UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

DIPLOMOVA PRACA

HODNOTENIE DEZINFEKCNEJ UCINNOSTI NOVYCH
LATOK

Christian Balko
Veduci diplomovej prace: PharmDr. Miroslav Kovatik, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Jan Marek, Ph.D.
HRADEC KRALOVE, 2024



Pod’akovanie

Touto cestou sa chcem pod’akovat’ panovi PharmDr. Miroslavu Kovatikovi, PhD. za
pomoc s formdtom pisania prace, doporu¢enim vhodnej literatiry a ustretovou
komunikaciou, d’alej panovi PharmDr. Janu Marekovi, PhD. a PharmDr. Michaele
Hympénové, PhD. zCentra biomedicinského vyskumu Fakultnej nemocnice
v Hradci Kralové za pomoc s obsahovou strankou prace, vel'mi ochotnii pomoc pri

experimentalnej Casti a za poskytnutie vhodnych postupov pisania diplomovej prace.



,, Prehlasujem, ze tato praca je mojim pévodnym autorskym dielom. Vsetka literatira
a d’alSie zdroje, z ktorych som pri spracovani Cerpal, sit uvedené v zozname pouzitej
literatury a v praci st riadne citované. Praca nebola pouzitd k ziskaniu iného alebo

rovnakého titulu.

V Hradci Kralové 22. 6. 2024

Christian Balko



1. Obsah

2. ABSTRAKT ..ttt 5
3. ABSTRACT ..ottt bttt ettt b e bttt enes 7
4. UVOD ..ot 9
4.1. Zadanie — CIEL PIACE .....cceciiirieeiiiereiiee sttt eee ettt see e st e s saae e st e ebeeesbeesnneeesanes 10

5. TEORETICKA CAST ..ot ssse s 11
5.1 Dezinfekcia ako preventivny krok v Sireni infekénych chorob.........cocevvreecicnnenncenn. 11
5.1.1 Hygiena prevadzky zdravotnickych zariadeni ..........cecerereeienenceneneeneneeene 11
5.1.2 Nozokomidlne infekcie, kmene a ich rozdelenie podl'a citlivosti .......cccceeeueennnee. 12
5.1.3 Zdroj pOVOACU NAKAZY .......eeerveriirirerieeiiiieesieesieeesieesreesnieessbeessreeesseeessbeesnseeesanes 12
5.1.4 Prenos a cesta Sirenia povodcu NAKAZY ......ccccevrereereiririeenineee e 14

5.1.5 Testovanie baktericidnej €innosti dezinfekénych prostriedkov podl'a Europskych

117016 110 OO PRSP PUPOPN 16
5.2 Rozdiel medzi klinickymi a zbierkovymi KMenmi ........cccceeveevereeneninieneneecneeene 16
5.3 Mikrodilué¢na bujonova metOda ........cocueerviiiriiiiniiiiiiee et 18
5.4 Kvartérne amoniové soli ako dezinfekené Iatky .......c.coevvivieiiiiiiniiniiieccccee s 19

5.4.1 Struktira kvartérnych amonnych SOl ..........oveeeveveeueeeeeerseereeeeesseseeseseeseseseens 19

5.4.2 Mechanizmus u¢inku kvartérnych amonnych Soli.........ccoovvvvevinerceniineeneneneenn 20

5.4.3 Priklady vyuzitia kvartérnych amonnych Soli......cccccoceeverinieienenieneneeeneeene 22

6. EXPERIMENTALNA CAST ....coviiiiiiiiiriieriseceeeseiiessisesesie s sssssessesesenes 24
6.1 VYDAVEIIE ....eeiutieiieitieiiee ettt ettt sttt ettt et sbe e st st e st e be e s beesbeesmeesateemteenbeennees 24

6.1.1 Standardny set testovanych KMeRoV ..........c..c.evevevererieucieceesieseeseesessesseseesee s 24

6.1.2 POUZILE PIISIIOJE +euveurerneerinieetesteeeere sttt ettt st re st sre e sr s esnesre e 25

6.1.3 PoUZit€ CheMIKAIIE .....eevviiiieiieiee ettt s 25

6.1.4 PouZité 1aboratOrne POMOCKY .......cueiirviirieeriiieirieeeiieesieesieeesireesreessieeesreessieeenns 25

6.1.5 TeStOVANE TALKY ..eerveiriiiiiiiiieeee e 27
6.2 MELOAIKA ...ttt ettt st sttt et b e ae e sa e et beeneas 29

6.2.1 Princip stanovenia minimalnej inhibicnej koncentracie.........cccceveeveerereenerennens 29

6.2.2 Priprava bakteridlnych kmeniov z kryoskiimaviek ..........ccocccevvvieeriiinniiinieninnenns 29

6.2.3 Priprava suspenzii testovanych modelovych kmefniov baktérii.........ccccvvercverrnnnennns 30

6.2.4 Priprava testovane] LAty .........cooeeiiiiiiiiiieeee e 31

6.2.5 TESTOVANIC ..c.uveenveeriieriii et et ettt stt et et e be e bt e sbeesatesatesabesbeesbeesbeesatesubeenbeebeenseas 34

6.2.6 Vyhodnotenie a odocet minimalnej inhibicnej koncentracie ...........ccoevveerereeeneens 34

7. VYSLEDKY w.occoouiiiimmriiimeesisesessseseessesssssesssses st ssssessssss s ssses s sssssesssssesssssnesenes 36
7.1 Hodnotenie antimikrébnej aktivity na suspenzii bakt€rii........ccocveeveenieneeriienseenieenen. 36



7.2 Porovnanie testovanych latok so Standardmi benzalkonia.........cceevereeveneneeninneneene. 42

B DIISKUSTAL 1.ttt et ettt sttt e bt et e s bt e sh e e s at e eat e et e e bt e beenbe e sheeeatesaeeeteen 46
0. ZLAVET et bttt et b e bt h et et e ne e reenees 50
10. POUZILE SKIALKY ..eevuviiiiiieiieeiiieerieesite ettt ste et e st e s e e s te e sbe e s snteesabeeebaeesaseesseeesanes 52
11, ZOZNAM ODTAZKOV ... viiriiiiiieieeiteeieeite ettt sttt et e sb e s bt e sae e st st ebeeneenbeas 54
12, Z0ZNAM tADULICK ....ceviiriiiiiieie ettt st sttt et e sb e sttt sate et e e beenbeas 55
13, Z0ZNAM GLATOV .etiiitiiiiiieiiee ettt ettt ettt e sttt esbe e s it e e sabe e s bteesabeesabeenans 56
14. POUZItA EETALUIA ..coveeiieriieeiieieeieeee sttt ettt st ne s 57



2. ABSTRAKT
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Katedra biologickych a lékarskych véd

Autor: Christian Balko

Skolitel’: PharmDr. Miroslav Kovatik, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Jan Marek, Ph.D.

Diplomova praca

Nazov: Hodnotenie dezinfek¢nej u€innosti novych latok

Stidijny odbor: Farmacie

Ciel’ prace: Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit’ antimikrébnu u¢innost’ jednej
série kvartérnych amonnych soli formou rychlej screeningovej metddy stanovenia

minimalnej inhibi¢nej koncentracie.

Metédy: Bola zistovana citlivost 8 bakteridlnych kmenov na nové latky typu
kvartérnych amonnych soli pomocou mikrodiluénej bujonovej metody. Z 10 latok
pripravenych na Centre biomedicinského vyskumu bolo mozné pouzitie 6smich
latok, ktoré splnili podmienku rozpustnosti, pripadne sa po vyzraZzani nariedili, ¢im
sa znizila ich koncentricia o polovicu. Pomocou odc¢itanych hodndét minimalne;j

inhibi¢nej koncentracie bolo zrejmé, ktora latka ma najvacsi ucinok.

Vysledky: Z 6smich testovanych latok mala latka s oznacenim 3 A najlepsi u¢inok na
baktérie Staphylococcus aureus, methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus,
vankomycin-rezistentny Enterococcus a Staphylococcus epidermidis. Iné latky po
testovani minimalnej inhibi¢nej koncentracie preukazali minimalnu uc¢innost,
pripadne pre ich dalSie preskimanie by bolo potrebné navysit koncentraciu

testovanej latky > 500 umol/I.

Zaver: Z latok na bazi kvartérnych aménnych soli, ktoré boli testované, boli t¢inné
prevazne na grampozitivne baktérie, vd’aka zloZeniu ich bunkovej steny. U¢inok na

gramnegativne kmene nebol dosiahnuty ani napriek viacndsobnému testovaniu.



Latka na bazi kvartérnych amonnych soli s po¢tom uhlikov Ci; na kvartérnom

%

dusiku vykazovala najvyssi Gi¢inok.

KPlucové slova: kvartérne amonne soli, minimalna inhibina koncentracia,

dezinficiencia, Struktira amonnych soli, grampozitivne a gramnegativne baktérie



3. ABSTRACT

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

Student: Christian Balko

Thesis Tutor: PharmDr. Miroslav Kovarik, Ph.D.

Consultant: PharmDr. Jan Marek, Ph.D.

Diploma thesis

Background: Evaluation of the disinfection efficacy of new disinfection agents
Study program: Pharmacy

Purpose of work: The aim of this diploma thesis was to determine the antimicrobial
effectiveness of quaternary ammonium salts in a microbiological laboratory and the
evaluation, which took place through the determination of the minimum inhibitory

concentration.

Methods: The sensitivity of 8 bacterial strains was determined to new substances of
the quaternary ammonium salt type using the microdilution broth method. Of the 10
substances supplied by the Center for Biomedical Research, it was possible to use
eight substances that did not precipitate, or were diluted after precipitation, which
reduced their concentration by half. Using the readings of the minimum inhibitory

concentration, it was clear which substance has the greatest effect.

Results: Of the eight substances tested, the substance with the designation 3A had
the best effect on Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, vancomycin-resistant Enterococcus and Staphylococcus epidermidis
bacteria. Other substances showed minimal effectiveness after minimum inhibitory
concentration testing, or for their further examination it would be necessary to

increase the concentration of the tested substance > 500 pmol/I.

Conclusion: Of the substances based on quarternary ammonium salts that were

tested, they were primarily effective against Gram-positive bacteria. The quaternary



ammonium salts based agents were tested mostly effective on gram-positive bacteria,
due to the composition of their cell wall. The effect on other gram-negative strains
was not achieved despite multiple testing. The quaternary ammonium salts based

substance with C;, carbon number on quaternary nitrogen showed the highest effect.

Key words: quaternary ammonium salts, minimum inhibitory concentration,

disinfection, structure of ammonium salts, gram-positive and gram-negative bacteria



4. UVOD

Bakteridlne infekcie vyvolavajii mnoZstvo ochoreni, ktoré su celosvetovo rozsirené.
Medzi niektoré zo zédvaznych ochoreni vyvolané baktériami patri napriklad tetanus,
listerioza, tuberkuldza, cholera, brusny tyfus, mor a iné [1]. Su velkym rizikom a
preto je nutna neustdla snaha o ndjdenie novych protimikrébnych latok a metdd
zistujucich ich citlivost’. Baktérie ohrozujuce vSeobecné zdravie obyvatel'stva sa do
organizmu dostavaju réznymi spdsobmi, zahriujice vsetko od prieniku cez kozu,
teda drobné rany, Skrabance, pripadne zakroky, ktoré neboli prevedené chirurgicky
odborne. Do organizmu vstupuji po prenose vzduchom alebo kvapockami cez
sliznice nosu, Ust. Jednd sa teda o nozokomidlne nédkazy, ktorych pdvodcovia
vstupuji cez dychacie cesty. Stymito nakazami sa najCastejSie stretavame
v zdravotnickych zariadeniach, kde je zvySené riziko pritomnosti bakterialnych
kmenov na réznych povrchoch a viacero citlivych jedincov. M6zu sa vyskytovat
napriklad na povrchu nastrojov a pristrojov pouzivanych pri rutinnych ¢innostiach

zdravotnickych pracovnikov [1].

Vo vaznych pripadoch hrozi pri rychlom mnozeni baktérii utlacovanie tkaniv
hostitel'a a tym dochadza k narusovaniu ich funkcii. Casto viak dochadza k nieniu
okolitych buniek a tkaniv uz po ich pomnozeni. Baktérie ni¢ia bunky tiez produkciou
toxinov, ktoré méZu vyvolat’ masivnli imunitnl reakciu a paralyzovat’ bunky. To ma

zavazny nasledok pre spravnu funkciu organizmu ako celku.

Naduzivanie antibiotik (ATB) prispelo k narastu poctu génov zodpovednych za
rezistenciu u baktérii proti tymto ATB ¢1 inym antimikrébnym latkam, a prave to
viedlo k nutnosti vytvorenia ATB s odliSnou Strukturou. Riziko vzniké takisto pri
pouzivani dezinfekénych latok pouZivanych v zdravotnickych zariadeniach (napr.
nemocniciach). To viedlo k vzniku novych zlucenin, teda kvarternych amoniovych
soli (KAS). KAS sa oznacuju ako latky svel'mi dobrymi antibakteridlnymi
vlastnostami, ktoré zabijaju baktérie procesom jednoduchej elektrostatickej
absorbcie. Tieto latky néasledne vstupuju do buneénych membran, a dokézu narusit’
permeabilitu bunkovej membrany. V porovnani s bakteriostatickymi ATB je vznik

rezistencie u baktérie znacne redukovany. KAS zabranuju Sireniu rezistentnych



kmeniov a ich selekcii. V sucastnosti sa stali beznou sucastou dezinfekcie a
antisepsie v nemocni¢nom prostredi, lekdrnach, pripadne inych zdravotnickych

zariadeniach [1].

4.1. Zadanie — ciel’ prace

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo screeningovou metddou zistit' antimikrobnu
ucinnost’ 10 testovanych latok za pouzitia 8 vhodnych testovanych kmenov. Pouzité
latky boli na bazi KAS s réznou dizkou alkylového retazca. Na zaklade postupov
bolo mozné zistit, ¢i tieto nové latky, na bazi KAS dokdzu prejavit svoje
antimikrébne vlastnosti na testované bakteridlne kmene. Na toto stanovenie sa
zistovala tzv. minimalna inhibicnd koncentracia (MIC) pomocou vyuZitia
mikrodilu¢nej bujénovej metédy (BMD). Ciel'om bolo rovnako popisat’ vztah medzi

Struktarou a biologickym ucinkom.

Vysledky sa nasledne vyhodnocovali po inkubacii a od¢itali sa z jamiek
mikrotitracnej dosticky. Testovanie latok, ich syntéza a rovnako aj praca v
mikrobiologickom laboratoriu prebiehali v Centre biomedicinského vyskumu,
Fakultnej nemocnice v Hradci Kralové. V ramci prace boli testované latky na bazi
KAS. Kdispozicii bolo 8 bakteridlnych kmenov, teda: Staphylococcus aureus
(STAU), methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus
epidermidis, vankomycin-rezistentny FEnterococcus (VRE), Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae neprodukujuca Sirokospektré p-laktamézy, Klebsiella
pneumoniae produkujtca Sirokospektré B-laktamézy, multirezistentny Pseudomonas

aeruginosa.
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Dezinfekcia ako preventivny krok v Sireni infekénych chorob

5.1.1 Hygiena prevadzky zdravotnickych zariadeni

Je vSeobecne zname, Ze dezinfekéné latky sa pouZivaji na zniZzenie poctu
mikroorganizmov na réznych povrchoch na bezpe¢nu tGroven. Znizuje sa filou pocet
mikroorganizmov procesmi, ako je mnapriklad deStrukcia membran buniek,
denaturaciou proteinov, alebo interakciu s DNA a tym padom ma teda vyuzitie, ako
preventivny krok pri Sireni chorob, na ochranu zdravia a bezpec¢nosti, ale aj ochranu
majetku napr. pred plesiiami. Nevyhodou tychto latok moze byt toxicita pre cloveka,

alebo pre Zivotné prostredie [2,3,4].

Prevadzka zdravotnickych zariadeni musi spifiat’ urité hygienické a epidemiologické
poziadavky. Jednym z kritérii, ktoré tieto zariadenia musia spihat je ,zakon
¢.258/2000 Sb., o ochrane verejného zdravia a o zmene niektorych suvisiacich
zakonov, provozny rad zariadenia [2,5,6]. “ Prevddzka musi byt’ schvalena Krajskou
hygienickou stanicou a mali by v nej byt dodrziavané a uvedené zasady osobnej a
prevadzkove] hygieny. Pri nedodrziavani tychto zasad hrozi rozsirenie infekcie
a vznik choroby. Prave preto je od zdravotnych pracovnikov vyzadované, aby
dodrziavali osobnu hygienu, pripadne sa podrobili zdravotnym prehliadkam. Je ich
povinnostou pouzivat' osobné a ochranné prostriedky vzhladom na ich pracovnu
napln, pricom je potrebné zohladnit’, ¢i ide o vykon s pacientom a do akej miery je
tento vykon rizikovy. Tomu musia prislichat’ ist¢ opatrenia suvisiace s rizikom
pripadného ukonu. Tymto chrani zdravie pacientov, ale aj inych pracovnikov
prevadzky. Na zadklade zdkona ¢.258/2000 je nutné mat’ k dispozicii dezinfekciu,

dezinsekciu a zaistit’ proces deratizacie [2,3,4,5,6].

V ramci zdravotnych zariadeni je dolezité, aby bola do zdravotnych zariadeni
dodéavana cista voda neobsahujuca necistoty alebo t'azké kovy ako napriklad olovo.
Strava l6zkovych a socidlnych sluzieb by mala byt mikrobiologicky nezavadna, za
vyuzivania nezévadnych surovin, mala by mat prislusSni biologickii hodnotu,

podavand v stanovenych rezimoch a musi byt vhodne tepelne upravend. Pri praci
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s biologickym materidlom je potrebné dodrziavat’ hygienu a dezinfekciu pristrojov
a materialov, pouzitych napriklad pri chirurgickom vykone. Aby sa zabrénilo
kontaminécii je zdravotnicky pracovnik povinny nosit’ pracovny odev a dodrziavat
zasadu - zdkaz jedla, pitia a fajéenia na pracovisku. Vhodnou moéze byt aj tzv.
,hygienicka sluc¢ka® pri pracoviskach s vysokym rizikom nakazy, pri ktorej sa na

pracovisko prechadza cez umyvarku, a vchod pre pracovnikov je oddeleny [2,3,5,6].

5.1.2 Nozokomialne infekcie, kmene a ich rozdelenie podla citlivosti

Podrla ¢lanku - Nozokomidlni infekce autora Petra Smejkala (2012) pdsobiacého na
1. lekarskej fakulte Univerzity Karlovy znie definicia nozokomialnych infekcii
nasledovne: ,,Systémové alebo lokalizované infekcie, ktoré preukazatel'ne neboli
pritomné pri prijati do nemocnice a uz prepukli najskor za 48 hodin po prijati, alebo
48 hodin po prepusteni. Su cCasté je im mozné predchadzat, zvySuju mortalitu

a prejavuju sa v cene hospitalizacie [7].

Vseobecne moze byt zdrojom nakazy iny clovek alebo zviera a okrem baktérii
a virusov dochadza aj k prenosu parazitdrnych ochoreni, pricom najvyznamnejSimi
st cudzopasni &ervi a Glenovei. Dalsim etiologickym agens, ktoré vyvolavaji
ochorenia, moézu byt metazoa, protozoa ahuby. Ochorenie trypanozomiaza,
leishmani6za alebo malaria st zdrojom ochoreni vyvolavanych protozoami. Castymi
a neprijemnymi ochoreniami, ktoré vyvolavaju huby, su plesiiové ochorenia nechtov,
koze alebo ochorenia vlasov. Prikladom méze byt dermatomykéza vyvoldvana
oddelenim Fungi imperfecti. Zavazné systémové ochorenia, ktoré etiologické agens

dokéze vyvolat’ je histoplazmoza alebo blastomykoéza [2,4].

5.1.3 Zdroj p6vodcu nakazy

Zdrojom nakazy u Cloveka su najcastejSie osoby s klinickym priebehom ochorenia,
alebo nosici. Ako nosi¢a moézme oznacit' osobu, ktora sama nema ziadne priznaky
ochorenia, ale prechovéava a vylucuje infek¢né agens do okolia. Je to nebezpecné z
doévodu, Ze tito jednotlivei o svojom ochoreni nevedia, a nevie o nich ani ich okolie.
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Nosi¢ pri perzistentnej infekcii je zdrojom nadkazy len kratkodobo alebo dlhodobo,
pricom dochadza k pravidelnému uvolnovaniu infekéného agens. Inym typom je
nosi¢ v inkubacnej dobe, a tento proces prebieha pri asymptomatickom priebehu

alebo v rekonvalescencii [2,4,8].

V pripade 0s6b s klinickym priebehom, pri vyskyte ochorenia, sa prejavuju klinické
symptomy zmenou telesnych funkcii ako su tachykardia, hortcka, tnava, bolest’
svalov alebo tachypnoe. V pripade virusovych nékaz je povodca vyluCovany este
pred tym, nez sa objavia prvé klinické priznaky ochorenia. Pri bakteridlnych
ndkazach dochédza k vylucovaniu ich zarodkov hned’ na zaciatku ochorenia.

Postupne sa pravdepodobnost’ prenosu ndkazy znizuje.

Medzi grampozitivne (G+) baktérie, ktoré st vel'mi ¢astym zdrojom nozokomialnych
nakaz, su zaradzované baktérie Streptococcus sp., Enterococcus sp., baktéria STAU,
pripadne MRSA. Bakterialny kmeiit MRSA je znacne nebezpecny, na jeho liecbu je
potrebnd kombindcia ATB. Tento kmen je vysoko rezistentny na betalaktamové
ATB. V stcastnosti sa na jeho liecbu pouziva vankomycin, ktory je podavany
injekéne. Ako znazvu vyplyva, predchadzajucim lie¢ivom, ktoré sa na tento
bakteridlny kmen pouzivalo, bol methicillin a jedna sa o bakteridlny kmen STAU.

Jednym z liegiv pouzivanych na STAU je v Ceskej republike oxacilin [2,3,8,9].

Infekcie spdsobené gramnegativnymi (G-) baktériami predstavuju  niektori
zastupcovia ako Klebsiella, Escherichia coli alebo Pseudomonas. Tieto kmene
vykazuji réznu mieru rezistencie na ATB. Su velmi c¢astym zdrojom infekcii
mocovych ciest, hlavne G- tyCinka Pseudomonas aeruginosa alebo kvasinky rodu
Candida. Pri chirurgickych ranach infekcie vyvolavaja ¢asto niektoré anaeroby alebo

G- tyginky [2.,4,7,8,10].

Rozdel'uji sa podla viacerych hladisk, jednak podla poévodu na exogenné
a endogenné. Pri exogénnom pdovode sa do organizmu mikrobiologické agens
dostava z vonkajSieho prostredia, napriklad znemocni¢ného prostredia, priCom
zdrojom mo6zu byt neumyté ruky iné¢ho pacienta alebo personalného pracovnika. Pri
endogennom povode dochddza u konkrétného pacienta k premnozeniu bezne
nepatogennej mikroflory, ktora sa dostava z pévodného miesta mikrofléory do inych

organov. Nastava to v pripade invazivnych opera¢nych vykonov. U tychto infekcii uz
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nehrozi rozsiahly prenos v rdmci oddelenia, ako to bolo v pripade exogénnych nékaz.
Z tohto dovodu je nutné na zamedzenie Sirenia nakaz dodrziavanie hygieny ruk pri

chirurgickych zakrokoch [7,8].

Vseobecne zname je rozdelenie infekcii podl'a ich sposobu Sirenia na prvua skupinu -
aparentné formy, pri ktorych je ndkaza menej nebezpecnd, pretoze je pri nich mozna
v€asna diagnostika po ktorej nasleduje zahajenie liecby. Druht skupinu tvoria znacne
nebezpecnejSie atypické alebo 'ahké formy ochorenia, pretoZze prave z dovodu tychto

prejavov nemusia byt diagnostikovatel'né [2,4,8].

5.1.4 Prenos a cesta Sirenia povodcu nakazy

Pri prenose infekéného agens hra dodlezitti tlohu spdsob, ako sa bakteridlny kmen
presunie zo zdroja na potencionalne vnimavého jedinca d’alej. Sirenie infekcie zaleZi
na zdroji a jeho lokaliz4cii v organizme. A to do znacnej miery ovplyvni to, akym
sposobom nakaza opusti hostitela. St zname 3 vel'ké epiteliarne povrchy so
zvySenym rizikom, teda koza, sliznice respira¢ného a alimentarného Ustrojenstva.
Mensie epiteliarne povrchy, ktoré st tiez vstupnou branou inkekcie, sit o¢né spojivka
a urogenitalny trakt. Pri prenikani ndkazy do hostitela musia bakteridlne kmene
prekondvat’ viacero bariér. Velmi castou bariérou, ktorou sa pri jej poruSeni
dostavajii infekcie do organizmu je prave koza. V pripade infekcii je nutné
poznamenat’, ze vstupnd brana infekcie moze byt zaroven aj branou vystupnou. Je
nutné spomenut, ze bariér je v tele viac. Nie len koza, ale aj hematoencefaliticka,
mozgomie$ny mok, hematotestikularna bariéra, tvoria u€¢inné bariéry vstupu infekcie.
Prienik infekcii je casty aj vpripade injekéného vpichu, hrozi tiez pri
transplantdciach. Infekcia, ktora sa §iri, zanechava poskodenie nie len na bunky

epiteliarne, ale moze dgjst’ k tomu, Ze sa rozsiri do inych organov tela [2,3,4,11,12].

Dolezité rozdelenie infekcii v ramci zdravotnickeho zariadenia, podla
epidemiologického hl'adiska je ¢lenenie na 2 rozsiahle kategoérie, a teda na Specifické
a nesSpecifické.  Nespecifické infekcie odrazaju  epidemiologicki  situaciu
v prisluSnom zdravotnickom zariadeni a pomocou nich dokézeme zistit’ hygienicku

urovein dané¢ho zariadenia. DalSou skupinou su Specifické apre nich plati, Ze
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vznikaju nasledkom terapeutickych a diagnostickych vykonov. Vyskytu nakaz sa da
zamedzit'® asepsiou, spravnou dezinfekciou a sterilizaciou. Ztoho vyplyva

dodrziavanie hygienicko-epidemiologického rezimu [2,4].

Infekcie moézu zasiahnit' viaceré organy, pripadne sa rozsirit z miesta nakazy
anapadnit’ iné organy. Medzi organy, ktoré byvaji Casto zasiahnuté, patri epitel
pokozky, d’alej gastrointestinalny a urogenitalny trakt, infekcie krvného rieciska,
respiracné infekcie. V pripade respiracnych infekcii je potrebné rozliSovat
poskodenie, resp. infekcie hornych alebo dolnych dychacich ciest. Infekcie
respiracného traktu mézu vyustit’ aZ v pneumoniu. V tomto pripade vacSinu nakaz
vyvolavaju prave nozokomialne infekcie. Casto tvoria az 20 % tychto infekcii a hrozi
vysoké riziko umrtnosti, pricom najviac si ohrozeni pacienti na jednotke intenzivne;j
starostlivosti (JIP). Zdrojom infekcie moézu byt aj infekcie pri chirurgickych

operaciach, ranné infekcie, alebo infekcie pohlavného ustrojenstva [2,3,4,8,9,13,14].

Nakaza moZze mat rozne formy. Forma manifestna je ta, ktora je mene;j
nebezpecnd, dobre diagnostikovatel'na a lieCitend. A forma tzv. nosic¢stva, pri ktorom
nosici prechovavaji a vylucuju infekéné agens bez zjavnych znamok ochorenia.
Jedna sa o priamy prenos. Rovnako sa tak jedna aj o prenos po kontakte s nakazenou
osobou alebo zamestnancami zdravotnictva. Prenos nepriamou cestou sa od toho
priameho 1iSi tak, Ze pacient bol v kontakte s miestom, kde sa pomnozili
mikroorganizmy. Vel'mi nebezpecnymi su tzv. katétrové sepsie, ktoré vznikaju pri
nespravnom pouzivani infiznej linky. Pri tomto pripade moéze dojst’ k sepse.
V nemocniciach sa baktérialne kmene pomnoZuju na plochach, ako napriklad kl'ucky
od dveri, panel s tlacidlami vo vytahu, pripadne na kontaminovanych nastrojoch

alebo pristrojoch pouzivanych v zdravotnych zariadeniach [2,4,10,14,15].
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5.1.5 Testovanie baktericidnej twcinnosti dezinfekénych prostriedkov podla

Eurodpskych noriem

Pri testovani baktericidnej u¢innosti sa postupuje podla noriem, ktorych vysledkom
je ziskanie znamky kvality podla Eurdpskeho spolocenstva, teda Communité
Européen (CE). Centrom, ktoré zodpoved4 za kvalitu pouZivania dezinfekénych
latok je — ,,European Committee for Standardization (CEN) ktory je koordinétor

Management Centra so sidlom v Bruseli [5,16].%

,»CEN spolu s technickou komisiou vytvorili Standardy mandétov, ktoré je nutné
dodrziavat’ a nemandatov, ktoré dodrziavat nemusia, ale moézu byt napomocné
priemyslu aj uzivatelom [16].“ V rédmci tychto mandatov rozdelili poziadavky
na kroky, ktoré je potrebné splnit’, aby boli lepSie ucinné nie len na baktérie, ale aj na
huby, spory ainé virulentné organizmy. Pri testovani dezinfekcii sa uplatiiuju aj
organizacie ako Europska komisia pre testovanie antimikrobnej citlivosti (EUCAST),
ktora je volne pristupnd a Instittt klinickych a laboratornych noriem (CLSI), ktory je
pristupny za poplatok [5,6,16,17].

5.2 Rozdiel medzi klinickymi a zbierkovymi kmenmi

Klinické a zbierkové kmene pouzivajuce sa v laboratoriach pri vyskume alebo
v lekarskej praxi, su dva rozne typy baktérii z hl'adiska ich pouzitia. Pri klinickych
kmenoch ide o baktérie, ktoré si priamo spojené s ludskym zdravim a mézu
sposobovat’ infekcie a pri zbierkovych kmenoch plati, Ze nie st aktudlne spojené
s konkrétnym pacientom alebo 'udskym ochorenim. Vdaka tomu je mozné povedat’,
ze klinické kmene su ziskavané z klinickych vzorkov ako napriklad krv, hnis, moc,
ster z krku, stolice. Zbierkové kmene su na druhu stranu archivované v laboratériach
asu pouzivané na vyskumné ucely, pri $tadiu evolucie, taxondémie. V réznych
zbierkach je mozné ndjst rézne sérovary baktérii napriklad: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, alebo G- Dbakteridlna celad” Enterobacteriaceae.
Vedeckym pracoviskom skiimajicim rézne kmene, ktoré st ulozené v zbierkach
prave v Ceskej republike je ,.Ceskd sbirka mikroorganizmi“ (CCM) v Brne
[9,18,19,20].
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Autorka Vavrova (2008) komentuje rozdiel medzi klinickymi a zbierkovymi kmeiimi
slovami: ,,Rozdiel medzi jednotlivymi kmenimi je v rozdiele antigénnych Struktur,
v pripade antigénnych Struktir, ktoré st menSie, ide o tzv. sérovary. LiSit’ sa m6zu
v biochemickych vlastnostiach, rastlinnej virulencii, okrem toho aj podla citlivosti

k fagom [9].*

Zbierkové kultary druhu musia byt kultivovatelné a ulozené asponn v dvoch
zbierkach. Prikladom moéze byt kmen Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus
rhamnosus. Podla vydania zbierky ,Bergey’s Manual“ sa bakteridlne kmene
ukladaji v r6znych verejnych vyskumnych centrach celosvetovo [21]. Predovsetkym
pre zbierkové kmene je typické, ze maji ulozisko v réznych zbierkach po celom
svete. Sluzia pri Stadiu evolucie a diverzity. Su ovela CastejSie vyuzivané pri vyuke
avo vyskume a roéznych organizaciach zahriiujacich napriklad veterinu. Poméhaju
tiez urcit’, aké baktérie su si navzajom pribuzné z hl'adiska taxonomie a klasifikacie.
Samozrejmostou tychto kmenov je, Ze sa pouzivaju pri vyvoji novych lie€iv, pri
vyskume v laboratdriach, ale tiez pri vyuke napriklad na strednych alebo vysokych
Skolach v ramci experimentéalnej prace Studentov. Vd’aka tomu je mozné testovanie
novych ATB, dezinfekcii a zistovanie pripadnej rezistencie bakteridlnych kmetiov.
Netreba zabudnut' na ich vyuzitie pri vyskume infekénych ochoreni, priCom sa
Studuje ich patogenita a mechanizmy infekcie. Vd’aka tomu majii zamestnanci
zdravotnictva a vedci zna¢nl vyhodu v tom, Ze im to pomaha porozumiet’ prisluSnym

ochoreniam a interakciam baktérii s 'udskym zdravim [9,18,19,20].

Tieto kmene je nutné skladovat’ tzv. lyofilizaciou — pri teplote 4 stupne Celzia,
a kryoprezervaciou — az pri nizkych teplotach v tekutom dusiku dosahujtcich -196
stupiiov Celzia [22]. Pre kazdy pouzivany bakteridlny druh je medzinarodnou
komisiou stanoveny typovy (resp. referenény kmei). Prikladom mézu byt baktérie
rodu Vischeria, Eustigmatos, bifidobaktérie, Bacterium longum, Bacterium infantis,
Bacterium animalis, Bacterium adolescentis, Escherichia coli, Bacillus subtilis [23].
Nevyhnutnost'ou je kazdoro¢na kontrola, kde sa kontroluji vSetky vlastnosti vratane
ich faktoru nakazlivosti. Bakteridlne kmene je moZzné dokazat analyzou
polymerazovej retazcovej reakcie (PCR) produktu, restrikénou analyzou, metodami
»Automated Nucleic acid Detection and Raman Analysis (ANDRA), Restriction
Digestion Ribotyping Analysis (RDRA) [22,23,24].*
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Citlivost’” kmenov sa 1i§i vzhl'adom k ich odolnosti voci teplote, chlade, odolnosti
voci detergentom, lieCivam, réznym chemickym latkam naprikad zlicenindm soli.
Vel'mi rizikové v sucastnej dobe st kmene rezistentné voc¢i ATB, ktoré boli pred par
dekadami ucinné, priCom lieciva, na ktoré su rezistentné je mozné pocut’ uz

v samotnom nazve. Prikladom méze byt VRE alebo MRSA [9,20].

Na zaver je nutné zhrnut, ze klinické kmene nachddzaju uplatnenie pri lekarskej
praxi, zatial' ¢o zbierkové kmene s skor pre vyskumné ucely, teda certifikované

testovanie.

5.3 Mikrodilu¢na bujonova metoda

V sucastnosti  sa pouzivaji dve rozne dilutné metédy — makrodiluéna
a mikrodilu¢nd. Makrodilu¢néa bujonova metdda je menej vyuzivanou metoédou, ¢asto
sa pri nej pouzivaju vicsie objemy (minimdlne nad 1 ml). Vyzaduje dlhSiu dobu
inkubacie nez BMD. Pouzivaju sa pri nej Standardné skiimavky. Na rozdiel od BMD,

makrodilu¢na metodda sa vykondva vyhradne manualne [25,26,27].

Pri BMD sa casto pracuje s malym objemom 0,1 ml. Je to rychlejSia metdda, nez
makrodilu¢nd. Jej vyhodou je tiez, Ze je ju mozné pouZit' na rézne typy baktérii.
Vdaka tomu je mozné otestovanie viacerych latok, napriklad ATB na jeden
bakteridlny kmen, pripadne viacero bakteridlnych kmenov naraz. Pri tejto metdde sa
zistuje, akd koncentricia latky je potrebnd k inhibicii rastu baktérii, priCom sa
vyuziva dvojkova riediaca rada. Pri tejto metdode sa bakteridlny kmen zmieSa s
testovanou latkou v mikrotitracnej dosticke v tekutom Miieller-Hinton bujone
(MHB), ktory sa kultivuje v termostate pri 354+1°C. Po kultivacii je na mikrotitracnej
dosticke pritomny zakal v pripade, pokial’ doSlo k rastu baktérie. Pokial’ vSak bola
latka 0¢innd, dojde k inhibicii rastu baktérie, teda prejavi sa to ¢irymi jamkami bez
zakalu. Prave ta jamka, kde dojde k zéstave rastu baktérie je oznacovand pojmom

MIC [3,8,25-29].

BMD je kvantitativna metdda, ktora sluzi k zisteniu MIC, pomocou nej je mozné

znizit mnozstvo baktérii resp. zastavit’ rast mikroba. Obecne ide o citlivi metddu.
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Casto sa prinej pracuje smalou koncentraciou ATB. Zistuje sa citlivost
bakterialnych kmenov. V sucastnosti je to dolezitd metdda testovania citlivosti
bakteridlnych kmeniov doporucend CLSI a EUCAST. Tato metoda je niekedy
oznacovana ako referencnd, predovsetkym pre bakteridlny kmen Bacteroides fragilis.
V pripade testovania ATB je tdito metdda namahava a hrozia zavazné chyby. Napriek
tomu je to vyhodna referencnd metoda vdaka jej spolahlivosti, malej spotrebe

materialu, reprodukovatel'nosti, rovnako aj moznosti automatizacie [3,8,25,26,27].

5.4 Kvartérne amoniové soli ako dezinfekéné latky

KAS su Siroko pouzivané vo vyskume a pri vyuke, ako aj v priemysle ako
surfaktanty, v kozmetickom priemysle, ako emulzifikanty, analgetikd, dezinficiencia
a su najucinnejsie proti G+ baktériam, uc¢inkuju aj na G- baktérie, ale v nizSej miere.
KAS majt Siroké vyuZitie a pésobia vyznamne proti kvasinke Candida albicans,
pripadne aj na spory rodu Bacillus, Trychophyton, noroviry a enteroviry. Okrem nich
vSak ich vyuzitie je nachddzané aj u améb a niektorych zapuzdrenych virusov, teda
vd’aka prieniku cez ich lipidové obaly. Aj KAS st ohrozené rezistenciou podobne
ako ATB, pretoze zdlhodobého hladiska dochadza k postupnému rozvoju
rezistencie baktérii na KAS. Je to z dovodu ich rozsiahlého pouzivania v sicastnosti

od domacnosti az po zdravotnicke zariadenia [5-10,13-17,30,31-39].

5.4.1 Struktira kvartérnych aménnych soli

Fyzikalne vlastnosti — Autori Jennings (2015), Minbiole (2017) a Wuest (2023)
popisali Struktiru KAS nésledovne: ,,KAS vo vSeobecnosti tvori kladne nabity dusik,
¢o sa oznaCuje aj slovom hlava, z ktorého vychadzaji Styri vdzby ana nich je
pritomny nepolarny aryl alebo alkylovy retazec. KAS su Casto oznacované aj ako

kationaktivne tenzidy [32,33,34].

Dizka alkylu naviazaného na kladne nabity dusik je cCasto v rozmedzi Cg az Cis.

Zaporne nabitym je v tomto pripade najcastejSie protijon Br™ alebo CI (obrazok 1).

19



Vdaka tejto kombinécii st lepSie rozpustné vo vode. AvSak niektoré jednoduché
KAS su nerozpustné vo vode. Z inych atdmov halogénov sa naskytla otazka pouzitia
iodidovej soli, ta v§ak z dovodu znizenej rozpustnosti ma len obmedzené vyuzitie. Je
vSeobecne zname, ze z celkového hladiska maju KAS amfifilni povahu a preto
umoziiuji tvorbu micel, ¢o im tym padom umoziuje ich testovanie pri kritickej

micelarnej koncentracii (CMC) [13-15,32-39].

R, |*

R, N*R,

R;

Obrazok 1 — Obecna Struktura KAS [40]

5.4.2 Mechanizmus uéinku kvartérnych aménnych soli

Vdaka ich amfifilnej povahe je ich zdkladny mechanizmus G¢inku zaloZeny na
zasahu do Struktiry baktérii, teda cytoplazmatickej membrany a dvojvrstvy lipidov,
pricom dochéadza k deStrukcii membran a bielkovin mikroorganizmov. Jedna sa o
baktericidny efekt, pri ktorom dochadza k permeabilite kationaktivnych tenzidov do
bunecnej membrany, pri¢om preniknuté tenzidy sposobia proces, ktory vedie k lyze
baktérii a bunecnej smrti. Su preto velmi U€inné proti zdvaznym ochoreniam
baktérii, ktoré maji vyznamnu patogenicitu, teda ESKAPE. Medzi ne patria
Enterococcus faecium, STAU, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa a baktérie rodu Enterobacter [32 - 38,41,42,43,44].

Zékladom mechanizmu je prvy krok - elektrostatickd interakcia pripevnenia KAS na

membranu (obrazok 2), teda medzi kladne nabitou hlavou KAS - kvartérnym
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dusikom a zaporne nabitou bakteridlnou bune¢nou membranou. Pri d’alSom kroku
dochadza k prestupu KAS boc¢nych hydrofobnych retazcov do intramembréanového
regionu, a to vedie k Uniku materidlu, minerdlov predovSetkym Mg, Ca, K z
cytoplazmy a lyze bunky. Na ziklade tohto procesu dojde k odburavaniu
cytoplazmatickej membrany, Co je znazornené na obrazku 3. VSeobecne plati vyssie
spominané, ze KAS su ucinnejsie na G+ baktérie, pricom ich Struktiru tvori hrubsia
bunkova stena tvorend peptidoglykanom, teichoové kyseliny a lipoteichoové
kyseliny. V pripade G- baktérii, ktoré su zapuzdrené do dvoch membran — vonkajse;j
fosfolipidovej a vnutornej cytoplazmatickej membrany, st tieto membrany silne
odolné voci chemikaliam. Medzi tymito membranami sa nachadza periplazmaticky
priestor. Dalej tu u nich je mozné najst’ jednu tenku vrstvu peptidoglykanu. Prave
vdaka pritomnosti druhej membrany maji KAS tendenciu vykazovat znizenu

aktivitu proti G- baktériam [12,32,33,36,38,41,45,46].

R b

B
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4+ Membrane disruption and thinning
a +  Leakage of cytosolic contents 1 >
+  Precipitation of cellular materials 1 1 ?
3 = Destruction of essential gradients JJ 14
\ y | Ik
-« 4

- o

Obrazok 3 — Odburavanie cytoplazmatickej membrany [39,47]
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V rémci mnohych §tadii nadviazali autori Minbiole, Wuest a spolupracovnici na
predchédzajuce vyskumy a Studie tykajice sa mechanizmu, efektivity a biologickej
aktivity a preskimali dalsi uc¢inok KAS. Otestovali rézne moznosti uUpravy
a modifikacii alkylov aarylov KAS. Vysledkom tejto ich prace bola lepSia
antibakterialna aktivita proti G+ baktérii STAU, G- baktérii Escherichia coli
a kvasinke Candide albicans. Vyhodou bolo aj zaclenenie aromatického systému
veduceho k SirSiemu antimikrobialnému spektru. Prispelo to vsSak aj k znizeniu

toxicity a zjednoduseniu vyroby [12,32,33,34].

5.4.3 Priklady vyuZitia kvartérnych amonnych soli

Okrem syntetickych KAS, ktoré sa prevazne na trhu vyskytuju a st najviac komer¢ne
vyuzivané, existuju aj tzv. prirodné KAS, medzi ktoré patri napriklad chelerytrin,
sanguinarin, berberin a ageloxim (vzorce latok st znazornené na obrazku 4).
Rozsirenie tychto latok o fenyl prispelo k ziskaniu vyznamnej antimikrobidlnej

aktivity [32,33].

N
| @?} Agaloome
k‘\ N #
OMe  Berberine N IlL

"N %

Obrazok 4 — Vzorce chelerytrinu, sanguinarinu, berberinu a ageloxinu [32,33]

KAS st ¢astou sucast'ou dezinfekénych a antiseptickych prostriedkov a vyuzivaji sa
na dezinfekciu nastrojov alebo povrchov. Ako kationické surfaktanty nachadzaju
uplatnenie pre svoj protektivny U¢inok a vyuzivaji aj pri vyrobe mydiel, farieb na

vlasy, su sucast'ou Samponov a kondicionérov a su aj sucastou masti. Tvoria sucast’
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farbiv nachadzajtcich sa v krystalovej violeti, ¢o sa pouziva pri Gramovom farbeni
stien baktérii, tiez malachitovej zeleni. Dal$ou latkou, ktora sa vyuZiva je propidium

iodid pri konfokalnom mikroskopickom zobrazovani [7,32,33,39,47-49].

Vyznamnymi latkami, ktoré obsahuji KAS apouzivaji sa vpraxi a zaroven
nachédzaju uplatnenie ako velmi Casto pouzivané zliceniny v priemysle st napr.
latky benzalkonia, ktoré sa nachadzajii v roznych pripravkoch ako napriklad Ajatin,
¢o je kozny roztok, nachadza sa tiez v onych kvapkach Systane, BioDrop, d’alej
benzethonium v Cistiacom prostriedku Dial alebo Desident. Benzoxonium nachddza
uplatnenie pri bolesti hrdla, zapaloch hrdla a nachadza sa v pripravkoch Oralgic,
Orofar, Lidocam - ustna voda, alkylpyridinium — Neoseptolete, Septabene.
V zdravotnickych zariadeniach sa KAS pouzivaji ako dezinfekcia povrchov,
¢im zaroven brania Sireniu nozokomialnych nakaz [6,10,47]. Vyrazné uplatnenie
nasli ako dezinficiens latky - benzethonium chlorid, stearalkonium chlorid,

didecyldimethylammonium chlorid nachadzajuci sa v pripravku Lysol [10,49-56].
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6. EXPERIMENTALNA CAST

V ramci experimentalnej Casti bola zistovana antimikrobna UCinnost’ jednej série
novych latok na bazi KAS. Na posudenie ucinnosti KAS bola pouzita BMD.
Stanovenie prebiehalo po 48 hodinovej inkubéacii v termostate pri 35+1°C. Odpocet
vysledkov bolo mozné zhodnotit =z mikrotitracnych dosti¢ieck pomocou

spektrofotometra pri vlnovej dizke 600 nm.

6.1 Vybavenie

6.1.1 Standardny set testovanych kmerov

Gram pozitivne baktérie G+

STAU Staphylococcus aureus C1947
MRSA methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus C1926
STEP Staphylococcus epidermidis C1936

VRE vankomycin-rezistentny Enterococcus S2484

Gram negativne baktérie G-
ESCO Escherichia coli A1235

KLPN ES- Klebsiella pneumoniae neprodukujuca Sirokospektré [3-
laktamazy C1950

KLPN ES+ Klebsiella pneumoniae produkujuca Sirokospektré B-laktamazy
C1934

PSAE MR multirezistentny Pseudomonas aeruginosa A1245
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6.1.2 Pouzité pristroje

1. Vortex mixér Stuart (Bibby-scientific/Cole partner, Staffordshire, UK)

2. Spektrofotometer s vlnovou dizkou 600 nm The SynergyTM HT (Bio-Tek

Instruments, Vermont, USA)

3. Ultrazvukova lazen SONOREX DIGITEC (BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Nemecko)

4. Termostat na pomnozenie kultivacii baktérii (CO, inkubator, ESCO, Singapur)
5. Laminarny box Heal Force (Shanghai Lisben scientific equipment, Sanghaj, Cina)

6. Denzitometer DEN1B (Biosan 1 Ltd., Riga, LotySsko)

6.1.3 Pouzité chemikalie

1. Voda pre injekcie 0,1% (B.Braun, Melsungen, Nemecko)

2. Dimethylsulfoxide (DMSO) pre molekuladrnu biologiu > 99,9 % (Sigma — Aldrich,
St.Louis, Missouri, USA)

3. MHB, kultiva¢né médium (HiMedia, Bombaj, India)

4. Kultiva¢na pdda v Petriho miskéch s Miieller-Hinton agarom (MHA) (HiMedia,
Bombaj, India)

6.1.4 Pouzité laboratérne pomocky

1. bakteriologické jednordzové ockovacie kl'ucky
2. stojan na skamavky
3. mikrotitra¢nd dosticka

4. multikanalova pipeta a jednokanalova pipeta Research Plus (Eppendorf, Hamburg,

Nemecko)
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5. sterilné skimavky s uzdverom
6. Petriho misky

7. sterilné Spicky
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6.1.5 Testované latky

Latky na bazi KAS boli syntetizované v Centre biomedicinského vyskumu Fakultnej
nemocnice v Hradci Kralové. Testovanie prebiehalo v triplikate pre kazdu jednotliva
latku z dovodu overenia pravdivosti, taktiez z dovodu vysokej odolnosti testovanych
mikroorganizmov a moznych chyb pri testovani. Vzorce jednotlivych latok 1A - 6A

(obrazok 5) sa liSia poc¢tom uhlikov v alkyle naviazanom na atom dusiku. Pocet

aaaaa

OH OH
HO P B HO Y B
HO . {%M HO T E}M
Vzorec latky - 1A Vzorec latky - 2A
OH OH
S/
HO =
HO N~~~ R N T
® @
Vzorec latky - 3A Vzorec latky - 4A
OH
HO™ ™~F B

Vzorec latky - 6A
Obrazok 5— Vzorce latok 1A — 6A
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Vzorce druhej série latok oznacené ,,1B - 4B“ su uvedené na obrazku 6. Po
otestovani prvej série latok boli testované latky, ktoré mali navyse pyridinovy kruh
s troma naviazanymi hydroxy skupinami a zaroveil sa navzajom lisili po¢tom uhlikov
v alkyle medzi nimi. Tieto latky su zaroven nositeI'mi dvoch kladnych a dvoch

zapornych nabojov.

OH
Bre | ] OH
HO i NWE} e OH
OH
Vzorec latky - 1B
OH
o B | [ o
HO = NW% = OH
HO A B
OH
Vzorec latky - 2B
OH
B Sy OoH
HO = ng = OH
HO = ! Ere
OH
Vzorec latky - 3B
OH
BE] i = OH
r
HO™ NN e S SN OH
HO_ s ! Br@

Vzorec latky - 4B

Obrazok 6 — Vzorce latok 1B — 4B
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6.2 Metodika

6.2.1 Princip stanovenia minimalnej inhibi¢nej koncentracie

Pri stanoveni MIC vyhodnotenie vysledkov vychadzalo z vizualného hodnotenia
a kontroly pomocou spektrofotometra pri vlnovej dizke 600 nm. Pri vizudlnom
hodnoteni bolo mozné na zaklade zakalu alebo Cirosti indikovat’ ¢i Slo o MIC,
v opa¢nom pripade, pokial’ bol viditelny zakal, bolo zrejmé, Ze latka bola neucinna.
Tento proces nasledoval po kultivacii baktérii v inkubatore s nastavenou teplotou
35+1°C. Pocas inkubacie dochadzalo k rastu baktérii a ich reakcii na pritomnost
KAS. Po inkubécii sa odc¢itala MIC zjamky s najnizSou koncentraciou skusSanej
latky, kde bola vidite'na inhibicia rastu, zaroven tam, kde nebol zékal. Na zaklade
tychto vysledkov bolo mozné zhodnotit’, Ze pokial’ bola MIC nizka, baktérie boli
citlivé na testovanu latku. Ak bola naopak MIC vysoka, doslo k rezistencii baktérie.
Uz na zéklade toho, ¢i mikrotitratné jamky boli Cire alebo nie bolo mozné zistit’, ¢i

bol ucinok latky dostatocny.

6.2.2 Priprava bakteridlnych kmenov z kryoskimaviek

Médium, ktoré sa vyuzivalo bol MHB. Jedné sa o bujon o vhodnom pH 7,4+0,2,
ktory podporuje rast baktérii. Z hladiska zloZenia obsahuje — 17,5 g peptonu
z kaseinu, 2 g hoviddzieho vytazku a 1,5 g Skrobu. Je vhodné ho skladovat v
chladnicke. Pouziva sa najCastejSie na pomnozenie kolonii ako su Neisseria alebo

Moraxela [13,26,27].

Priprava spocivala v tom, Ze sa vyZzihanou pinzetou, pripadne sterilnou kl'uckou
sterilne vybrala jedna guli¢ka z kryoskumavky a dala na pevnt podu, teda MHA. Na
tato gulicku sa nasledne kvapol MHB. Po tychto dvoch krokoch sa poda kultivovala
16-24 hodin pri 35+1°C. Po napipetovani tekutého média na podu s gulickou
obsahujucu baktériu bolo potrebné uskutocnit’ rozter. Nasledujuci dent bola
k dispozicii narastend primarna kultara. Z tejto kultury sa odobrala kolonia a
rozotrela krizovym rozterom na uplne novy MHA v Petriho miskach (ebrazok 7). Po

uskutocneni tohoto kroku nasledovala opiatovna kultivacia 16-24 hodin pri 35+1°C.
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Dalsi den pripravena sekundarna kultira narastla atym bola vhodna pre
antimikrobne testovanie. Jej pouzitelnost’ pri skladovani v chladnicke je 14 dni

[26,27,28,29].

Obrazok 7— KriZova kultivacia baktérii MRSA — Zdroj: Vlastna tvorba

6.2.3 Priprava suspenzii testovanych modelovych kmernov baktérii

Suspenzia modelovych kmenov baktérii sa pripravila tak, ze sa do laminarného boxu
pripravili sterilné skimavky (modré viecko, 15 cm). V skimavkach bolo priblizne 3
ml vody pre injekcie. Pri BMD sa najskor do skimavky pripravila suspenzia
z mikrobidlnej kultary. K dispozicii bolo 8 testovanych bakteridlnych kmenov, ktoré
sa ziskali z pripravenych Petriho misiek. Vyzihanou bakteriologickou kl'u¢kou sa
nabralo trochu kultary, najprv sa rozotrela po stene skiumavky, ktoré boli dopredu
popisané a potom vytvorila homogénna suspenzia s MHB, s pozadovanou denzitou
0,5 podla McFarlanda. V pripade, ze hodnota bola zna¢ne nad hodnotou 0,5 stupna
McFarlandovej stupnici bolo potrebné suspenziu nariedit’ doplnenim vody pre

injekcie. V pripade, ze bola hodnota niz§ia bolo potrebné pridat’ eSte malé mnoZstvo
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baktérii. Cely postup bol vykonavany v laminarnom boxe so zapnutou ventilaciou,
teda pradiacim vzduchom, aby sa zamedzilo Sireniu kmeniov do okolia. Po ukonceni

prace bolo nutné laminarny box dezinfikovat’, rovnako aj pouzité nastroje.

6.2.4 Priprava testovanej latky

Testovana latka bola pripravena tak, Ze ju bolo nutné najskor navazit. Aby navazky
sedeli bolo potrebné dodrZiavanie rovnakej navazky, teda pri kazdej latke o
hmotnosti priblizne 5 mg. V tabulke 1 su tieZ popisané molekulové hmotnosti latok.
Tieto latky boli nasledne suspendované v roztoku DMSO (latka bola premieSana
pomocou pristroja vortex, pricom bolo nutné, aby bol roztok ¢iry) a pomocou tohto
postupu bolo zaistené, aby bola vysledna testovacia koncentracia 250 pmol/l. Tto
koncentraciu bolo potrebné neskor dosadit’ na vypocet do rovnice s pouzitim latok,

aby bol vypocitany objem DMSO (Vpmso).

Rovnica na vypocet objemu DMSO:

v . m
DMSO ™ M x ¢ x 100

=xIDMSO x 10° = x ul DMSO

m - navazka (g)
¢ - koncentracia v prvych jamkach riediacej rady (250 pmol/I)

M - molarna hmotnost’

Pokial’ sa latka rozpustila alebo vytvorila homogénna suspenzia v médiu, pristapilo
sa k dalSej faze testovania. V niektorych pripadoch doslo k vzniku zékalu aj po
dokladnom premiesani na pristroji vortex, preto bolo potrebné, na dosiahnutie Cirosti,
aby sa tento roztok znovu nariedil. Pokial' doSlo k tomu, ze sa testovana latka
vyzrazala alebo nerozpustila, tak sa tento povodny roztok latky v DMSO zriedil

konkrétne znovu v DMSO na poloviéni koncentraciu a najvysSia testovana
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koncentracia na dostiCke teraz zodpovedala koncentracii menSej nez pripravena

koncentracia 250 pmol/l. V pripade prvého riedenia by to bolo 125 pmol/l, druhého
riedenia — 62,5 pmol/l, atd’. [28,29].

Po tychto krokoch sa uskutocnil odpocet az po 48 hodinach, po inkubacii

v termostate, mikrotitracnd dosticka bola porovnavana oproti tmavému podkladu

a ten umoznil zviditel'nit’ pomnoZené baktérie v jamkach dosticky.

Tabul’ka 1 - Popis navaZok a molekulovych hmotnosti jednotlivych latok

Latka Molekulova hmotnost’ (g/mol) Navazka (mg)
1A 362,308 5,73
2A 390,362 5,40
3A 418,416 5,35
4A 446,470 5,87
5A 474,524 5,08
6A 502,578 5,31
1B 610,384 4,83
2B 638,438 5,10
3B 666,492 5,20
4B 694,546 5,20

Tabul’ka popisuje jednotlivé latky, usporiadané podla ich ndzvu, pricom molekulova

hmotnost’, vyjadrend v jednotkdch g/mol, sa zvySuje vdaka ich rasticemu

alkylovému retazci. Tabulka je zéaroven doplnend o navazky latok v mg. Su

rozdelené do dvoch skupin podl'a spolo¢ného charakteru, vlastnosti molekuly, teda

latky prvej skupiny oznacenej ,,1A - 6A* obsahuji vo svojej molekule jednu sol,
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teda jeden kation a jeden anidn a latky druhej skupiny oznacenej ,,1B - 4B* obsahuju
dva kationy a dva aniony. Kation je kladne nabity N* a anionom je halogén, v tomto
pripade Br. Latky boli syntetizované v laboratoriu, v Centre biomedicinského
vyskumu Fakultnej nemocnice v Hradci Kralové. Na zéklade molekulovej hmotnosti
a navazky latok bolo nevyhnutné zistit’ koncentraciu potrebnt na pripravu zasobného
roztoku Vpmso. VSetky latky, pouzité vramci experimentdlnej Casti bolo nutné

otestovat’ v triplikate, aby boli zistené pripadné chyby pri préci.

Vypocty objemov jednotlivych latok:

0,00573

— — 6
14.Vou50 = 365308 ¢ 0,025 105 = © | PMSO X 10° = 632,61 ul DMSO
24. Vo = 0,0054 — x I DMSO x 10° = 553,33 ul DMSO
+/DMS0 = 390362 % 0,025 X 100 —ovass U
3A. Ve = 0,00535 — x I DMSO x 106 = 511,45 ul DMSO
TYDMSO = 498416 % 0,025 X 100 - oshau
4A.V, = 0,00587 =x 1 DMSO x 10° = 525,90 ul DMSO
$YDMSO = 1462470 % 0,025 X 100 = 0en sl
5A.V, = 0,00508 =x 1 DMSO x 10° = 428,22 ul DMSO
YDMSO = 474524 % 0,025 X 100 - ReGest
6A.V, = 0,00531 =x 1 DMSO x 10° = 422,69 ul DMSO
YDMSO T 502578 % 0,025 X 100 - ReabIU
1B.V, = 0,00483 =x 1 DMSO x 10° = 316,522 ul DMSO
+/DMSO T 10384 % 0,025 X 100 T 20mect
2BV, e = 0,0051 — x I DMSO x 106 = 319.5298 ul DMSO
+/DMSO = 38438 % 0,025 X 100 = 2Imerel
3BV, ey = 0,0052 — x I DMSO x 10° = 312,0818 ul DMSO
H/DMSO T e 492 % 0,025 X 100 - oralelou
0,0052
4B Vyyso = — x I DMSO X 106 = 299 476 ul DMSO

694,546 x 0,025 x 100
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6.2.5 Testovanie

Vo chvili, ked bolo v sterilnej skumavke 3,96 ml rastového média a40 pl
rozpustenej testovanej latky, tak sa 200 pl tohto roztoku asepticky prenieslo do
véetkych jamiek prvého stipca mikrotitraénej dosti¢ky a do vietkych jamick 2. a 3.
stipca sa prenieslo 100 pl tohto roztoku. Nésledne sa do sterilného rezervoaru
pripravilo médium s 1% DMSO (teda 1 ml DMSO do 99 ml média). 100 pl tohto
média sa asepticky napipetovalo multikanalovou pipetou do vietkych jamiek stipcov
2-11 mikrotitraénej dosticky. Do jamiek posledného dvanactého stipca sa
napipetovalo 200 pl tohto média. Tento 12. stipec slazil ako kontrolny. Kontroloval
sa nim narast baktérii. Nésledne sa premiesali jamky 2. stipca multikandlovou
pipetou a potom premiesali jamky 3. stipca a prenieslo sa 100 pl z 3. jamky do 4.
jamky a tymto sposobom aZ do jamky 11. stipca. Z 11. stipca sa po premiesani
odstranilo 100 pl do odpadu. Nésledne sa doplnili vietky jamky stipcov 3-11 a prave
100 pl média s 1% DMSO. Po tomto kroku nésledovalo napipetovanie 10 pl
pripravenej suspenzie do kazdej jamky jedného riadku. Na kazdy riadok pripadal
jeden bakterialny kmen. Po prevedeni tychto krokov sa miktotitracna dosticka
prikryla vieckom a nechala sa inkubovat’ v termostate pri 35+1°C. Tymto postupom
bolo dosiahnuté, ze v prvej jamke bola koncentracia riediacej rady 250 pmol/l,
v druhej jamke 125 umol/l, v tretej jamke 62,5 pmol/l, atd’. V 12. jamke, ktora sltzila
ako kontrola rastu bolo 200 pl média s 1% DMSO a zaroven 10 pl bakteridlnej

suspenzie.

6.2.6 Vyhodnotenie a odocet minimalnej inhibi¢nej koncentracie

Hodnota MIC sa od¢itala po kultivacii v inkubatore po 48 hodinich v jamke
s najnizSou koncentraciou testovanej latky, kde uz nebol zaznamenany rast baktérie.

K odéitaniu vysledkov MIC bol vyuzity spektrofotometer pri vinovej dizke 600 nm.

Na zéklade ziskanych vysledkov kazdého z troch ré6znych merani latok bolo mozné
ziskat' koncentracie v jednotkdch pmol/l pomocou spektrofotometra a po tomto

kroku nasledovalo ich znazornenie do stipcov grafov (resp. tabuliek). Pri inhibicii
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rastu boli hodnoty preukazatelné v pripade, pokial’ ¢iselnd hodnota v tabulke
ziskanej spektrofotometrom (tabulka 2) bola pod 0,1 optickej hustoty (OD) —
zhodnotenie na zaklade doporuc¢eného postupu. Vzhl'adom na to, Ze pri meraniach
latok vysla koncentracia rovnako v troch pripadoch merani, teda aj v pripade, Ze
nedoslo k inhibicii rastu pri maximalnej pouzitej koncentracii bola aj v tomto pripade

znézornena prostrednictvom jedného zhrnujiucého grafu alebo tabulky. (graf 1-4)
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7. VYSLEDKY

7.1 Hodnotenie antimikrobnej aktivity na suspenzii baktérii

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit v mikrobiologickom laboratériu
antimikrobnu Uc¢innost” KAS, teda vyhodnotenie ich uc¢innosti, ktoré prebiehalo
prostrednictvom zistenia MIC. V ramci hodnotenia antimikrobnej aktivity 8 latok na
G+ a G- baktérie bolo potrebné sumarizovat’ zistené vysledky graficky, zahriiujuce
pouzité koncentracie. Zameranim sa na MIC roznych latok bolo mozné dojst’
k zdverom, teda k zisteniu, ktora latka vykazuje GCinok a pripadne ktoré latky je

mozné pouzit’ pri d’alSom testovani.

V grafoch 1 azZ 4 s porovnavané Ucinky latok na r6zne bakteridlne kmene, G+, G-.
Kazdy stipec v grafe (vysledky vyjadrené v pumol/l) zastupuje rovnaké vysledky
predchadzajucich troch merani (grafov, resp. stipcov). Vo viéine pripadov nedoglo
k inhibicii rastu baktérie pri danej koncentracii. V pripade, kde bolo nutné
,hariedenie” na koncentraciu 125 pmol/l alebo 62,5 pumol/l je tito hodnota

povazovana za najvyssiu testovanu koncentraciu prislusnej baktérie.

K vysledkom je potrebné spomenut’ latky, oznacené 2A a 6A, ktoré neboli rozpustné
ani po dokladnom premiesani na pristroji vortex, teda nebolo mozné ich testovat’ ani

po nariedeni skimaného roztoku.

Na zéklade vysledkov a ich naslednom grafickom zndzorneni v grafe 1 bolo mozné
zhmut, Zze kmene STAU, MRSA, VRE boli najviac citlivé na testovanu latku,
oznacenu ,,3A* o prislusnej koncentracii 125 umol/l. Latka 3A bola najviac ucinna,
o aj vzhladom k predpokladanej dizke alkylového retazca bolo odakévané. Najviac
bola Uc¢innd na bakterialny kment STEP, pricom koncentracia potrebna na inhibiciu

bola uz 62,5 pl/mol.
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V grafe 1 je popisany ucinok latok 1A, 3A, 4A a 5A na G+ baktérie z prvej skupiny
latok lisiacich sa po¢tom uhlikov naviazanych na N'. Grafické znazornenie
poukazuje na porovnanie citlivosti 4 testovanych baktérii G+, ktoré preukazovali
najvacsiu citlivost’ na testovant latku oznacenu ,,3A*. V pripade bakteridlnych
kmeniov STAU, MRSA a VRE, ktor¢ patria do skupiny G+ baktérii bolo zisten¢, ze
laitka 3A na tieto baktérie posobi inhibiciou rastu uz pri 125 umol/l. V pripade
bakteridlneho kmena STEP, ktory patri medzi G+ baktérie, z vysledkov vyplynulo,

ze kmen bol citlivy na koncentraciu 62,5 umol/I.

Latky 1A a 4A boli pri testovani preukazané ako menej ucinné, vzhl'adom na to, Ze
spektrofotometer nezaznamenal pozadovani hodnotu OD menej ako 0,1 na
dokdzanie inhibicie rastu. Z tohto dovodu si v grafe 1 tieto vysledky zndzornené

koncentraciou > 250 pmol/l.

Latka SA v grafe 1 a grafe 3, pri ktorej je zndzornena koncentracia > 62,5 umol/l
bola nerozpustnd pri povodnej koncentracii, a preto ju bolo potrebné zriedit vo
vacSom mnozstve DMSO az dvojnasobne. Na ucinok latky SA je teda potrebna
vysSia koncentracia. Latka SA zaroven vykazovala najhor$i uc¢inok spomedzi latok
prvej série vzhl’'adom na to, ze nebola U¢inna ani na G+ ani na G- bakteridlne kmene

a bol problém s jej rozpuStanim v zdsobnom roztoku DMSO.
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Graf 1 — Testované latky 1A-5A a ich G¢inok na G+ baktérie

Hodnoty MIC grampozitivnych baktérii u latok 1A-5A
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Testované latky

MIC — minimélna inhibi¢na koncentracia v umol/l, STAU - Staphylococcus aureus,
MRSA - methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus, STEP - Staphylococcus

epidermidis, VRE - vankomycin-rezistentny Enterococcus

Hodnoty so znamienkom ,.>* vyjadrujt, Ze doslo k rezistencii baktérie na najvyssiu
testovanu koncentraciu. V pripade hodnoty > 250 pmol/l, doslo k rezistencii baktérie

pri MIC = 250 pmol/l. Podobne to je aj v pripade koncentracie > 62,5 umol/I.

Latky 1B, 2B, 3B a 4B z druhej testovanej skupiny latok pdsobiace na G+ su
znazornené v grafe 2. Tieto latky st obohatené o pyridin a zaroven novu sol’, tvorenu
kationom — kladne nabity N+ a anidnom — zaporne nabity Br- a bol sledovany ich
ucinok na G+ baktérie. ViditeI'né v grafoch st predovSetkym 3 koncentracie, ktoré
boli pri zistovani hodnét MIC v experimentalnej Casti najviac pouzivané. Jednalo sa
0 hodnoty 250 pmol/l a po nariedeni sa néasledne pracovalo s hodnotami 125 pmol/l a
62,5 umol/l (v pripade latky 1B). Roztok sa nariedoval v pripade, pokial’ nebol
dostato¢ne rozpustny na pristroji vortex. Tento krok bol nutny v pripade latok 1B,
2B, 3B a 4B (vratane latky 5A). V mnohych pripadoch pri vysSie uvedenych

koncentraciach ani po nariedeni nedoslo k inhibicii rastu.
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Graf 2 — Testované latky 1B-4B a ich ucinok na G+ baktérie

Hodnoty MIC grampozitivnych baktérii u latok 1B-4B
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Testované latky

MIC — minimélna inhibi¢na koncentracia v umol/l, STAU - Staphylococcus aureus,
MRSA - methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus, STEP - Staphylococcus

epidermidis, VRE - vankomycin-rezistentny Enterococcus

Hodnoty so znamienkom ,,>* vyjadruju, Ze doSlo k rezistencii baktérie na najvyssiu
testovanu koncentraciu. V pripade hodnoty > 125 pmol/l, doSlo k rezistencii baktérie

pri MIC = 125 umol/l. Podobne to je aj v pripade koncentracie > 62,5 umol/l.

V grafe 3 je popisany uc¢inok latok 1A, 3A, 4A a SA na G- baktérie z prvej skupiny
latok liSiacich sa poctom uhlikov naviazanych na N+. Z vysledkov vyplyva, ze G-

baktérie boli voci tymto latkam rezistentné.
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Graf 3 — Testované latky 1A-5A a ich uc¢inok na G- baktérie

Hodnoty MIC gramnegativnych baktérii u latok 1A-5A
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Testované latky

MIC — minimalna inhibi¢na koncentracia v pmol/l, ESCO - Escherichia coli, KLPN
ES— Klebsiella pneumoniae neprodukujica Sirokospektré B-laktamdzy, KLPN ES+
Klebsiella  pneumoniae produkujiica Sirokospektré [-laktamazy, PSAE -

multirezistentny Pseudomonas aeruginosa

Hodnoty so znamienkom ,,>“ vyjadruju, ze doslo k rezistencii baktérie na najvyssiu
testovantl koncentraciu. V pripade hodnoty > 250 umol/l, doslo k rezistencii baktérie

pri MIC = 250 umol/l. Podobne to je aj v pripade koncentracie > 62,5 umol/I.

Latky 1B, 2B, 3B a 4B z druhej testovanej skupiny latok, ktorych sucastou je
pyridin, posobiace na G-, su znazornen¢ v grafe 4. Latky 2B, 3B a 4B nevykazovali
vyznamni MIC ani po nariedeni na 125 pmol/l resp. na 62,5 umol/l u latky 1B.
Predpokladom tucinku testovanych latok na G- baktérie bol zvySujlci sa retazec
uhlikov, pricom pri poc¢te uhlikov Ci4 - C;6s malo dojst’ k inhibicii rastu. V tomto
pripade pri testovani ani v jednom pripade nedoslo k znizeniu rezistencie baktérii. V
pripade latky 1B je zamySlany G¢inok vyssi pri koncentracii > 62,5 umol/l a u latok
2B, 3B, 4B je pozadovany ucinok vys$$i pri koncentracii > 125 pumol/l. Mozny
predpokladany zvySeny uc¢inok dvojitej soli KAS nebol rovnako potvrdeny.
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Graf 4 — Testované latky 1B-4B a ich ucinok na G- baktérie
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MIC — minimélna inhibi¢na koncentracia v pmol/l, ESCO - Escherichia coli, KLPN

ES— Klebsiella pneumoniae neprodukujtca Sirokospektré B-laktamazy, KLPN ES+

Klebsiella  pneumoniae produkujiica Sirokospektré [-laktamazy, PSAE -

multirezistentny Pseudomonas aeruginosa

Hodnoty so znamienkom ,.>* vyjadrujt, Ze doslo k rezistencii baktérie na najvyssiu

testovantl koncentraciu. V pripade hodnoty > 250 umol/l, doslo k rezistencii baktérie

pri MIC = 250 umol/l. Podobne to je aj v pripade koncentracie > 62,5 umol/I.
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7.2 Porovnanie testovanych latok so Standardmi benzalkonia

8 testovanych latok bolo po vyhodnoteni vysledkov porovnanych so Standardmi
benzalkénium bromidu 12, 14, 16 (BAC-Br 12, 14, 16). Tieto latky sa pri testovani
KAS javia ako ucinné zliceniny s vysokou ucinnost'ou zahriiujiicou vysledni MIC

na priaznivych hodnotach.

Pri porovnani 8 latok na bazi KAS s latkami zahriiujicimi v odbornom ¢lanku bola
zistovana podobnost’ vysledkov, ktoré¢ boli vysledkom tejto experimentalnej Casti
prace s vysledkami, ktoré boli uskutocnené odborne za ucasti niekol’kych autorov

[12,39].

Pri porovéanani so Standardmi benzalkénia 12, 14, 16 bolo zrejmé, Ze latky z prvej
skupiny oznacenej ,,1 az SA*“ (tabulka 2), vykazovali vyrazne horSie inhibi¢né
vlastnosti, v porovnani so Standardmi. Latka, ktora bola v rdmci experimentalne;j
Casti najucinnejsia, teda 3A, pri porovnavani so Standardmi nevykazovala inhibi¢ni
hodnotu porovnatelnu tej za pouzitia Standardov. Rozdiel koncentracii v ramci
pouzit¢ho dvojkového riedenia tychto latok bol radovo rozdielny vo vicSine
pripadov a u vicsSiny bakterialnych kmenov. Rozdiel v 1 rade sa vyskytol u latky SA
so Standardom BAC-Br 12, pdsobiacich na bakteridlny kmenn KLPN ES+ a KLPN
ES-. AvSak koncentracie potrebné na dosiahnutie ,,zhody*“ neboli preukazané
u ziadnej z latok. Z tejto skupiny neboli podobné ani pri testovani baktérii STAU,
MRSA, STEP, VRE, ESCO, KLPN ES+. V pripade bakterialneho kmena G-,
baktérie KLPN ES— u latky SA, sa naskytuje mozné podobnost’ so Standardom BAC-
Br 12, avsak bolo by potrebné uskutocnit’ d’alSie merania. Bakterialny kmenl PSAE v
rdmci celého hodnotenia, ukazuje na podobnost’ vysledkov pri testovani
s vysledkami z odborného ¢lanku. Koncentracie v tomto pripade su v pripade latok
1A, 3A a 4A podobné, ako so Standardmi. Aj pri tzv. nedosiahnutej inhibicii rastu pri

250 umol/l porovnanie koncentracie znaci podobny vysledok [11,12, 39].
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Tabul’ka 2 — Hodnoty MIC po 48 hodinovej inkubacii pre latky skupiny
oznacené ,,1 - 5A“ a Standardy benzalkénia-Br 12, 14, 16

Kmei Minimalna inhibi¢na koncentracia (umol/l) po 48hod. inkubacii
1A 3A 4A 5A BAC-Br 12 BAC-Br 14 BAC-Br 16

STAU >250 | 125 | >250 | >62,5 3,26 1,14 1,3
MRSA >250 | 125 | >250 | >62,5 5,37 0,98 1,47
STEP >250 | 62,5 | >250 | >62,5 15,63 0,49 0,49
VRE >250 | 125 | >250 | >62,5 13,68 2,93 2,44
ESCO >250 | >250 | >250 | >62,5 15,63 3,91 3,91
KLPN

ES+ >250 | >250 | >250 | >62,5 31,25 7,81 3,91
KLPN

ES- >250 | >250 | >250 | >62,5 78,13 15,63 11,72
PSAE >250 | >250 | >250 | >62,5 >500 250 375

BAC-Br 12, BAC-Br 14 a BAC-Br 16 — Standardy benzalkénium bromidu sluziace
ako porovnavacie latky, liSiace sa poctom uhlikov v alkylovom retazci, s potom

uhlikov Clz-C14-C16.

MIC — minimalna inhibi¢néa koncentracia v pumol/l, STAU - Staphylococcus aureus,
MRSA - methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus, STEP - Staphylococcus

epidermidis, VRE - vankomycin-rezistentny Enterococcus

ESCO - Escherichia coli, KLPN ES— Klebsiella pneumoniae neprodukujuca

Sirokospektré B-laktaméazy, KLPN ES+ Klebsiella pneumoniae produkujica

Sirokospektré B-laktamazy, PSAE - multirezistentny Pseudomonas aeruginosa

Hodnoty so znamienkom ,>* vyjadrujt, Ze doslo k rezistencii baktérie na najvyssiu
testovantl koncentraciu. V pripade hodnoty > 250 umol/l, doslo k rezistencii baktérie

pri MIC = 250 umol/l. Podobne to je aj v pripade koncentracie > 62,5 umol/I.
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V tabul’ke 3 st uvedené latky druhej skupiny, s oznacenim 1B, 2B, 3B, 4B a ich
hodnota MIC. Zaroven su tieto latky porovnavané so Standardmi benzalkdnia
(benzalkonium bromid Ciz, 14 a 16) s uvedenim ich MIC, ako v predchadzajucom
pripade. V pripade, Ze je pri koncentracii znamienko ,>“, znamena to, Ze pri danej

koncentracii nebola dosiahnutd pozadovana inhibicia rastu bakterialného kmena.

Pri porovnavani so Standardmi benzalkénia 12, 14, 16, z vysledkov vyplyva, zZe latky
z druhej skupiny oznacenej ,,1 az 4B*, testované rovnakym spdsobom, vykazovali
prevazne horsie inhibi¢né vlastnosti v porovnani so Standardmi. Vysledné dosiahnuté
koncentracie latok, ktoré boli ziskané po ich zhodnoteni pristrojom boli nemenné v
ramci ich u¢inku na rdzne bakteridlne kmene a v pripade kazdej latky bolo zistené, ze

na to, aby bola latka u¢innejSia, musi byt pouzité jej vyssia koncentracia.

Podobne, ako v pripade latok prvej skupiny, koncentracia sa liSila minimalne o jeden
rad, v pripade porovnania ucinku latky 1B s BAC-Br 12, na G- bakterialny kmen
ESCO. Rovnako to bolo v pripade porovnania tej istej latky, teda 1B s BAC-Br 12
na KLPN ES+.

Bakterialny kmen PSAE bol znovu podobny vysledkom v ramci predchadzajiucého
hodnotenia. Vzhl'adom na to, Ze v pripade koncentracii, ktoré ukazuju neti€¢innost’ na
PSAE je na uc¢inok potrebné dosiahnutie vys$sej koncentracie. Vysledky sa v tomto
pripade teda znovu zhoduji iba v tom, Ze pri koncentraciach 62,5 a 125 pmol/l,

nebola dosiahnuté potrebna inhibicia rastu [12,39].
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Tabulka 3 — Hodnoty MIC po 48 hodinovej inkubacii pre latky skupiny
oznacené ,,1 — 4 B* a Standardy benzalkénia-Br 12, 14, 16

Kmeii Minimalna inhibi¢na koncentracia (umol/l) po 48hod. inkubacii
1B 2B 3B 4B BAC-Br 12 BAC-Br 14 BAC-Br 16

STAU >62,5 | >125 | >125 | >125 3,26 1,14 1,3
MRSA | >62,5 | >125 | >125 | >125 5,37 0,98 1,47
STEP | >62,5 | >125 | >125 | >125 15,63 0,49 0,49
VRE | >62,5 | >125 | >125 | >125 13,68 2,93 2,44
ESCO >62,5 | >125 | >125 | >125 15,63 3,91 3,91
KLPN

ES+ >62,5 | >125 | >125 | >125 31,25 7,81 3,91
KLPN

ES- >62,5 | >125 | >125 | >125 78,13 15,63 11,72
PSAE | >62,5 | >125 | >125 | >125 >500 250 375

BAC-Br 12, BAC-Br 14 a BAC-Br 16 — §tandardy benzalkénium bromidu sluziace
ako porovnavacie latky, liSiace sa poc¢tom uhlikov v alkylovom retazci, s poctom

uhlikov Clz-C14-C16.

MIC — minimalna inhibi¢néa koncentracia v pumol/l, STAU - Staphylococcus aureus,
MRSA - methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus, STEP - Staphylococcus

epidermidis, VRE - vankomycin-rezistentny Enterococcus

ESCO - Escherichia coli, KLPN ES— Klebsiella pneumoniae neprodukujuca
Sirokospektré B-laktaméazy, KLPN ES+ Klebsiella pneumoniae produkujica

Sirokospektré B-laktamazy, PSAE - multirezistentny Pseudomonas aeruginosa

Hodnoty so znamienkom ,>* vyjadruja, Ze doslo k rezistencii baktérie na najvyssiu
testovantl koncentraciu. V pripade hodnoty > 125 umol/l, doslo k rezistencii baktérie

pri MIC = 125 umol/l. Podobne to je aj v pripade koncentracie > 62,5 umol/I.
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8. Diskusia

V diplomovej praci boli testované nové série latok KAS, rozne dizky ich homologov,
ich protimikrébny ucinok na bakteridlne kmene pomocou BMD. Vzhl'adom na to, ze
tato metoda je vysoko citliva a u€innd, vyhovuje testovaniu viacerych bakterialnych
kmenov naraz. Testovacia séria latok obsahovala 10 novych latok rozdelenych do
dvoch skupin. Z doévodu nevyhovujicich fyzikalno-chemickych vlastnosti
(predovsetkym rozpustnosti) neboli testované 2. Po navazeni latok nésledovala

priprava vhodného roztoku a takisto aj suspenzii bakteridlnych kmenov.

V tychto sériach (skupinach) prebiehalo testovanie pomocou BMD, na zaklade ktore;j
sa zistovala inhibicia rastu baktérii. Vysledky sa zhodnotili jednak vizualne tak, Ze
v mieste inhibicie rastu nebol pritomny zakal, ale predovSetkym spektrofotometrom
pri vinovej dizke 600 nm. Testovali sa bakteridlne kmene G+ a G- baktérii.
K dispozicii boli na porovnanie U¢inku KAS 4 druhy G+ aj G- baktérii, aby bolo

mozné overenie ich inhibicie navzajom po otestovani.

Medzi G+ baktérie, ktoré boli pouzité patrili STAU, STEP, MRSA a VRE. Medzi G-
baktérie patrili ESCO, KLPN ES-, KLPN ES+, PSAE.

Zavislost’ ucinku na Struktire

Najuéinnejsia spomedzi testovanych latok na bazi KAS bola latka s dizkou retazca
Ci», teda latka oznacena 3A. Tato latka mala teda v porovnani so zvySkom inych
latok z prvej skupiny o nie¢o kratsiu dizku alkylového retazca naviazani na N'.
Vdaka tejto vlastnosti, prave latka oznaend 3A Ucinkovala predovSetkym na G+
bakteridlne kmene STAU, MRSA, VRE. Zaroven v ramci testovania inych latok, v
rdmci hodnotenia vysledkov bolo potvrdené, Ze predovSetkym kmene STAU,
MRSA, VRE je mozné oznacit’ za najviac citlivé s najnizSou mierou rezistencie.
V tomto pripade, za pouzitia testovanej latky 3A bol utychto baktérii uc¢inok
dosiahnuty pri koncentracii 125 pmol/l. Latka vykazovala G¢inok rovnako aj pri
nizSej koncentraciacii, teda 62,5 pumol/l ujedného z bakteridlnych kmenov. Za
pouzitia koncentracie 125 pmol/l bola latka 3A G¢inna na bakteridlne kmene STAU,
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MRSA, VRE. Ako jedina z latok, ktoré boli pri experimentalnej Casti pouzité bol
dokazany ucinok na G+ bakterialny kmenn STEP, ato pri koncentracii 2x nizsej,
ateda 62,5 umol/l. U tychto baktérii sa javila latka ako naju¢innejsia. U¢inok na G+
bakterialne kmene je aj v tomto pripade v suvislosti s diZkou retazca alkylu C5-C 4

oCakavany [56].

V tomto pripade ide o G+ baktérie s jednou vrstvou bunkovej steny, preto penetracia
latky na bazi KAS bola prave u tychto kmetiov najviac 0¢innd. Prva latka
neucinkovala na bakterialne kmene G-, aj napriek tomu, Ze sa jednalo o retazec so
skoro vhodnou dizkou alkylov. Iné bakterialne kmene, teda G- baktérie ako ESCO,
KLPN ES+, KLNP ES- a PSAE nevykazovali vyznamna inhibiciu rastu. Avsak
najvacsi ucinok latky z tejto skupiny Styroch baktérii bol prave na bakteridlny kmen

PSAE.

Latky 2A a 6A neboli testované vzhl'adom k tomu, Ze neboli dostato¢ne rozpustné
ani po niekolkondsobnom nariedeni. Na zéklade toho bolo zrejmé, Ze hodnotenie
tychto latok s dizkou retazca Ciy u latky 2A a C;s u latky 6A nebolo mozné
preukdzat. U tychto latok teda aj po premieSani na pristroji vortex nedoSlo k
rozpusteniu Castic latky. V tomto pripade sa mohlo jednat o to, ze zlucCeniny

vzhl'adom na ich Struktiuru neboli v DMSO rozpustné.

Latka 1A nemdZze byt uvedend do praxe, vzhl'adom k tomu, Ze nespiiia podmienku
inhibicie rastu, pricom mala mat’ pri tomto testovani hodnotu 0,1 OD. Testovanie
tejto latky vySlo v jednom pripade ztroch merani hrani¢ne, v inych pripadoch
hodnotenia MIC bolo zrejmé, Ze latka je neucinnd. Jednalo sa o latku s najkratSim

alkylovym ret'azcom, teda Cs.

Testovana latka 1B nevykazovala vyznamny U¢inok ani na jeden bakteridlny kmen.
V pripade tejto latky pritomnost’ pyridinu a zaroven pritomnost’ d’alSej soli nemalo

pozitivny vplyv na t€inok, ktory bol naopak vyrazne znizeny.

Zhrnutim predchadzajuceho a porovnanim s odbornou literatirou je nutné
poznamenat’, ze latka 1A, mala dizku uhlikového retazca az prili§ kratku [12,38]. Pri
latke 1A s poc¢tom uhlikov Cg bolo predpokladané, Ze bude mat’ iba slaby ucinok na

G+ baktérie. Pri testovaniu latky bolo zrejmé, Ze tato latka dosiahla malu inhibiciu u
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bakterialného kmenia G+ STEP. G+ bakteridlny kment STEP bol pri jednom z troch
testovani citlivy na latku 1A, pri d’alSom testovani sa vysledok nezopakoval.
Vysledok bol podobny aj pri tretom testovani. Na zéklade toho mala byt vylucena
moznost’ chyby a tento vysledok sa potvrdil. Porovnanim s odbornou literatirou bolo
mozné zistit, ze dizka uhlikového retazca je zasadna, pricom vyssie testované latky

mali tento retazec prili$ kratky [1,32,33,54].

Testovanu latku SA bolo potrebné nariedit’ vzhladom k tomu, Ze vykazovala zakal
pri koncentracii 250 umol/l. Ani pri koncentracii 125 pmol/l nedoslo k pozadovane;j
¢irosti, preto kone¢na koncentracia, ktord bola pri testovani tejto latky pouzita, bola
62,5 umol/l. Avsak za pouzitia tejto koncentracie nedoslo k inhibicii rastu ziadného

z bakterialnych kmenov.

Latka 5A obsahovala dlhsi alkylovy retazec, o dizke Cjs. Vzhl'adom k tomu, Ze latka
s dizkou retazca Cig je podla literatiry na baktérie neGéinna, tento vysledok mohol
byt predpokladom prili§ dlhého uhlikovho retazca a problémovému presupu cez

membrany [43].

Latka 6A nebola testovana z dovodu zlej rozpustnosti, co mohlo byt zapric¢inené
poctom uhlikov C;g. Latka sa nerozpustila ani pri otestovani nizSich koncentréaciach.
Pri moznej obmene Struktury, napriklad pri naviazani d’alSej hydroxy skupiny bola
predpokladom lepSia rozpustnost. Pri tejto latke bolo nasledne ocakévané, Ze aj
prave zrovnakého dovodu (dizky alkylového retazca) nebude prestupovat cez
membrany. Tento vysledok by bol vzhl'adom k po¢tu uhlikov ocakavany ako

nevyrazny.

Latky 1B, 2B, 3B, 4B, ktoré boli sucastou druhej skupiny latok, nezaznamenali
vyrazny U¢inok ato mohlo nastat’ z dovodu pritomnosti naviazaného pyridinu na
alkylovy retazec. Hlavnym rozdielom medzi tymito latkami bola dizka alkylového
retazca, ktord v tomto pripade v§ak nemala znacny rozdiel na kone¢né vysledky. Aj
po dokladnom zvortexovani tychto latok nedoslo k ich rozpusteniu. Casto krat bol
u tychto latok vidite'ny zékal. Predpokladom bolo, ze iba mala ¢ast’ roztoku latok pri
tomto zvortexovani a umiestneni do ultrazvukovej lazne, dosla do bodu, ked sa
uhlikovy retazec naviazany na pyridin tzv. ,,otvoril“ a G¢inkoval. U tychto latok

nebola dosiahnutd MIC ani v pripade jednej latky.
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V nadvéznosti na predchadzajuce v pripade latok 2B, 3B, 4B je nutné zhrnut’, Ze tieto
latky obsahujuce pyridinovy kruh a dalSi komplex kation-anidon, nepreukazali
vyznamny ucinok ani po nariedeni na koncentriciu 125 pmol/l ani litka 1B
o koncentréacii 62,5 pmol/l. Nastal rovnaky problém, ako v predchadzajucich
pripadoch, znova z dovodu ich horSej rozpustnosti, resp. nedostatocnej cirosti

roztoku.

V pripade G+ baktérii bol maximalny u¢inok dosiahnuty u latky s dizkou alkylového
retazca Ci,. Na zdklade tohto poctu uhlikov KAS, podla dostupnych zdrojov
z ¢lankov, bolo moZzné predpokladat’” zna¢nt inhibiciu rastu baktérii [12,39].
V pripade G+ baktérii je vhodna dizka alkylového retazca C;»-Cya4, v pripade G-
baktérii je nutné navysenie poétu uhlikov v alkylovom retazci s vhodnou dizkou C4-
Ci6. Testovanim a zverejnenim informacii v mnohych publikacidch sa naskytlo
zistenie, ze zluceniny obsahujice menej nez 4 uhlliky alebo viac nez 18 uhlikov st

neaktivne, pretoze narasta problém prestupu KAS cez membranu [33].
Porovnanie novych latok na bazi KAS a prikladov latok z odbornej literatiary

V pripade G- baktérii boli v ramci ¢lanku testované prevazne iné bakterialne
kmene [32]. Podobnost'ou sa vysledky zhoduju v pripade G- baktérie Pseudomonas
aeruginosa, ktory aj v pripade odborného testovania mnoZstva novych latok bol
rezistentny na vSetky pouzit¢ kmene baktérii. Podobne rezistentny kmen bol aj
v pripade latok, ktoré boli testované v ramci experimentalnej Casti prace. Baktérie -
laktamaza negativ a zaroven G- baktérie, KLPN ES+ a KLPN ES-, ktoré boli
porovnavané s latkou 3-methoxy-1-tetradecylpyridinium bromid, vykazovali
v ¢lanku citlivost’ pri  koncentracii MIC = 250 upmol/l (odhadom z grafu

znazorneného v ¢lanku). V tomto pripade vSak k inhibicii nedoslo [39].

Pre porovnanie méze byt vhodnym prikladom VRE, G+ baktéria, ktora v tomto
pripade bola citliva prevazne na latku 3A pri koncentracii 125 pmol/l. V pripade
latky z odborného c¢lanku 1-dodecyl-3-(2-hydroxyethyl)pyridinium bromid, bola
dosiahnutd MIC pri koncentracii 250 pmol/l. Tento vysledok je podobny testovanej
latke 3A tieZ pri koncentréacii 250 umol/l a zaroven aj latkam 1A a 4A. Zlucenina 1-
(2-hydroxyethyl)pyrrolidinium bromid je prikladom substancie s dosiahnutou

koncentraciou MIC = 250 umol/l, pdsobiacou na VRE s podobnym tc¢inkom [39].
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9. Zaver

Diplomové préca bola zamerana na stanovenie uc¢innosti novych dezinfekénych latok
na bazi KAS. Teoretickd Cast’ bola zamerana na vSeobecnost’ pouzitia dezinfekénych
latok, ktoré su nevyhnutnou sucastou pri neustale narastajiicej rezistencii mnohych
odolnych kmefiov baktérii. Dalej bolo nutnostou spomenit’ nozokomialne infekcie,
ktoré st jedny s najviac rozSirenych ndkaz. Ddlezité bolo popisat BMD, ktora bola
prave sucastou tejto experimentalnej prace a v ramci nej bol zistovany antimikrébny
ucinok novo vytvorenych latok, ktoré doposial’ neboli testované. Teoretickd cast’
bola ukoncena zékladnymi informéaciami o KAS, ktoré st uz dnes komercne
pouzivané vzhl'adom na ich potvrdenu efektivitu. Su to latky, ktoré nenachadzajt len

pouzitie ako dezinficiencia, ale tiez ako antiseptika.

V ramci experimentalnej Casti bolo popisané konkrétne testovanie latok, ktoré
poskytlo Centrum biomedicinského vyskumu vo Fakultnej nemocnici, Hradec
Kralové. K dispozicii bolo 10 testovanych latok a 8 bakteridlnych kmenov. Na
vyhodnotenie MIC po 48 hodindch bol pouzity spektrofotometer s nastavenou

vlnovou dizkou 600 nm.

Latky, ktoré boli testované, sa liSili v prvej sérii latok poctom alkylov naviazanych
na kvartérny dusik, tychto latok bolo 6. V druhej sérii boli k dispozicii 4 latky, ktoré
boli naviac syntetizované tak, Ze na nich bol naviazany d’alsi pyridin naviazany na
posledny uhlikovy retazec. Medzi dvoma arylmi boli ako v prvej sérii latok rozdiely

v pocte alkylov.

V ramci vysledkov bolo zistené, Ze najucinnejSia bola latka pomenovana 3A. Tato
latka vykazovala u¢inok predovsetkym na bakterialne kmene STAU, MRSA, STEP,
VRE. U¢inok latky 3A pri koncentracii 125 pmol/l bol potvrdeny aj na bakterialne
kmene STAU, MRSA, VRE. Zaroven tato latka vykazovala ¢inok pri koncentracii
62,5 umol/l na bakterialny kmenn STEP. Latky 2A a 6A neboli testované, z dovodu
nedostatoénej rozpustnosti. Uginnost’ tychto latok preto nebolo moZné preukazat.
Latka 1A posobila vyznamnejsSie (po odocte MIC) iba v jednom z troch merani na
G+ baktériu STEP. AvSak vysledok MIC bol hrani¢ny, ztohto dovodu nebola

zaradena do vysledkov. U testovanej latky 4A a 1B z dovodu vysSieho poctu uhlikov
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sa nevyskytol vyznamny ucinok ani na jeden bakteridlny kmen. Pri testovani tychto
latok vyplyva, ze vzhl'adom na ich stipajuci pocet uhlikov v alkylovom ret’azci, ich
ucinok je vyrazne znizeny. Testovanu latku oznacenu ,,5A* bolo potrebné znovu
nariedit’ z dovodu pritomnosti zdkalu na 62,5 umol/l. Podobne to bolo aj v pripade
latok 2B, 3B, 4B. Tieto latky ani po nariedeni na koncentraciu 125 pmol/l,
nepreukazali vyznamny ucinok. V pripade latky 1B, ktora bola pouzita po nariedeni

na koncentraciu 62,5 umol/l, bol vysledok tiez nevyznamny.

Na zaklade vysledkov bolo zrejmé, ze G- baktérie boli odolnejSie vd’aka pritomnosti
dvojitej bakteridlnej steny, preto na G+ baktérie bol preukdzany najvyssi
protibakteridlny uc¢inok. So zmenami poctov alkylov pri latkach 1 - SA naviazanych
na N bolo zistené, Ze zaroveni sa meni ich u¢inok vzhl'adom na to, ako blizko boli
tzv. idealnej hodnote C;,-Cj4-Cjs. V tomto pripade na overenie boli k dispozicii

hodnoty len jednej latky, a teda latky 3A.
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10. Pouzité skratky

ANDRA Automated Nucleic acid Detection and Raman Analysis

ATB antibiotikum

BAC-Br 12, 14, 16 — benzalkénium bromid 12,14,16.

BMD Mikrodilu¢na bujénova metoda

Br" Anién bromu (bromid)

CCM Ceska sbirka mikroorganizmi

CE Communité Européen, teda Eurdpske spolocenstvo

CEN European Committee for Standardization

CLSI The Clinical and Laboratory Standards Institute

DMSO Dimethylsulfoxid

ESCO Escherichia coli

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
G+ Gram pozitivne baktérie

G- Gram negativne baktérie

JIP Jednotka intenzivnej péCe (starostlivosti)

KAS Kvartérne amoéniové soli

KLPN ES- Klebsiella pneumoniae neprodukujuca Sirokospektré B-laktamazy
KLPN ES+ Klebsiella pneumoniae produkujuca Sirokospektré B-laktamazy
MIC Minimdlna inhibi¢na koncentracia

MHA Miieller-Hinton agar

MHB Miieller-Hinton bujon

MRSA methicillin-rezistentny Staphylococcus aureus
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N" Kvartérny dusik

OD Opticka hustota (optical density)

PCR polymerazova retazcova reakcia (metoda)
PSAE MR multirezistentny Pseudomonas aeruginosa
RDRA Restriction Digestion Ribotyping Analysis
STAU Staphylococcus aureus

STEP Staphylococcus epidermidis

VRE vankomycin-rezistentny Enterococcus
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