLSI 

standard M07Ed11 doporučuje v případě špatného růstu použití MHB média 

obohaceného o kationty. Při našem měření jsme nepozorovali výrazné problémy v růstu 

E. faecalis ve standardním MHB, ale přesto jsme se rozhodli stanovit MIC, MBC a 

růstové křivky i v nutričně bohatších mediích, tj. TSB a BHI. I přestože stanovené faktory 

rychlosti růstu ukázaly značně pomalejší růst kultury E. faecalis v nutričně chudším 

médiu oproti nutričně bohatším, stanovené MIC a MBC hodnoty se významně nelišily. 

Stanovené růstové křivky s příslušnými faktory rychlosti růstu a stanovené MIC a MBC 

hodnoty jsou zobrazeny na obrázku 12. 

 

MÉDIUM MHB BHI TSB 

r 1,42 2,08 2,52 

 

Obrázek 12 - Vliv média na stanovení MIC a MBC u E. faecalis  

Levý graf: Růstové křivky E. faecalis stanovené v MHB, TSB a BHI. V tabulce je uveden 

stanovený faktor rychlosti růstu (r) kmene E. faecalis v jednotlivých mediích. Exponenciální fáze 

růstu byla pro výpočet stanovena v rozmezí absorbancí 0,1 – 1,0 pro TSB a BHI a 0,1 – 0,3 pro 

MHB. Pravý graf: Stanovené minimální baktericidní koncentrace (MBC; µmol/l) pro látky S2c, 

S2d, S2e, 2c, 2d, 2e, 4d při použití kultivačních médií MHB, TSB a BHI. 
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5.3. Vliv bakteriální denzity na antimikrobní aktivitu KAS 

V rámci mikrodiluční bujónové metody se dle CLSI standardu M07Ed11 stanovují 

MIC a MBC hodnoty v bakteriální suspenzi o přibližné hustotě 107 CFU/ml. Před 

hodnocením antibiofilmové aktivity látek byl nejprve hodnocen samotný vliv bakteriální 

hustoty na antibakteriální aktivitu, jelikož právě vyšší bakteriální hustota je jedním 

z typických znaků biofilmu. Hodnoty MBC byly tak stanoveny na bakteriálních 

suspenzích o různé počáteční koncentraci (v jednotkách CFU/ml). Pro experiment byly 

vybrány kmeny S. aureus a E. coli jakožto typičtí zástupci G+ a G- bakterií. MBC byly 

stanoveny po 5minutové a 24hodinové expozici vybraným KAS. Společně s rostoucí 

počáteční bakteriální hustotou byl pozorován nárůst MBC. Nicméně sledovaný nárůst 

MBC nebyl lineárně úměrný ke zvýšení počtu bakteriálních buněk. Relativní hodnota 

MBC na jednu bakteriální buňku (MBC/cell) odhalila, že efektivní MBC ve skutečnosti 

výrazně klesá se zvyšující se hustotou bakteriálních buněk (obrázek 13). Stanovená 

MBC/cell byla u méně koncentrované bakteriální suspenze (4×105 CFU/ml) S. aureus 

téměř 100× vyšší než u suspenze 100× koncentrovanější (5×107 CFU/ml). Obdobné 

výsledky byly získány i v případě E. coli, kdy MBC/cell klesla o cca 2 řády, zatímco 

koncentrace bakterií cca o 2 řády stoupla. Z výsledků vyplývá, že čím hustší je počáteční 

bakteriální suspenze, tím více jsou jednotlivé bakteriální buňky citlivé k testovaným KAS. 

Důvodem by mohla být zvýšená úroveň stresu, který zažívají jednotlivé bakterie 

v přeplněném prostředí. Přestože by se bakterie mohly kolektivně přizpůsobit vysoké 

hustotě buněk a naopak zvýšit odolnost vůči antimikrobním látkám např. indukcí QS 

dráhy tj. zvýšením počtu perzistentních buněk v populaci, zvýšenou expresí peroxidáz, 

které zajišťují ochranu před reaktivními formami kyslíku nebo nadměrnou expresí 

efluxních pump.135 Výsledky této studie naopak naznačují, že jednotlivé bakterie kmenů 

S. aureus i E. coli jsou při vyšších počátečních koncentracích bakterií více stresovány a 

tedy citlivější k antimikrobiálním látkám. Tento stres může být vyvolán sníženou 

dostupností živin a následnou sníženou rychlostí růstu. Pro ověření jsme sledovali růst 

bakterií v suspenzi při různých počátečních hustotách v čerstvém médiu. Rychlost růstu, 

která je obecným ukazatelem dobrého stavu buněk, se výrazně snižovala s rostoucí 

počáteční hustotou buněk. Grafické znázornění vlivu počáteční bakteriální hustoty na 

MBC a jednotlivé růstové křivky jsou uvedeny na obrázku 13.  
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Obrázek 13 - Růstové křivky a vliv bakteriální hustoty na MBC 

MBC/cell stanovené u bakteriálních suspenzí S. aureus o různé počáteční bakteriální denzitě po 

5minutové (1A) a 24hodinové (2A) expozici vybraným KAS a u bakteriálních suspenzí E. coli o 

různé počáteční bakteriální denzitě po 5minutové (1B) a 24hodinové (2B) expozici vybraným 

KAS. Růstové křivky bakteriálních suspenzí S. aureus (1C) a E. coli (2C) o různém počátečním 

CFU/ml. V tabulce jsou uvedeny stanovené růstové faktory r. Exponenciální fáze růstu byla pro 

výpočet stanovena v rozmezí absorbancí 0,1 – 1,0. 
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5.4. Testování aktivity proti F. tularensis 

Kromě výše uvedených bakteriálních kmenů, které patří mezi zástupce 

nozokomiálních patogenů a způsobují tak často obtížně léčitelné infekce především 

v nemocničním prostředí, byla do testovaní na základě projektu Agentury pro 

zdravotnický výzkum ČR s názvem „Vývoj polyvalentního dekontaminačního činidla“ 

zařazena i bakterie F. tularensis LVS, která patří mezi vysoce rizikové infekční agens 

pro její možné zneužití při vývoji biologických zbraní a bioterorismu. Citlivost F. tularensis 

byla stanovena s využitím fluorescenční průtokové cytometrie (FACS). Tato metoda nám 

umožnila stanovit procento usmrcených a přeživších bakteriálních buněk po expozici 

testovaným látkám. Standardizované množství mikrosfér zároveň umožnilo zjistit, zda 

testované KAS zcela rozrušují celistvost bakteriální buňky, nebo bakterie usmrcují 

v zachovalém tvaru. Toto testování podstoupily pouze nejlepší látky dle výsledků 

z mikrodiluční bujónové metody. F. tularensis byla nejcitlivější ke standardu S4, zástupci 

běžného dezinfekčního přípravku Sanytolu pro koupelny (aktivní účinná látka S3bb) a 

nově připravené látce 3bb, které jediné usmrtily více než 99 % bakterií po 5minutové 

expozici 0,1% roztoku testované látky. V případě látky 3bb odhalilo toto stanovení 

možný rozdílný mechanismus účinku KAS se dvěma dlouhými alkylovými řetězci na 

kvartérním dusíku, jelikož tato látka, na rozdíl od ostatních KAS s jedním řetězcem, 

většinu bakteriálních buněk usmrtila bez narušení celistvosti bakteriální buňky. 

Stanovení dále prokázalo klesající citlivost F. tularensis v řadě derivátů sérií 1 a 4, 

lišících se v délce alkylového řetězce od C12 po C14 (1c: 95,3 %; 1d: 80,7 %; 4c: 92,0 %, 

4d: 79,4 % usmrcených bakterií). Výsledky jsou graficky znázorněny v obrázku 14. 

 

Obrázek 14 - Citlivost F. tularensis LVS k vybraným KAS  

Výsledky jsou zobrazeny v procentuálním zastoupení vitálních a usmrcených bakterií se 

zachovaným tvarem po 5minutovém vystavení 0,1% roztokům nových KAS (1c, 1d, 4c, 4d, 3bb), 
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referenční KAS S4, Sanytolu pro koupelny (SAN), Ajatinu a 70% ethanolu (ET 70%). 

Nezobrazená sloupcová část do 100 % odpovídá usmrceným bakteriím s rozrušenou celistvostí. 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměrná hodnota ± SD; n = 3. NK představuje negativní kontrolu, 

která byla vystavena fyziologickému roztoku.  

 

5.5. Kvantitativní suspenzní zkouška 

Nové monoalkylové KAS obsahující C12, C14 a C16 společně s látkami ze série 3 

prokázaly dle mikrodiluční bujónové metody vysokou účinnost vůči G+ i G- bakteriím, 

srovnatelnou se standardně používanými dezinfekčními látkami. Na základě toho byla 

pro tyto látky stanovena i antibakteriální aktivita při krátkém expozičním času (2 minuty) 

na sbírkových kmenech pomocí kvantitativní suspenzní zkoušky dle normy ČSN EN 

1276. Tato zkouška je požadována pro případnou registraci a zavedení přípravků do 

praxe. Zároveň toto stanovení porovnalo účinnost daných látek s běžně užívanými 

dezinfekčními prostředky: Sanytol pro koupelny (aktivní účinná látka S3bb), Ajatin 

(aktivní účinná látka je směs S1c, S1d a S1e) a referenční látkou S5. Výsledky stanovení 

prokázaly, že všechny testované látky vykazují velice dobrou účinnost. Na obrázku 15 

jsou graficky znázorněny nejnižší efektivní koncentrace testovaných látek splňující 

požadavek normy, tj. redukci bakterií v suspenzi o 5 logaritmů. V případě derivátů 

s jedním dlouhým alkylovým řetězcem se znovu potvrdil vliv délky alkylového řetězce na 

aktivitu vůči G+ a G- kmenům. U G+ kmene S. aureus 6538 se zvyšovala antibakteriální 

aktivita s prodlužujícím se alkylovým řetězcem od C12 po C16. Naopak u G- kmene 

P. aeruginosa 15442 se zvyšovala aktivita se zkracujícím se alkylovým řetězcem od C16 

po C12. Nejvyšší účinnost proti oběma kmenům prokázaly látky 3bb a 3ac ze série 3 

obsahující dva dlouhé alkylové řetězce na kvartérním dusíku. Tyto látky byly dokonce 

účinnější než referenční látky Ajatin a S5 a srovnatelně účinné se Sanytolem. Směsný 

dezinfekční přípravek z látek ze série 3 by tak mohl být potenciálně velice účinným 

novým dezinfekčním přípravkem. 

 



64 
 

   

 

Obrázek 15 - Výsledky kvantitativní suspenzní zkoušky pro bakteriální kmeny S. 

aureus a P. aeruginosa 

Výsledky zobrazují stanovenou nejnižší efektivní koncentraci (%) testovaných látek dle 

kvantitativní suspenzní zkoušky ČSN EN 1276 u bakteriálních kmenů S. aureus 6538 (horní graf) 

a P. aeruginosa 15442 (dolní graf). Černé sloupce odpovídají referenčním látkám, oranžové 

látkám ze série 3 se dvěma alkylovými řetězci, růžové C12 derivátům, fialové C14 derivátům a 

zelené C16 derivátů látek ze sérií 1, 2 a 4. Červené šrafování značí, že látka nebyla účinná ani při 

nejvyšší testované koncentraci zobrazené v grafu. Stanovení probíhalo při nízkém znečištění a 

expoziční čas byl nastaven na 2 minuty. 
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5.6. Calgary biofilm device 

Antibiofilmová účinnost byla stanovena pomocí metodiky CBD pro biofilmy kmenů 

S. aureus, E. coli a S. mutans formované na plastovém (PS) a hydroxyapatitem (HA) 

potaženém povrchu. Všechny tři kmeny formovaly výrazně mohutnější biofilm na HA 

povrchu. Z uvedených kmenů se jako nejslabší biofilmový producent prokázal kmen 

S. mutans, který na PS povrchu neformoval reprodukovatelný a stabilní biofilm, proto 

nebyl tento model zařazen do testování. Stanovené množství bakterií v jednotlivých 

biofilmových modelech je uvedeno na obrázku 16. 

 

Obrázek 16 - Biofilmový nárůst na Calgary biofilm device  

Biofilm tvořený kmeny S. aureus, E. coli a S. mutans na plastovém (PS) a hydroxyapatitem (HA) 

potaženém povrchu Calgary biofilm device byl kvantifikován pomocí plotnové metody. Výsledky 

jsou vyjádřeny jako průměrná hodnota ± SD; n = 16.    

 

Všeobecně byla biofilmová forma testovaných kmenů k antimikrobním látkám méně 

citlivá než forma planktonní. Nejvýraznější rozdíl byl sledován na mohutněji narostlém 

biofilmu E. coli a S. aureus formovaném na HA povrchu. V případě E. coli byla potřebná 

průměrně 370× vyšší koncentrace testovaných KAS a u S. aureus 140× vyšší 

koncentrace i přesto, že biofilm E. coli obsahoval pouze 17× více bakterií a biofilm 

S. aureus 11× více bakterií než testovaná bakteriální suspenze v mikrodiluční bujónové 

metodě. K eradikaci biofilmu formovaném na PS povrchu byla u kmene S. aureus 

potřebná pouze 2,68× vyšší koncentrace testovaných KAS, u kmene E. coli pouze 3,54× 

vyšší koncentrace a u biofilmu kmene S. mutans formovaném na HA povrchu byla 

potřebná pouze 6× vyšší koncentrace. Menší rozdíl v citlivosti oproti planktonní formě 
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lze v těchto případech vysvětlit obdobným množstvím bakterií tvořících biofilm jako 

v bakteriálních suspenzích použitých při mikrodiluční bujónové metodě. Biofilm 

S. aureus, E. coli a S. mutans v těchto případech obsahoval ve skutečnosti 1,6× 

(S. aureus), 1,2× (E.coli) a 2,4× (S. mutans) méně bakterií než suspenze pro stanovení 

MBC. Proto je zřejmé, že bakterie ve formě biofilmu byly i v těchto případech méně citlivé 

k testovaným látkám, jelikož i přes menší množství bakterií byly zapotřebí vyšší 

koncentrace testovaných látek. Dle literatury bychom přesto mohli očekávat 

mnohonásobně vyšší rozdíl v účinných koncentracích ve prospěch biofilmu.136,137 

U antibiotické léčby byla např. pozorována až 1000× vyšší rezistence u biofilmové formy 

P. aeruginosa.138 V případě KAS byl také pozorován více než 100násobný pokles 

v účinnosti při eliminaci Legionella pneumophila v biofilmové formě oproti formě 

planktonní.139 Obdobné výsledky byly pozorovány ve studii Si Yeon a spol. při 

screeningu izolátů orálních streptokoků, kdy byly naměřené MIC v planktonních 

kulturách přibližně 100× nižší než minimální biofilm-inhibiční koncentrace.140 

U námi testovaných látek byl zároveň znovu pozorován nárůst v aktivitě vůči G+ 

biofilmu kmene S. aureus v závislosti na zkracujícím se alkylovém řetězci od C16 po C12. 

Naopak v případě G- biofilmu kmene E. coli se schopnost eradikace zvyšovala 

s prodlužujícím se alkylovým řetězcem od C12 po C16. Tyto výsledky odpovídají 

zjištěnému vlivu délky alkylového řetězce na aktivitu vůči planktonní formě G+ a G- 

kmenů a zároveň více korespondují se závěry již dříve zmíněných studií Daouda a kol.23 

a Gilberta a Moora18, podle kterých by na G+ bakterie měly maximálně působit látky 

s alkylovým řetězcem C14
23  či C12-14

18 a na G- bakterie především látky s C16
23 či C14-16

18. 

Nejvýraznější antibiofilmová aktivita byla pozorována u referenčních látek S2c-e, S3bb, 

S4, S5, S6 a nových pyridiniových (série 2) a imidazoliových (série 4) typů KAS. 

Z testovaných látek prokázala série 3 obecně nejnižší antibiofilmovou aktivitu na 

mohutněji narostlém biofilmu (S. aureus a E. coli na HA povrchu), přestože při testování 

v suspenzi vykazovaly velmi dobrý antimikrobiální efekt. Velice dobrou, s ostatními 

látkami srovnatelnou účinnost nicméně prokázaly na méně narostlém biofilmu 

(S. aureus, E. coli na PS a S. mutans na HA). Struktura KAS se dvěma kratšími 

alkylovými řetězci na kvartérním dusíku pravděpodobně znesnadňuje přístup látek do 

nitra biofilmu. Výsledné hodnoty MBEC jsou uvedeny na obrázku 17. Antibiofilmová 

účinnost nebyla stanovena u derivátů s C10 a C18, jelikož neprokázaly významnou 

antimikrobní aktivitu v rámci mikrodiluční bujónové metody.  
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Obrázek 17 - Stanovené hodnoty MBEC a MBC pro porovnání aktivity KAS vůči 

biofilmové a planktonní formě bakterií 

Minimální biofilm eradikující koncentrace (MBEC; µmol/l) byla stanovena metodikou Calgary 

biofilm device po 24hodinové expozici testovaným látkám. Hodnoty minimální baktericidní 

koncentrace (MBC; µmol/l) byly stanoveny mikrodiluční bujónovou metodou po 24hodinové 

expozici testovaným látkám. Červené šrafování značí, že látka nebyla účinná ani při nejvyšší 
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testované koncentraci zobrazené v grafu. Horní graf: MBEC pro biofilm S. aureus formovaný na 

plastovém (PS) a hydroxyapatitem (HA) potaženém povrchu. Prostřední graf: MBEC pro biofilm 

E. coli formovaný na PS a HA povrchu. Spodní graf: MBEC pro biofilm S. mutans formovaný na 

HA povrchu. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměrné hodnoty ± SD (n = 3–5). 

 

 

5.7. Biofilmový model E. faecalis 

U vybraných nových a referenčních látek byla ve spolupráci s výzkumnou skupinou 

prof. D. Stopara z Biotechnologické fakulty Univerzity v Lublani stanovena antibiofilmová 

aktivita na pokročilém biofilmovém modelu E. faecalis. Zároveň byl otestován potenciál 

kombinace chemického působení vybraných KAS s mechanickým působením Er:YAG 

laseru. Získané výsledky byly publikovány viz. příloha D. 

 

5.7.1. Efekt KAS 

S ohledem na výsledky stanovení aktivity vůči bakteriím v planktonním stavu a 

antibiofilmové aktivity na základním biofilmovém CBD modelu byly pro stanovení 

antibiofilmové účinnosti na pokročilém biofilmovém modelu E. faecalis vybrány látky ze 

série 2 a 4, a to konkrétně deriváty C14 (2d a 4d). Jako referenční látka byl pro následné 

porovnání vlivu jednoduché strukturní modifikace zvolen taktéž derivát C14 (S2d), který 

je strukturně nejbližší testované látce 2d. Antibiofilmová aktivita byla stanovena po 1, 3 

a 60minutové expozici a efektivita látek byla hodnocena pomocí 2 parametrů: podíl 

usmrcených a vitálních bakterií a procentuální pokrytí povrchu biofilmem před a po 

expozici. Před expozicí byla většina bakteriálních buněk v biofilmu (88±6 %) vitální a 

s prodlužující se dobou inkubace s testovanými látkami se zvyšovala frakce mrtvých (na 

obrázku 18 červeně značených) bakterií v biofilmu. Po 60 minutách byla většina bakterií 

usmrcena (82, 86 a 97 % po expozici látkami S2d, 2d a 4d). Nejúčinnější sloučeninou 

proti biofilmu E. faecalis byl imidazolový derivát 4d, který při kratších expozičních časech 

(1 a 3 minuty) usmrcoval významně větší množství bakterií v biofilmu než látky 2d a S2d. 

Z praktického hlediska po relativně krátkém 3minutovém působení způsobil smrt většiny 

bakterií (86±4 %) v biofilmu. Při porovnání účinnosti pyridinových derivátů 2d a S2d 

nebyl na planktonní formě bakterií pozorován významný rozdíl v aktivitě, nyní ale 

vykazoval chlorovaný derivát na základě stanoveného průměru podílu usmrcených a 

vitálních bakterií při všech expozičních časech vyšší účinnost. Pozitivní kontrola 

reprezentovaná roztokem chlornanu sodného (NaOCl) v koncentraci běžně používané 
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v klinické praxi při čištění zubních kanálků (3% V/V) snížila pokrytí substrátu biofilmem 

po 1minutovém působení pod 1 %. Nicméně aplikovaná koncentrace NaOCl byla 

přibližně 150× vyšší než koncentrace KAS použitá v této studii. Je zajímavé, že expozice 

KAS výrazně neovlivnila pokrytí povrchu substrátu biofilmem, což naznačuje, že KAS 

v testované koncentraci pouze usmrcovala bakteriální buňky v biofilmu, ale 

neodstraňovala je z povrchu. Podobný výsledek byl již dříve pozorován ve studii Luis E. 

Chávez de Paz a spol. u chlorhexidinu, kdy byly bakterie v biofilmu usmrceny, ale nikoliv 

odstraněny z povrchu dentinu.141 

 

Obrázek 18 - Efekt KAS na biofilmový model E. faecalis 

Horní část obrázku: Snímky biofilmů E. faecalis formovaných na titanovém povrchu po dobu 72 

hodin při 37 °C obarvených fluorescenčními sondami pro rozlišení usmrcených a vitálních bakterií 

pořízených konfokální mikroskopií. V levém sloupci nahoře je zobrazena negativní kontrola, kdy 

byl biofilm exponován 0,9% roztoku NaCl po dobu 1 minuty. V levém sloupci dole je zobrazena 

pozitivní kontrola, kdy byl biofilm exponován 3% roztoku NaOCl po dobu 1 minuty. V dalších 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ch%C3%A1vez+de+Paz+LE&cauthor_id=20003938
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ch%C3%A1vez+de+Paz+LE&cauthor_id=20003938
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sloupcích jsou zobrazeny biofilmy exponované látkám S2b, 2c a 4b o koncentraci 250 µmol/l po 

dobu 1, 3 a 60 minut. Vitální bakterie jsou zobrazeny zeleně, usmrcené červeně. Pro každou 

testovanou látku a délku expozice jsou na panelu zobrazeny reprezentativní zorná pole. Měřítko 

na mikrografu představuje 50 µm. Levý spodní graf: Vliv testovaných KAS na podíl usmrcených 

buněk v biofilmu (%). Pravý spodní graf: Vliv testovaných KAS na eradikaci bakterií z povrchu 

(%). Skupinové sloupcové grafy sdružují na ose x výsledky jednotlivých testování s ohledem na 

dobu expozice a barevně jsou odlišeny jednotlivé testované látky (zelená – negativní kontrola; 

fialová – NaOCl; šedá – S2d; tyrkysová – 2d; růžová – 4d). Výsledky jsou uvedeny jako průměrné 

hodnoty ± SD (n = 9–27). Hladina významnosti *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001). 

 

5.7.2. Kombinace KAS s Er:YAG laserem 

I přestože byly testované KAS schopné usmrtit většinu bakterií v biofilmu, 

nezanedbatelná část (např. 18 % u S2d) zůstala vitální i po 60minutové expozici. A 

vzhledem k tomu, že 60 minut je pro klinické použití (např. v zubním lékařství) velmi 

nepraktický čas, rozhodli jsme se otestovat možné zesílení efektu KAS pomocí 

kombinace s Er:YAG laserem. Biofilmy byly nejprve vystaveny KAS po dobu 1 minuty a 

následně laseru po dobu 10 sekund. Kontrolní biofilmy byly vystaveny fyziologickému 

roztoku (0,9% NaCl) a následně ošetřeny laserem. Výsledné hodnoty podílu usmrcených 

a vitálních bakterií a schopnost eradikace bakterií z povrchu po fotoakustické irigaci 

Er:YAG laserem a po kombinované expozici KAS a laseru jsou uvedeny na obrázku 19. 

Samotné působení laseru významně snížilo pokrytí povrchu biofilmem, ale podíl 

usmrcených a vitálních bakterií nebyl výrazně ovlivněn. U vzorků, které byly nejprve 

ošetřeny KAS a následně vystaveny působení laseru se podíl mrtvých bakterií významně 

zvýšil a zároveň se zachoval mechanický efekt laseru odstraňující bakterie z povrchu. 

Zjevná pozitivní interakce KAS a Er:YAG laseru byla ověřena a přesněji 

charakterizována jako synergická pomocí Bliss independence modelu. Nejvýraznější 

synergický účinek byl prokázán u látky 2d. Výsledky tak poukázaly na případné výhodné 

využití kombinace laserové terapie s KAS či jinými chemickými látkami, která by mohla 

v klinické praxi zkrátit expoziční čas a snížit koncentraci chemické látky. 
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Obrázek 19 - Efekt KAS a Er:YAG laseru na biofilmový model E. faecalis  

Horní část obrázku: Snímky biofilmů E. faecalis formovaných na titanovém povrchu po dobu 72 

hodin při 37 °C obarvených fluorescenčními sondami pro rozlišení usmrcených a vitálních bakterií 

pořízených konfokální mikroskopií. Na prvním snímku zleva v horním řádku je zobrazena 

negativní kontrola, kdy byl biofilm vystaven 0,9% roztoku NaCl po dobu 1 minuty. Na prvním 

snímku zleva ve druhém řádku je zobrazena pozitivní kontrola, kdy byl biofilm exponován 3% 

roztoku NaOCl po dobu 1 minuty a následně Er:YAG laseru po dobu 10 sekund. Další snímky 

v horním řádku zobrazují biofilm ošetřený pouze KAS (S2b, 2c, 4b) o koncentraci 250 µmol/l) po 

dobu 1 minuty. V dolním řádku je zobrazen biofilm ošetřený KAS (S2b, 2c, 4b o koncentraci 250 

µmol/l) po dobu 1 minuty a následně Er:YAG laseru po dobu 10 sekund. Vitální bakterie jsou 

zobrazeny zeleně, usmrcené červeně. Měřítko na mikrografu představuje 50 µm. Levý spodní 

graf: Vliv Er:YAG laseru, testovaných KAS a jejich kombinace na podíl usmrcených buněk 

v biofilmu (%). V grafu je zároveň vyznačen předpokládaný kombinovaný účinek (Eexp) KAS a 

laseru vypočtený podle Bliss independence modelu. Pravý spodní graf: Vliv Er:YAG laseru, 

testovaných KAS a jejich kombinace na eradikaci bakterií z povrchu (%). Skupinové sloupcové 

grafy sdružují na ose x výsledky jednotlivých testování s ohledem na dobu expozice a barevně 

jsou odlišeny jednotlivé testované látky (zelená – negativní kontrola; fialová – NaOCl; šedá – S2d; 
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tyrkysová – 2d; růžová – 4d). Výsledky jsou uvedeny jako průměrné hodnoty ± SD (n = 9–27). 

Hladina významnosti * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001). 

 

 

5.8. Model biofilmu na biokompatibilním povrchu 

Charakterizace hydroxyapatitových disků 

Obrázek 20a ukazuje, že mikrostruktura disků CDHA odpovídá propletené síti 

deskovitých nanokrystalů s vnitřním povrchem 13 m2/g a pórovitostí 

v submikrometrovém měřítku 49 %. Výsledkem spékání byla mikrostruktura 

polyedrických krystalů s hladkým povrchem a póry o velikosti kolem 1 µm (obrázek 20b 

a 20c), jejichž vnitřní povrch je menší než 1 m2/g. U SHA se vyvinula větší 4,0µm zrna 

s mírně nižší 38% pórovitostí oproti 1,5µm zrn s 41% pórovitostí u β-TCP. 

 

 

Obrázek 20 - Mikrostruktura kalcium-fosfátových materiálů  

Snímky z rastrovací elektronové mikroskopie: a) kalcium-deficientní hydroxyapatit (CDHA); 

b) spékaný hydroxyapatit (SHA) a c) β-trikalcium fosfát (β-TCP). 

 

Charakterizace biofilmového modelu 

CLSM analýza ukázala, že biofilm formovaný na všech typech disků obsahoval 

přibližně 50–60 % vitálních bakterií bez významného rozdílu mezi jednotlivými 

testovanými materiály (obrázek 21A). Bakteriální hustota bohužel nebyla kvantifikována 

pro silnou fluorescenci v pozadí způsobenou adsorpcí fluorescenčních barviv v pórech 

testovaných materiálů. Subjektivně lze zhodnotit, že na β-TCP bylo pozorováno menší 

množství bakterií než na CDHA a SHA. Vizuální charakterizace biofilmu pomocí SEM 

byla ve shodě s CLSM analýzou, tj. SHA a CDHA byly mnohem masivněji pokryty 
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bakteriemi a tvořily velmi hustě osídlené shluky, zatímco β-TCP byl osídlen mnohem 

menším množstvím převážně jednotlivých bakterií, které se nacházely přednostně uvnitř 

pórů. Reprezentativní snímky jsou zobrazeny níže (obrázek 21B).  

Kvantita vitálního biofilmu byla sledována pomocí metabolismu AB, kdy stanovený 

počet bakterií v biofilmu byl 1,18×107±2,60×106 CFU/ml na SHA, 9,68×106±3,11×106 

CFU/ml na CDHA a 1,50×106±3,22×105 CFU/ml na β-TCP. Počet životaschopných 

bakterií byl dále potvrzen stanovením CFU/ml sériového ředění bakteriální suspenze, 

získané ultrazvukovým rozrušením biofilmu a pomocí počítání kolonií na plotnách po 

inkubaci přes noc. Stanovené CFU/ml odpovídalo 1,55×107±4,73×106 CFU/ml pro SHA, 

2,43×107±7,64×106 CFU/ml pro CDHA a 3,92×106±1,87×106 CFU/ml pro β-TCP. 

Výsledky získané z AB stanovení a výpočtu CFU/ml vykazovaly podle Pearsonova 

dvoustranného korelačního koeficientu vynikající korelaci (rSHA = 0,96; rCDHA = 0,97;  

rβ-TCP = 0,99). Obě stanovení prokázaly významně větší adhezi kmene S. mutans a 

následnou tvorbu biofilmu na površích SHA a CDHA, na rozdíl od β-TCP. AB test 

neprokázal rozdíly v tvorbě biofilmu mezi SHA a CDHA, ale plotnová metoda ukázala 

významně větší přítomnost bakterií na CDHA než na SHA povrchu (obrázek 21C). 
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Obrázek 21 - CLSM a SEM analýza biofilmu S. mutans  

Biofilm byl formován 72 hodin při 35 °C na spékaném hydroxyapatitu (SHA), kalcium-deficientním 

hydroxyapatitu (CDHA) a β-trikalcium fosfátu (β-TCP). A. CLSM analýza: 1) CDHA, 2) SHA a 

3) β-TCP. Vitální bakterie jsou zelené, mrtvé červené. Měřítko představuje 50 µm. Koláčový graf 

v levém dolním rohu představuje poměr vitálních/neživých bakterií v příslušném biofilmu 

(průměrné hodnoty). B. SEM analýza: 1a-b) CDHA, 2a-b) SHA a 3a-b) β-TCP. Měřítko 

představuje 20 µm (a) a 5 µm (b). C. Kvantifikace biofilmu pomocí AB stanovení a plotnovou 

metodou. Výsledky jsou udány jako průměrné hodnoty ± SD (n = 12–14). Hladina významnosti * 

(p < 0,0001). 
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Využití modelu pro antimikrobiální testování 

Na vytvořeném modelu biofilmu byla pomocí AB metodiky hodnocena antibiofilmová 

aktivita referenční látky S5 a 70% ethanolu. Za úspěšnou antibiofilmovou aktivitu byla 

považována redukce AB menší než 10 % po 24 hodinách inkubace. Výsledky jsou 

uvedeny v tabulce 7. Kontrolní biofilm zredukoval více než 50 % AB již po 3hodinové 

inkubaci. Tato rychlá metabolizace AB odpovídá výše kvantifikovanému množství 

bakterií v biofilmu, tj. cca 107 CFU/ml. Za účinné antibiofilmové agens lze považovat 

z testovaných látek pouze S5 v koncentraci ≥ 0,1 %. Při nižší koncentraci (0,01 %) 

neprokázala látka S5 dostatečnou antibiofilmovou aktivitu, jelikož již po 3 hodinách 

inkubace došlo k metabolizaci více než 25 % AB. Množství vitálních bakterií bylo tak 

0,01% roztokem S5 pouze částečně zredukováno oproti kontrolnímu biofilmu. Ethanol 

vykazoval na biofilm letargický účinek, kdy stanovení po 3 a 5 hodinách neprokázalo 

významný metabolismus AB. Nicméně po 24 hodinách inkubace se prokázal určitý 

menší počet přežívajících bakterií, kdy byla stanovena 47±12% metabolizace AB. 

V rámci rozsahu disertační práce byl tento nový model pouze zaveden a v současné 

době je využíván pro testování dalších nových i referenční látek.  

Tabulka 7 - Citlivost biofilmu k vybraným standardním dezinfekčním látkám 

Dezinfekční látka / Doba 
inkubace 

3h 5h 24h 

Kontrolní biofilm +++ +++ +++ 

S5 0,2% - - - 

S5 0,1% - - - 

S5 0,01% ++ ++ +++ 

EtOH 70% - - ++ 

+++ tzn. >50%; ++ tzn. >25–50%; + tzn. >10–25%; - tzn. ˂10% redukce Alamar Blue  
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6. ZÁVĚR 

V souladu s cíli této disertační práce bylo v rámci postgraduálního studia pomocí 

mikrodiluční bujónové metody otestováno více než 80 nových látek typu kvartérních 

amoniových solí. V rámci disertační práce jsou uvedeny nejvýznamnější výsledky 28 

látek včetně zvolených standardů. Z nových látek pak několik nejlepších podstoupilo 

následné testování pomocí kvantitativní suspenzní zkoušky ČSN EN 1276. V rámci této 

legislativní zkoušky byly použity sbírkové kmeny pro jednodušší porovnatelnost výsledků 

a krátké expoziční časy pro přiblížení experimentálních podmínek ke klinické praxi. Dále 

byla u nejlepších látek stanovena účinnost proti F. tularensis pomocí metodiky FACS 

zavedené a optimalizované na pracovišti FVZ UO, která simulovala testování látek na 

modelu biologicky zneužitelného kmene jako zbraně hromadného ničení. Navíc byla 

u nejlepších látek stanovena účinnost proti biofilmu S. aureus, E. coli a S. mutans 

pomocí CBD metodiky, která byla na pracovišti FVZ UO rovněž zavedena a 

optimalizována. V návaznosti na získané výsledky byla v rámci zahraniční stáže na 

Univerzitě v Lublani u vybraných látek hodnocena antibiofilmová aktivita a efekt 

kombinované léčby KAS a Er:YAG laseru na pokročilejším modelu biofilmu E. faecalis. 

A v neposlední řadě byl na základě získaných zkušeností zaveden na domácím 

pracovišti model biofilmu na biokompatibilním povrchu fosforečnanu vápenatého, 

jakožto modelu zubního biofilmu. Souhrn experimentálního plánu je zobrazen na 

obrázku 22.  

Veškerá stanovení probíhala zároveň s referenčními látkami pro následné porovnání 

účinnosti nových látek. Úspěšně byly popsány vztahy struktury a antimikrobiální aktivity, 

kde byl primárně sledován vliv hydrofobní části molekuly (délka dlouhého lipofilního 

řetězce), který významně ovlivňoval antimikrobní účinnost. Vliv změny ostatních 

substituentů byl významný spíše z hlediska fyzikálně-chemických vlastností testovaných 

látek, tedy k praktické použitelnosti. Výsledky disertační práce tak částečně potvrdily, 

doplnily, a především obohatily tyto strukturně závislé studie v rámci dlouhodobého 

horizontu a stále se rozvíjející databáze nových látek.  

Výsledky získané v rámci této disertační práce byly součástí odborných publikací, 

patentových přihlášek a významně posloužily pro splnění cílů grantových projektů 

uvedených na začátku práce a rozšířily metodické portfolio pracoviště. Všechny zmíněné 

výsledky tak posouvají některé látky z oblasti základního do aplikovaného výzkumu a 

zvyšují tak možnost uplatnění v praxi. 
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Obrázek 22 - Experimentální plán 

A: Primární screening antimikrobiální aktivity na planktonní formě bakterií a následná selekce 

nejúčinnějších látek pro B: stanovení antimikrobiální aktivity pomocí kvantitativní zkoušky dle 

ČSN EN 1276, stanovení aktivity vůči F. tularensis a antibiofilmové aktivity. Obrázek byl vytvořen 

pomocí BioRender.com.  
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Příloha A - Postupy přípravy reagencií pro kvantitativní suspenzní zkoušku  

1. Zřeďovací roztok 

V 1000 ml vody se rozpustí 1 g tryptonu (pankreatického hydrolyzátu kaseinu) a 8,5 g 

NaCl. Roztok se vysterilizuje v autoklávu při 121 °C po dobu 20 minut. Po sterilizaci se 

zkontroluje pH 7,0±0,2. 

2. Roztok interferující látky (pro nízké znečištění)  

0,30 g bovinního albuminu frakce V se rozpustí ve 100 ml zřeďovacího roztoku. Roztok 

se sterilizuje membránovou filtrací. Roztok se skladuje při 4 °C, použitelnost je 1 měsíc. 

Připravený roztok je 10× koncentrovanější, než je finální koncentrace při zkoušce. 

Konečná koncentrace albuminu při zkoušce je 0,3 g/l. 

3. Neutralizační činidlo pro KAS 

Ve 100 ml fyziologického roztoku se za stálého míchání a mírného zahřívání rozpustí 3 

g Tweenu-80, 300 mg lecitinu a 400 mg dodecylsíranu sodného. Po rozpuštění se roztok 

nechá vychladnout a sterilizuje se membránovou filtrací.  

4. Tvrdá voda pro ředění roztoků 

Roztok A: V 1000 ml vody se rozpustí 19,84 g MgCl2 a 46,24 g CaCl2. Roztok je 

sterilizován v autoklávu při 121 °C po dobu 20 minut a následně skladován při 4 °C max. 

1 měsíc. 

Roztok B: V 1000 ml vody se rozpustí 35,02 g NaHCO3. Roztok je sterilizován 

membránovou filtrací a skladován při 4 °C max. 1 týden. 

Do 1000 ml vody se přidá 6 ml roztoku A a 8 ml roztoku B, promíchá se a zkontroluje se 

pH 7,0±0,2 (popř. lze upravit roztokem NaOH (40 g/l, přibližně 1M) nebo HCl (36,5 g/l, 

přibližně 1M). Tvrdá voda musí být čerstvě připravena za aseptických podmínek a 

použita během 12 hodin. 

 

  



 

Příloha B - Tabulka minimálních inhibičních a baktericidních koncentrací nově 

připravených látek   

 
Minimální inhibiční koncentrace po 24 hodinách (µmol/l) 
Minimální inhibiční koncentrace po 48 hodinách (µmol/l) 

Minimální baktericidní koncentrace po 24 hodinách (µmol/l) 
Označení STAU MRSA STEP VRE ESCO KLPN - KLPN + PSAE MR 

1b 
5,86 11,72 46,88 125,00 250,00 375,00 500,00 ˃ 500 
5,86 11,72 46,88 125,00 250,00 375,00 500,00 ˃ 500 
5,86 23,44 62,50 125,00 250,00 375,00 500,00 ˃ 500 

1c 
1,95 15,63 11,72 15,63 7,81 31,25 31,25 125,00 
1,95 15,63 15,63 23,44 7,81 31,25 31,25 125,00 
1,95 15,63 15,63 23,44 7,81 31,25 31,25 125,00 

1d 
0,49 4,88 2,93 7,81 23,44 31,25 31,25 ˃ 62,5 
0,98 5,86 5,86 15,63 23,44 31,25 31,25 ˃ 62,5 
1,47 11,72 5,86 15,63 23,44 31,25 31,25 ˃ 62,5 

1e 
0,98 4,88 2,93 11,72 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 
1,47 5,86 5,86 11,72 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 
1,95 11,72 5,86 11,72 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 

1f 
2,20 15,63 9,77 15,63 23,44 >31,25 >31,25 >31,25 
2,45 15,63 11,72 15,63 23,44 >31,25 >31,25 >31,25 

2,45 15,63 >31,25 23,44 23,44 >31,25 >31,25 >31,25 

2b 
15,63 31,25 250,00 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00 
15,63 46,88 250,00 500,00 500,00 500,00 500,00 ˃ 500 
23,44 93,75 250,00 500,00 500,00 500,00 500,00 ˃ 500 

2c 
2,93 11,72 31,25 62,50 125,00 187,50 250,00 250,00 
3,91 19,53 46,88 93,75 125,00 187,50 375,00 250,00 
7,81 23,44 46,88 93,75 125,00 187,50 375,00 250,00 

2d 
0,49 3,91 5,86 15,63 62,50 125,00 125,00 ˃ 125 
1,47 3,91 7,81 31,25 62,50 125,00 125,00 ˃ 125 
1,47 11,72 11,72 31,25 62,50 125,00 125,00 ˃ 125 

2e 
0,49 2,93 3,91 31,25 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 

1,47 3,91 7,81 31,25 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 
1,47 11,72 7,81 46,88 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 

2f 
0,49 2,45 5,86 31,25 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 
0,74 2,93 5,86 46,88 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 

1,47 5,86 7,81 62,50 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 ˃ 62,5 

3ab 
1,47 5,86 2,93 7,81 5,86 15,63 31,25 93,75 
1,95 5,86 2,93 11,72 5,86 15,63 31,25 93,75 
1,95 7,81 2,93 11,72 7,81 31,25 31,25 187,50 

3ac 
0,74 3,91 3,91 3,91 1,95 15,63 15,63 ˃ 125 
0,74 3,91 3,91 3,91 1,95 15,63 15,63 ˃ 125 
0,74 3,91 3,91 7,81 1,95 15,63 23,44 ˃ 125 

3bc 
0,74 1,95 7,81 3,91 4,88 31,25 46,88 ˃ 125 
0,74 1,95 7,81 3,91 4,88 31,25 46,88 ˃ 125 

0,74 1,95 7,81 3,91 4,88 31,25 46,88 ˃ 125 

3bb 
0,65 1,95 1,95 3,26 7,81 5,21 10,42 31,25 
0,65 1,95 2,60 3,91 7,81 5,21 15,62 ˃250 
0,65 3,90 4,56 7,82 10,42 7,81 15,62 ˃250 

3cc 
0,49 1,95 2,93 2,93 62,50 23,44 11,72 ˃ 62,5 
0,49 1,95 2,93 2,93 62,50 46,88 15,63 ˃ 62,5 
0,49 1,95 2,93 4,88 62,50 46,88 15,63 ˃ 62,5 

4c 
2,93 9,77 NA 46,88 31,25 62,50 125,00 ˃ 500 
2,93 9,77 NA 46,88 31,25 62,50 125,00 ˃ 500 
2,93 32,25 NA 46,88 31,25 62,50 125,00 ˃ 500 

4d 
0,98 2,93 NA 11,72 15,63 15,63 31,25 500,00 
0,98 5,86 NA 11,72 15,63 15,63 31,25 500,00 
0,98 7,81 NA 11,72 15,63 15,63 31,25 500,00 

4e 
0,74 1,47 NA 3,91 3,91 7,81 15,63 ˃ 500 
0,74 1,47 NA 3,91 3,91 7,81 15,63 ˃ 500 
0,74 2,93 NA 3,91 7,81 7,81 15,63 ˃ 500 

*Zeleně jsou označeny nejúčinnější látky, které svým antibakteriálním účinkem předčily průměrné hodnoty 
referenčních látek alespoň v šesti případech, tzn. proti třem různým G+ či G− bakteriálním kmenům. Tučně 
jsou zvýrazněny právě ty hodnoty MIC a MBC, které jsou nižší než odpovídající průměrné hodnoty 
referenčních látek. 
V případě, že látka ani při nejvyšší testované koncentraci neúčinkovala na konkrétní kmen, výsledek byl 
označen jako > nejvyšší testovaná koncentrace.  
NA značí, že daná látka nebyla na daný kmen testována. 
S. aureus (STAU), meticilin-rezistentní S. aureus (MRSA), S. epidermidis (STEP), vankomycin-rezistentní 
E. faecium (VRE), E. coli (ESCO), K. pneumoniae (KLPN -), K. pneumoniae produkující širokospektré  
β-laktamázy (KLPN +), multirezistentní P. aeruginosa (PSAE MR) 
 



 

Příloha C - Tabulka minimálních inhibičních a baktericidních koncentrací nově 

připravených látek   

 
Minimální inhibiční koncentrace po 24 hodinách (µmol/l) 
Minimální inhibiční koncentrace po 48 hodinách (µmol/l) 

Minimální baktericidní koncentrace po 24 hodinách (µmol/l) 

Označení STAU MRSA STEP VRE ESCO KLPN - KLPN + PSAE MR 

S1c 

1,95 15,63 15,63 31,25 15,63 7,81 15,63 250,00 

1,95 15,63 15,63 31,25 15,63 7,81 15,63 375,00 

1,95 15,63 31,25 62,5 15,63 7,81 15,63 375,00 

S1d 

0,98 3,91 2,93 15,63 7,81 15,63 7,81 19,53 

1,47 3,91 2,93 15,63 7,81 15,63 7,81 23,44 

1,47 3,91 3,91 23,43 7,81 15,63 7,81 23,44 

S1e 

0,98 3,91 2,93 15,63 31,25 62,50 62,50 66,41 

0,98 7,81 3,91 15,63 62,50 62,50 62,50 125,00 

1,98 7,81 7,81 23,43 62,50 62,50 93,75 187,50 

S2c 

5,21 31,25 31,25 52,08 62,50 125,00 208,33 500,00 

9,12 31,25 62,50 52,08 62,50 125,00 208,33 500,00 

18,23 52,08 62,50 104,17 83,33 166,67 208,33 500,00 

S2d 

1,14 2,93 3,91 6,51 20,84 26,04 62,50 500,00 

1,30 2,93 3,91 7,81 20,84 26,04 145,83 500,00 

2,28 6,51 5,21 7,81 20,84 26,04 208,33 500,00 

S2e 

0,65 13,02 2,60 3,26 10,42 15,63 15,63 ˃ 250 

1,30 36,46 2,60 5,21 10,42 15,63 15,63 ˃ 250 

1,95 46,88 3,26 5,21 10,42 20,84 15,63 ˃ 250 

S3bb 

0,49 1,95 3,91 3,91 5,86 15,63 15,63 156,25 

0,49 1,95 3,91 3,91 5,86 15,63 15,63 156,25 

1,47 1,95 3,91 3,91 5,86 15,63 15,63 156,25 

S4 

0,98 4,56 15,63 9,77 41,67 31,25 52,08 ˃ 250 

0,98 5,21 15,63 11,72 41,67 31,25 52,08 ˃ 250 

1,30 10,42 15,63 15,63 52,08 31,25 52,08 ˃ 250 

S5 

0,41 0,90  NA 3,91 0,37  NA 13,02 15,63 

0,41 0,90  NA 3,91 0,37  NA 18,23 23,44 

1,63 3,58  NA 19,53 0,49  NA 54,69 187,50 

S6 

0,49 0,49 0,49 0,69 0,74 0,98 2,45 2,20 

0,74 0,98 0,49 0,98 0,98 0,98 2,45 2,45 

4,40 2,45 2,20 6,84 4,40 4,40 5,86 5,86 

V případě, že látka ani při nejvyšší testované koncentraci neúčinkovala na konkrétní kmen, výsledek byl 
označen jako > nejvyšší testovaná koncentrace.  
NA značí, že daná látka nebyla na daný kmen testována. 
S. aureus (STAU), meticilin-rezistentní S. aureus (MRSA), S. epidermidis (STEP), vankomycin-rezistentní 
E. faecium (VRE), E. coli (ESCO), K. pneumoniae (KLPN -), K. pneumoniae produkující širokospektré  
β-laktamázy (KLPN +), multirezistentní P. aeruginosa (PSAE MR) 
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Hympanova, M., S. Terlep, A. Markova, L. Prchal, I. Dogša, L. Pulkrabkova, M. 

Benkova, J. Marek a D. Stopar. The Antibacterial Effects of New N-Alkylpyridinium Salts 

on Planktonic and Biofilm Bacteria. Front. Microbiol. 11, 573951 (2020). 

doi:10.3389/fmicb.2020.573951.   

IF(2020) 5,64 

 

  



 

 

  



 

 



 

 

  



 

  



 

 

  



 

  



 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

Příloha E – Vybraná publikace II. 

 

Hympanova, M., Oliver-Urrutia, C., Vojta, M., Macháček, M., Krupka, P., Kukla, R., 

Celko, L., Montufar, E.B., Marek, J. Assessment of Streptococcus mutans biofilm 

formation on calcium phosphate ceramics: The role of crystalline composition and 

microstructure. Biomater. Adv. 135, 212750 (2022). doi:10.1016/j.bioadv.2022.212750. 

IF(2020) = 7,328 

  



 

  



 

 

  



 

 

  



 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

Příloha F – Vybraná publikace III. 

 

Markova, A., M. Hympanova, M. Matula, L. Prchal, R. Sleha, M. Benkova, L. 

Pulkrabkova, O. Soukup, Z. Krocova, D. Jun a J. Marek. Synthesis and Decontamination 

Effect on Chemical and Biological Agents of Benzoxonium-Like Salts. Toxics. 9, 222 

(2021). doi:10.3390/toxics9090222.   

IF(2020) 4,146 

 

 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 



 

  



 

 


