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Abstrakt
Autor: Ondiej Suk

Nazev: Hodnoceni antimikrobni u¢innosti novych latek typu kvarternich amoniovych

soli

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Farmacie

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit antimikrobni aktivitu nové

navrhnutych a pfipravenych latek typu kvarternich amoniovych soli.

Metody: Mikrodilu¢ni bujénovou metodou byla méfena antimikrobni aktivita 8 novych
latek rozdelenych do tfech strukturnich skupin na osmi bakteridlnich kmenech:
Staphylococcus aureus, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Yersinia bercovieri, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella

pneumoniae ESBL pozitivni a multirezistentni Pseudomonas aeruginosa.

Vysledky: Ze tfi strukturnich skupin byl nejvétsi antimikrobni potencidl nalezen
u nékterych soli methylmorfolinu a substituovanych soli benzylimidazolu. Obecné byly
latky dle predpokladu G¢innéjsi na Gram pozitivni kmeny bakterii oproti kmentim Gram
negativnim. Proti multirezistentnimu kmeni Pseudomonas aeruginosa nevykazuji tyto

latky pfi métenych koncentracich Zadny baktericidni ucinek.

Zavéry: Testované Gram pozitivni kmeny jsou k danym latkdm citliveéjsi nez Gram
negativni kmeny. Pfi porovnani latek s komeréné zavedenymi standardy v podobé
benzalkoniovych soli nevykazuje Zadna testovana latka vyssi G€innost v celém spektru
hodnocenych bakterii. AvSak u nékterych jednotlivych bakteridlnich kmend dosahuji
nekteré latky srovnatelné, ¢i dokonce vyssi i€innosti oproti méfenym standardim. Latky
by tak v budoucnu mohly pfispét k rozSifeni portfolia dezinfekcnich latek a byt tak

ptfipadnou vhodnou nédhradou pfi vzniku rezistence na latky aktudln€ pouZzivané.

Kli¢ova slova: testovani antimikrobni ucinnosti, mikrodilu¢ni bujénovd metoda,
minimalni inhibi¢ni koncentrace, minimalni baktericidni koncentrace, kvarterni

amonioveé soli



Abstract
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Title: Evaluation of antimicrobial effectiveness of new quaternary ammonium salt

compounds
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Background: The aim of the work was to evaluate antimicrobial activity of newly

proposed and prepared quaternary ammonium salts.

Methods: Broth microdilution method was used to measure antimicrobial activity of
8 new substances divided into three structure groups on 8 bacteria strains: Staphylococcus
aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Yersinia bercovieri, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae

ESBL positive and multiresistant Pseudomonas aeruginosa.

Results: Out of the 3 structure groups, the highest antimicrobial potential was found with
some methylmorpholine salts and benzylimidazole substituted salts. Generally, the
substances were, as supposed, more efficient with the Gram-positive bacteria tribes than
with the Gram-negative ones. No bactericidal effect of these substances in the
concentration measured was found on the strain of multiresistant Pseudomonas

aeruginosa.

Conclusions: The Gram-positive strains tested are more sensitive towards the tested
substances than the Gram-negative ones. In comparison with some commercially
introduced standards of benzalkonium salt types, no substances showed a higher efficacy
over the whole range of the evaluated bacteria. However, with some individual bacterial
strains, some substances show a comparable or even higher efficacy in comparison with
the standards mentioned. Therefore, the substances could extend the disinfectant portfolio
and be used as a potential suitable substitute in cases of acquired resistance to currently

used substances.
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1 Uvod

Bakteridlni onemocnéni predstavuji velké riziko v dnesnim svété. Proto se vynaklada
nemal¢ usili na hledani novych potencialnich antimikrobnich latek a na vyvoj metod
stanovovani citlivosti mikroorganismu k témto latkam. V poslednich desetiletich nartsta
pocet metod stanovovani citlivosti a zaroven je kladen stale vétsi diraz na automatizaci
jednotlivych metod. Hodnocena skupina latek, kvarterni amoniové soli (QAS), patii mezi
dlouhodob¢ vyuzivané Setrné latky v oblasti dezinfekce a antisepse. Nespravné uzivani
dezinfek¢nich latek se také podili na vzniku bakteridlni rezistence a na selekci a Sifeni

odolnych kment nemocni¢nich nozokomialnich nékaz.

Zamérem této prace bylo zhodnotit antimikrobni wUc¢innost novych potencidlné
antimikrobnich latek na bazi QAS. K tomuto ucelu byla vyuzita mikrodiluéni bujonova
metoda, kterou byly stanoveny hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
aminimalni baktericidni koncentrace (MBC) po inkubaci bakterii v jamkach
mikrotitraéni desticky. Celkem bylo otestovdno 8 novych antimikrobnich latek spolu se
standardy v podob& benzalkoniovych soli. Latky byly syntetizovany v Centru
biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Vyuzité bakterialni
kmeny patii mezi tzv. nozokomiélni kmeny ve zdravotnickych zatfizenich. Vyuzity byly:
Staphylococcus aureus, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Yersinia bercovieri, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae produkujici Sirokospektré P-laktaméazy a multirezistentni Pseudomonas

aeruginosa.

1.1 Zadani prace — cil prace
e Reserse odborné literatury
e Prace v mikrobiologické laboratofi
e Praktické méfeni minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni
koncentrace
e Zhodnoceni vysledkt a jejich porovnani se standardy

e Diskuze
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2 Teoreticka cast

2.1 Metody stanoveni citlivosti bakterii

Mikrobialni citlivost je stanovovana obecné pro kazdy mikroorganismus, ktery je
soucasti infekéniho procesu, za predpokladu, Ze jeho citlivost nelze spolehlivé
piredpovédet ze znalosti jeho druhu. Stanoveni citlivosti mikroorganismil je indikovano
zejména pro mikroorganismy, u kterych se piedpokladd, ze nalezi do skupiny
mikroorganismu, které mohu byt rezistentni na standardni antimikrobni latky [1]. Urceni
rezistence individualnich izolatd je zvlasté dulezité u téch bakterii, u kterych je velké
riziko ziskané rezistence. Jako je Streptococcus pneumoniae a rody Pseudomonas,
Staphylococcus, Enterococcus. Mikrobialni citlivost se vyuziva také ke stanoveni
citlivosti k empiricky vybrané antimikrobni latce v klinické praxi. Tyto metody jsou
vyuzivany jak ve vyzkumnych laboratofich, tak v kazdodenni praxi v laboratofich

klinické mikrobiologie [2].

oy e

1929. Tyto metody jsou zaloZzeny na pridani antimikrobni latky ke zkouSenym bakteriim
s naslednym vyhodnocenim bakteridlniho ristu. Ty nejjednodussi metody, které se
zamé&fuji na stanoveni MIC a ristovych kiivek bakterii, byly standardizovany mezi lety
1920 az 1980. Vysledky jsou odecitany Casto jen pouhym okem s dostate¢nou u¢innosti.
Vyhodou téchto testi je kromé jednoduchosti i jejich standardizace riznymi
organizacemi jako CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), nebo ISO
(International ~ Organization for Standardization). Interpretace vysledki je
standardizovana normami EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Mezi nevyhody patii ¢asova narocnost, mnozstvi manualni prace
a metody ndm nedavaji nahled na mechanismus interakce [3].

VétSina téchto metod poskytuje béhem 18 az 24 hodin vysledky, tedy identifikaci
a stanoveni citlivosti. Jen nékteré diskové difuzni techniky poskytuji vysledky 1 béhem
4 aZ 6 hodin [4]. Toto urychleni je mozné bud’ citlivéjsi detekci, urychlenim riistu, nebo
nahradou standardizovaného inokula pfimo vzorkem. K tomu casu je ale nutné ptipocist
alespont 24 hodin nutnych k pfipravé arlstu bakteridlni kolonie. Rutinni metody
stanoveni citlivosti bakterii tedy potiebuji k dosazeni vysledkli minimélné dva dny. Diky
stanovovani citlivosti konkrétnich bakteridlnich izolatd neni jedinou variantou empiricka

antibiotickd 1écba. Stanoveni citlivosti konkrétnich izolath je dilezité zejména u kmenti
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s roz8ifenou ziskanou rezistenci. Ta vede k SirSimu vyuzivani rezervnich antimikrobnich
latek a nasledné k selekci multirezistentnich kmena [5].

Mnozstvi manualni prace se postupné¢ od sedmdesatych let minulého stoleti
sniZuje, jak se zavadi automatizace metod. Vzhledem k nutnosti izolace bakterii pro toto
fenotypické testovani byvaji vysledky k dispozici az béhem dvou dnti po zacatku 1écby
[4]. Pravé zdrzeni kviili pomalej$im piivodnim metodam stanoveni citlivosti obecné vede
k prodlouzené hospitalizaci, zvySené¢ mortalité¢ pacientii a v neposledni fad¢ i1 k riistu
nakladii na zdravotni péci [5].

Obecné starsi fenotypické metody stanoveni citlivosti, které méti bakterialni rist
v pfitomnosti antimikrobni latky, jsou narocné na ¢as a manudlni préaci. Pfesto nckteré
z nich zlistdvaji rutinnimi a dillezitymi metodami v mikrobiologickych laboratotich i ptes
nové diagnostické nastroje, jako nékteré z metod v nasledujicim vyctu. Vyhodou
fenotypickych metod (naptiklad diskova difizni metoda, mikrodilu¢ni bujonova metoda),
oproti genotypickym metodam, je moznost piedpoveédét citlivost stejné jako rezistenci
kurcité latce. U nckterych metod je 1 moZnost kvantitativniho stanoveni
citlivosti [5] [6] [7].

Piivodni metody testovani citlivosti byly automatizovany pomoci pfistroji jako
MicroScan WalkAway, Vitek2 a dalsi. Byly téz vyrazné urychleny citlivéjsi detekci ristu
a zkracenim manualnim prace a inkubace [3] [5].

Pro urychleni detekce a zaroven pro zlepSeni citlivosti detekce se vyviji nové
techniky. Jsou to naptiklad metody mikrofluidni, kalorimetrické¢ a metody zalozené na
konduktivité. Tyto metody ale umoziuji testovani jen jednoho vzorku. Dal§i metody jako
polymerdzova fetézova reakce (PCR), hmotnostni spektrometrie a pritokova cytometrie
jsou sice velmi citlivé, ale také velmi drahé a narocné na obsluhujici personal [8].

Mezi dalSi metody pouzivané k testovani citlivosti mikroorganismi patii
mechanické metody, které se objevuji zhruba od pielomu stoleti. Mechanické metody
zatim nejsou v klinické praxi a jejich vyuziti je pouze ve vyzkumu. U nich se magnety,
nebo elektrody vkladaji do bakteridlnich kultur k méteni impedance, rotacni a rezonan¢ni
frekvence pro urCeni bakteridlniho ristu. Mezi mechanické metody patii naptiklad
metody vyuzivajici zmeénu spinu magnetickych kulicek v magnetickém poli v zavislosti
na mnozstvi zachycenych bakterii [3].

Dal8i moznosti jsou optické metody vyuzivané od sedmdesatych let minulého
stoleti. Optické metody vyuzivaji svételné paprsky k zachyceni, detekci a stimulaci

bakterii. Témito metodami miZeme merit bakterialni hustotu, intenzitu fluorescence,
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pohyb nebo vibraci bakteridlnich bunék. Patii sem metody jako prutokova cytometrie,
biomimetické polymery, spektrofotometrie, obrazova softwarova analyza, Ramanova
spektroskopie, hmotnostni spektrometrie s praletovym analyzatorem (MALDI-TOF)
a mikrofluidni metody. RGzné optické metody poskytuji kvalitativni 1 kvantitativni
zhodnoceni citlivosti. Obecné se ale jedna o drahé metody zavislé na slozitych ptistrojich,
které maji své uplatnéni zatim také zejména ve vyzkumu [3].
2.2 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody jsou referencni metody testovani citlivosti mikroorganismii.
Metody jsou standardizovany normami CLSI, EUCAST. Metody se vyuzivaji pro
kvantitativni stanoveni antimikrobni aktivity proti kvasinkdm, vldknitym houbdm
a bakteriim. Urcuji hodnoty MIC, jako nejnizSi koncentrace testované latky, ktera
viditelng inhibuje rist mikroorganismii [9].
2.2.1 Agarova diluéni metoda

Agarova diluéni metoda je jednou z nejstarSich metod stanoveni citlivosti. Jeji
vyvoj zapocal jiz v roce 1929 a od Ctyficatych let je metoda vyuZzivana. Agarova dilu¢ni
metoda patii mezi kvantitativni metody stanoveni citlivosti, jelikoz urcuje hodnoty MIC.
Standardizované inokulum obsahujici definovany pocet bakterii se nao¢kuje na nutri¢ni
agarové médium nasycené antimikrobni latkou na urcité koncentrace. Pro vétSinu rychle
rostoucich aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii se vyuzivd Mueller—Hintonv
agar. Po 48 hodinach kultivace se odecitaji vysledky jako pocty kolonii tvoticich jednotek
nedojde k nardistu mikroorganismi. Jednotlivé plotny s agarem obsahuji koncentraéni
fadu antimikrobni latky odpovidajici dvojkovému fedéni. Metoda je vyhodna pro
moznost kultivace vét§iho mnozstvi bakteridlnich kment ke stanoveni citlivosti k jedné
antimikrobni latce. Nebo ke kultivaci a stanovent citlivosti u heterogenni kultury bakterii,
nebo kurceni rezistentnich subpopulaci. Navic se jedna o CLSI standardizovanou
metodu. Oproti bujonové mikrodiluéni metod¢ je agarova vyhodna pokud testujeme vice
izolatl proti jedné antimikrobni latce, nebo pokud testovana latka brani svou barvou
detekci v kapalném médiu. Nevyhodou je Casova naro¢nost, i kdyZ moderni chromogenni
agary umoziuji barevnou zménou detekci definovanych citlivych kmeni jiz po 18 az
24 hodinéch. Navic je to metoda velice pracnd manuélni a ¢asovou naro¢nosti pti ptiprave
Petriho misek s agarem s testovanou latkou a pfi oCkovani bakterii. Proto se agarova

dilucni metoda v laboratofich bézné¢ neuzivd jako metoda stanoveni citlivosti
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mikroorganismt. Nicméné nevyhody agarové diluéni metody mohou byt zmirnény
¢asteCnou automatizaci této metody vyuzitim replikatorti inokula. Ty hromadné pienasi

32 az 60 raznych bakterialnich inokul na jednu agarovou plotnu [3] [9] [10] [11].

2.2.2 Diluéni bujonova metoda

Existuji dva typy dilu¢ni bujénové metody. Star$i makrodilu¢ni metoda je dnes
jiz mén¢ vyuzivana a byla v SirSim méfitku nahrazena mikrodiluéni metodou.
Makrodilu¢ni metoda pracuje s vétSimi objemy okolo 1 ml v jednotlivych zkumavkach.
U mikrodilu¢ni metody se vyuzivd 96jamkova mikrotitracni desticka a celkové nizsi
objemy latek. Mikrodilu¢ni metoda je Castecné automatizovana. Je moznost komercné
dostupnych zmrazenych a vysusenych mikrodilu¢nich testovacich paneli, které ulehcuji
praci a snizuji pravdépodobnost chyb. Mezi komeréné¢ dostupné platformy pro
mikrodilu¢ni bujénovou metodu patii naptiklad BD Phoenix (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA, New Jersey) nebo MicroScan WalkAway (Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, USA, Illinois). Zkumavky u makrodilu¢ni metody nebo mikrotitracni desticka
obsahuji dvojkovou fadu koncentrace testované antimikrobni latky. Kazda zkumavka
nebo jamka destiCky je poté inokulovéna suspenzi testovaného bakteridlniho kmene
o denzité 0,5 stupni podle MacFarlanda. Vyhodou je mozZnost kvantitativniho hodnoceni
citlivosti pomoci odecteni hodnot MIC po 24hodinové inkubaci, stejné€ jako hodnot MBC.
Odecet muze probihat vizualné. U mikrodiluéni metody se s vyhodou pouzivaji
automatické cCtecky mikrodiluénich paneli odeCtem intenzity fluorescence, nebo
turbidimetrickym métenim. Médiem neni jako u agarovych metod agar, ale s vyhodou se
vyuziva kapalné bujonové médium jako Mueller—Hintoniv bujon. Mikrodiluéni
bujénovd metoda je standardizovana normami CLSI pro aerobni i anaerobni

bakterie [2] [3] [9].

2.2.3 Automatizované systémy

Automatizované systémy vychazeji z bujonové mikrodiluéni metody. Jejich
vyhodou by mélo byt sniZzeni naroc¢nosti laboratorni prace a preanalytické piipravy
mikroorganismu a také rychlejsi provedeni testu s detekci pomoci optickych metod [7].
Ptiklady automatizovanych bujoénovych mikrodilucnich metod jsou systémy Vitek,
MicroScan a BD Phoenix [10]. Tyto tfi systémy urychli odecteni vysledka na dobu mezi

3,5 az 18 hodinami diky citlivé optické detekci zmén bakterialniho rastu [2].
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Systém BD Phoenix se sklada z velkého inkubétoru se ¢tecim zafizenim, ktery je
schopen pojmout az 99 testovacich paneli. Testovaci panely jsou 85 a 136jamkové
a v fad¢ jamek je dodrzena posloupnost dvojkového fedéni testované latky. Inokulace
jamek probihd manualn€. Spole¢nost nabizi 1 pfistroj pro automatickou ptipravu inokula.
Detekce hodnot MIC trva 6 az 16 hodin po 20minutovych intervalech. Detekce probiha
pomoci oxida¢né-redukénich indikatort a turbidimetrickych metod, kde tento systém byl
vubec prvnim takovymto systémem vyuzivajicim k detekci nefelometrii. Systém testuje
citlivost vétSiny klinicky relevantnich Gram pozitivnich (G+) i Gram negativnich
(G-) bakterii. Navic nabizi i moznost specialnich testovacich panelt pro nékteré markery

rezistence, ptipadné€ panely slouzici pouze k identifikaci mikroorganismi [2] [12].

Systém MicroScan WalkAway je opét inkubator se ¢tecim zafizenim, ktery je
schopen najednou testovat 40 az 96 standardné velkych mikrodilu¢nich paneld. Tyto
panely se hydratuji a inokuluji manualné a pfi inkubaci se flourometricky a fotometricky
testuji k identifikaci riistu bakterii. Vysledky stanoventi citlivosti jsou odecteny mezi 3,5
az 18 hodinami. Zavisi to na pouzitych panelech a technice detekce. Rychlejsi je detekce
z panelll pro stanoveni citlivosti G- bakterii s flourogennimi substraty. Pomalejsi je

turbidimetricka detekce [2].

Systém Vitek 2 vyuZziva specidlni 64jamkové plastové karty velikosti hracich
karet. Systém pojme 60 nebo 120 karet najednou. Vyuziva karty pro identifikaci a pro
stanoventi citlivosti bakterii. Systém se vyuziva k detekci a stanoveni citlivosti béZznych
rychle rostoucich aerobnich G+ a G- bakterii v€etné Streptococcus pneumoniae. Systém
je schopen dodat vysledky jiz za 5 hodin diky opakované turbidimetrické kontrole
bakterialniho rlstu pfi inkubaci. Vyhodou jsou 1 mald mikrolitrovd mnoZstvi pouzitého

média a antimikrobnich latek [2] [13].

Systém Sensititre Aris 2X (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, USA, Ohio) je
piikladem komeréné dostupné manualni bujonové mikrodiluéni metody [10]. Sensititre
Aris 2X pojme az 64 béznych 96jamkovych mikrotitranich desticek v kazdém ze svych
4 modulii. Detekce probihd po 18 az 24 hodinach méfenim flourescence hydrolyzou
flourogennich substratti bakteriemi. Opét se tedy jako u ostatnich systémil vyuziva
priabézné detekce rustu bakterii v ¢ase inkubace optickymi metodami. Kromé toho je
mozna 1 manualni vizudlni detekce. Inokulace desti¢ek je mozna pomoci autoinokulatoru

a je mozné testovat G+ i G- bakterie [2] [14].
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2.3 Difuzni metody

2.3.1 Diskova difuzni metoda

Agarova diskova difizni metoda je jednou z nejstarSich a nejlevnéjSich metod
stale bézné pouzivanou mikrobiologickymi laboratofemi k rutinnimu stanoveni citlivosti
zejména rychle rostoucich aerobnich bakterii. Metoda je standardizovana CLSI a je
relativné jednoduchou a praktickou. Na povrch Mueller—Hintonova agaru jsou
inokulovany testované bakterie, piiblizné 1-2*10% CFU/ml. Na povrch jsou nasledng
umistény komercéné dostupné disky z filtracniho papiru obsahujici testovanou latku
v pozadované koncentraci. Petriho misky jsou nasledn¢ inkubovéany 16 az 4 hodin pii
35° Celsia. Béhem toho antimikrobni latka difunduje z diski do agaru. S rostouci
vzdalenosti logaritmicky klesd koncentrace antimikrobni latky. Vytvéaii se tak
koncentracni gradient latky v agaru. Vysledkem jsou u citlivych bakteridlnich kmenti
kruhové inhibi¢ni zony okolo diski, kde koncentrace antimikrobni latky zabranila ristu
bakterii. U vyslednych inhibi¢nich zén se méii jejich primér v mm a interpretuji se podle
danych standardii napt. CLSI. Metoda poskytuje kvalitativni hodnoceni citlivosti.
Nékteré komercéné dostupné systémy na ode€et inhibicnich zon jsou pro urcité
mikroorganismy a ur€ité antimikrobni latky schopny ur¢it pfibliznou hodnotu MIC

porovnanim se standardy [2] [9] [10].

Velké vyhody této metody spocivaji v jeji nizké cené, standardizaci a ve znacné
flexibilité, kdy se pouhou vyménou disku docili zmény antimikrobni latky. Mezi
nevyhody na druhé strané patfi pouze kvalitativni stanoveni citlivosti. Metoda neni
vhodna pro pomalu rostouci a anaerobni bakterie. Navic diftizi antimikrobni latky do
zna¢né miry ovliviiuje kvalita agarové plidy. Molarni hmotnost a hydrofilita pak

podminuji diftzi latky a tvorbu inhibi¢nich zén [3] [10].

2.3.2 Gradientova difuzni metoda, Etest

Gradientova difizni metoda je vylepSenou modifikaci agarové diftizni metody.
Byla objevena béhem osmdesatych let. Postup je podobny, jen misto papirovych diski se
vyuzivaji plastové prouzky. Na spodni stranu prouzku je naimpregnovan koncentracni
gradient antimikrobni latky. Na horni stran€ je vytiSt€éna odpovidajici stupnice pro
odecteni MIC. Po inkubaci dlouhé 24 hodin se odecte z prouzku hodnota MIC. Hodnota
MIC se odecte z testovaciho prouzku v bodé, kde se prouzku dotyka elipticka inhibi¢ni

zona. Nevyhodou tohoto testu je vyssi cena, zejména v porovnani s diskovou difuzni
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metodou. Vyhodou naopak je moznost stanoveni citlivosti pro anaerobni bakterie
amoznost kvantitativniho stanoveni citlivosti, kde MIC dobie odpovidd hodnotdm
ziskanym bujénovou i agarovou dilucni metodou. Navic diky stabilité gradientu po dobu
okolo 20 hodin je metoda vhodna i pro pomaleji rostouci bakterie [2] [3] [10].

Mezi komeréné¢ dostupné gradientové difuzni testy patii napiiklad
M.I.C.Evaluator (Oxoid, Cambridge, Velka Britanie) a Etest (bioMérieux, Durham, USA,
Severni Karolina) [15]. Provedena metoda Etest se znazornénym odectem je zobrazena
na obréazku €. 1. Podobnou funkci ma i metoda spiral gradient endpoint, kde je na jednu
agarovou podlozku nanesen pomoci nastroje spiral plater gradient antimikrobni latky.
Bakterie jsou naneseny radidlné pres tento gradient. Vzdalenost od centra k mistu, kde

dojde k ukonceni rtstu bakterii, umozni urc¢it hodnotu MIC [16].

L
;

Obrazek ¢. 1: Etest

pfevzato z: [2] a upraveno

2.3.3 Agarova jamkova difuzni metoda

Jamkovd metoda se nejcastéji vyuzivd pro stanoveni antimikrobni aktivity
rostlinnych a mikrobidlnich extraktd. Stejné jako u diskové difiizni metody se inokuluje
agarova vrstva v Petriho misce danou mikrobidlni kulturou. Jako u diskové metody se
inokulum rozetfe ptfes celou plochu agaru. Nasledné se asepticky pomoci sterilniho

korkovrtu vytvoii jamka o priméru okolo 6 mm. Do jamky se pipetou pienese 20 az
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100 pl testovaného roztoku. Béhem inkubace dochéazi k difuzi antimikrobni latky do

agaru a méfi se opét pruméry inhibi¢nich zon tak, jako u diskové difuzni metody [9] [17].

2.3.4 Agarova metoda antagonismu mikrobialnich populaci

Tato metoda, v origindle ,agar plug diffusion method“, vsobé Ccastecné
kombinuje jamkovou a diskovou metodu. Ukazuje vzajemny antagonismus mezi dvéma
druhy mikroorganismi. V tenkych pruzich se inokuluje agarovy plat testovanym
mikroorganismem. Béhem inkubace dochazi rostoucimi bakteridlnimi builkami
k produkci latek, které difunduji do agaru. Nasledné jsou do agarové desticky sterilnim
korkovrtem vytvoreny jamky. Odebrany blo¢ek materialu se pienese na druhou agarovou
desticku s dalSim testovanym mikroorganismem. Mikrobidlni sekrety z odebrané¢ho
vzorku poté difunduji do agaru a jejich antimikrobni aktivita se méfi znovu za pomoci

inhibi¢nich zén [10].

2.3.5 Agarova metoda kfizujicich se pruh

U této metody, anglicky ,,cross streak method®, se také vyuziva antagonismu
mikroorganisml. Kmen, ktery nds zajima, se naockuje v pruhu na agar. Po inkubaci se na
zivnou piidu nasadi dal$i mikroorganismus v pruhu kolmém k ptivodnimu. Po dalsi, jiz
druhé, inkubaci se analyzuje velikost inhibi¢ni zony [9]. Vyhodou této metody jsou vétsi
inhibi¢ni zony oproti jamkové metod€. Kvantitativni interpretace byva ale velmi slozita,

protoZe okraje inhibi¢nich zon byvaji casto nejasné a rozmazané [18].

Metody ktizujicich se pruhi, antagonismu mikrobidlnich populaci a jamkova
agarova difizni metoda se neuzivaji béZzné v klinické praxi mikrobiologickych laboratofi.
Vyse uvedené metody patii do Cinnosti vyzkumnych laboratofi k uréeni antimikrobni
ucinnosti testovanych latek a extraktli a ke zjiStovani antagonistickych vztahii mezi
mikroorganismy [9]. Provedeni tfech ztéchto difiznich metod je zobrazeno na

nasledujicim obrazku €. 2, kde mizeme pozorovat vzniklé inhibi¢ni zony.
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Obrazek €. 2: Agarové difuzni metody
pievzato z [9]

Vysvétlivky: Obrazek A znazornuje diskovou difizni metodu, kde se z diskd uvoliuje
antimikrobni latka a méfi se inhibi¢ni zény. Obrazek B ukazuje jamkovou diftzni
metodu, kde se kolem jamky po difuzi vyviji inhibi¢ni zéna. Na obrazku C je agarova
metoda antagonismu mikrobidlnich populaci, kde se kolem pifeneseného blocku

inokulovaného agaru tvofi inhibi¢ni zona.

2.4 Mikrokalorimetrie

Mikrokalorimetrie vyuziva ke stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobnim
latkdm méteni tepla, které bakterie produkuji pfi svém rustu. Teplo miize byt méfeno jako
priatok v uW/¢as, nebo jako naakumulované teplo za jednotku ¢asu J/€as. Pritok tepla je
meéfen kalorimetrem. Kumulativni produkce tepla koresponduje s rustovymi kiivkami
mikroorganismi. Béhem exponencidlniho ristu bakterii roste exponencidln¢ i produkce
tepla diky zvySenému bunéénému metabolismu. Vyhodou je zna¢na rychlost metody, kdy
stanoveni citlivosti probih4 relativné rychle i béhem tfi hodin u nékterych bakterii.
Stanoveni muze probihat v pevném i kapalném médiu. Nevyhodou je, Ze metoda neni
standardizovana, takze nam poskytuje pouze informativné tidaje o bakteridlnim rastu
a MIC, prestoze se relativné shoduji se standardizovanymi metodami. Mizeme zde
koncentraci antimikrobni latky, kterd snizi produkci tepla na polovinu. Metoda vznikla

v sedmdesatych letech minulého stoleti [7] [9].

2.5 Polymerazova fetézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce je komercné dostupnou a automatizovanou

vvvvvv
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klinické mikrobiologie. Konven¢ni i real-time PCR se vyuzivaji k amplifikaci sekvenci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), které jsou specifické pro dany mikroorganismus

a jeho citlivost a rezistenci [5].

Velkou vyhodou PCR metod je velkd rychlost. Metoda muze byt provedena
a vyhodnocena béhem dvou hodin. Real-time PCR dokaZe rychle s kratkou inkubacni
dobou rozliSit mezi citlivym a rezistentnim kmenem. Toho se vyuziva naptiklad
u testovani  methicilin-rezistentnich ~ Staphylococcus  aureus (MRSA) nebo
vankomycin-rezistentnich Staphylococcus aureus [2]. Dale metoda dokéze identifikovat
a kvantifikovat jak bakterie, tak viry. Tim padem odlisi virovou infekci a miiZe se zastavit
zbytecnd antibioticka 1écba [5]. PCR také dokdze rozlisit mezi zivymi a mrtvymi
bakteriemi vyuZzitim fluorescencnich latek jako ethidium bromid. Velkym plusem PCR
je, ze vzorky nemusi byt vzdy purifikované. Muze se jednat i o nesterilni primarni
klinické vzorky. Mezi nevyhody patifi zejména nemoznost touto metodou porozumeét
mechanismu rezistence. Dal§im velkym problémem je také interpretace vysledki.
Respektive mizeme analyzovat expresi urcit¢ho genu, ale musime védét, jaky efekt na
rezistenci mikroorganismu dany gen ma. VétSinou se u rezistence jednd o slozitou
komplexni odpoveéd’ nékolika gent [2]. Jednoduchym piikladem miize byt gen mecA. Ten
kéduje penicilin-binding protein PBP2a, ktery ma v této modifikaci mensi afinitu

k B-laktdmovym antibiotikim u MRSA. PCR je také relativn¢ drahou metodou [5].

Real-time PCR vyuzivd hydrolyzaéni sondy, hybridiza¢ni sondy a sondy
s fluorescen¢nimi barvami vazajicimi DNA [19]. Tyto sondy vazbou na DNA kvantifikuji
mnozstvi specifickych kopii DNA ve vzorku a tim méfi rlst bakterii ve vzorku

s antimikrobni latkou [2] [6].

2.6 Mikrofluidni metody

Tyto nové metody vznikly v priibéhu poslednich deseti aZ patnacti let. Metody se
zatim vyuZivaji pouze ve vyzkumu, ale maji potencial ptejit i do klinické praxe. UmozZiiuji
vyrazné urychlit stanoventi citlivosti vyuzitim malych mikrometrovych objemi a prostorti
cel a tim dojde k pozorovatelnému brzkému individudlnimu déleni bakterii. Dochazi
k redukci €asu ke stanoveni citlivosti na nékolik hodin diky pfimému nebo neptimému
monitorovani riistu bakterii. Tyto metody vlastné trvaji pouze jeden nebo nékolik mélo
replikagnich cyklii testovanych bakterii. Cely proces probiha in vitro na &ipu. Cipy mohou

umoznit kombinaci nékolika dalSich funkeci, jako hybridizace a amplifikace nukleovych
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kyselin nebo bunécna lyza, které se Casto pouzivaji pii vyzkumu izolovanych bunék.
Vyraznd moznost docasné specidlni kontroly nad kapalinou a fyzikalnimi parametry
umoziuje spolu s citlivymi senzory ptimé in situ odecitani. Pfimé optické zobrazeni riistu
bakterii je mozné 1 z klinickych vzorkli a mé potencial zavedeni do rutinni laboratorni
praxe diky redukci objemil a manudlni prace. Dochazi zde k pfimému pozorovani déleni
jedné buiky v ramci celé bakterialni populace. Na druhou stranu nékteré nepiimé metody
vyzaduji velmi slozité ptistroje, genetické modifikace a jsou i dalsi piekazky pro snadnou
detekci. Mezi metody nepiimé detekce patii rotace magnetickych kulicek v magnetickém
poli nebo pH senzory. Zména rotace magnetickych kuli¢ek je nepfimo Umérna
navazanému mnozstvi bakterii, kdezto zmény pH souvisi s akumulaci metabolickych
produkti bakterii. Obecné se nejvice vyuzivd detekce elektrochemickd, opticka
a mikrokalorimetrickd. Prekazkou v pfimém pozorovani jedné bakteridlni bunky byva
Casto jejich neustaly pohyb. K tomu je nutna imobilizace bakteridlnich bun¢k s vyuzitim
mikrokapicek, mikrokomirek, kanalkli nebo pasti. Metody jsou relativné rychlé a levné
a zaroven velmi automatizované a vykonné diky velkému poméru plocha/objem.
Vysledné hodnoty MIC relativné dobife odpovidaji standardnim hodnotdm CLSI. Ptesto
byva problém dostat tyto metody do komer¢ni klinické praxe. Nekteré metody jsou
relativné dosti drahé a neni jasné, zda maji v klinické praxi zvlastni vyhody oproti
vyuzivanym metoddm vzhledem ke své cenné. Navic metody nejsou dosud

standardizovany [3] [7] [20] [21].

2.6.1 Mikrofluidni agarézové kanalky

V této mikrofluidni metod¢ jsou bakterie jako Staphylococcus aureus (STAU)
a Pseudomonas aeruginosa imobilizovany v komurce na agardze. Dale jsou vystaveny
rozdilnym antibiotickym podminkdm, coz umoziuje analyzu ristu jednotlivych bunék
pomoci casosbérnych zabéri digitdlni kamerou s detekci zaloZzenou na interakci
dopadajiciho fotonu s kiemikovou destickou polovodice (CCD). Tyto zab&ry a proporcni
tempo ristu spolu s inkubac¢ni dobou umoziluji zjistit hodnoty MIC. Tento uzavieny,
a tudiz bezpecny systém umoznuje interpretaci vysledki béhem 4 hodin. Nevyhodou je

nutnost ptipravy vzorku pfed samotnym testovanim [3].

2.6.2 Mikrofluidni pH senzor

U této metody je na mikrofluidni kanalky nanesen chitosanovy hydrogel, ktery
reaguje na zmény pH smr$tovanim a rozpinanim. Bakterie pfi svém riistu metabolizuji

glukézu a produkuji organické kyseliny, které snizuji pH, coz vede ke zmeéné efektivni
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optické tloustky chitosanu, kterd je nepiimo imérna pH. Optickou tloustku lze odecitat
interferometrem pomoci Fourierovy transformace. Cim je vy3si pomér optické tloustky
chitosanu k pH, tim je vyssi bakteridlni aktivita. Metoda umoznuje rychlé odecteni MIC

a poskytuje ristové kiivky mikroorganismii jiz béhem dvou hodin [3] [22].

2.6.3 Self-loading mikrofluidni pfistroj

V této metodé€ jsou ve vrstveé polydimethylsiloxanu vytvofeny komurky naplnéné
vysusenou antimikrobni latkou. Vrstva je dale spojena sdalSi vrstvou
polydimethylsiloxanu s kanalky napojujicimi se na komurky. Sestavené zatfizeni je
evakuovano. Polydimethylsiloxan poté natahuje plyn ze svého okoli, ¢imz vytvaii
vakuum v kanalcich. Pomoci tohoto vakua zde vznika sila, kterd vtahuje injektovanou
bakterialni suspenzi do komirek, kde rozpousti antimikrobni latku. Sestaveni pfistroje
viz obrazek €. 3. Tato sila zaroven brani zpétnému toku a kontaminaci. Po 18hodinové
antimikrobni latky, kdy jesté nedojde k barevné zméné. Barevnd zména je vyvoldna
pfidanim glukézy a fenolové cervené do bakterialni suspenze. Bakterie pfi ristu
spotfebovavaji glukozu a produkované organické kyseliny zpasobi barevnou zménu

indikatoru z ¢ervené na Zlutou [3] [23].
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Obrazek €. 3: Self-loading mikrofluidni pfistroj

pievzato z: [3]

2.6.4 MikrokapiCky

Mikro a nanokapicky se mohou vyuZzit jako malé individualni reakéni nadobky,
které ptedstavuji preferované prostiedi pro rast bakterii, kde jsou uzavieny bakterie
v emulzi nosné kapaliny. S jednotlivymi kapkami mize byt manipulovano. Kdyz
obsahuji dostateCny pocet bakterii, tak mize byt monitorovana jejich metabolicka
aktivita. Ob¢ kapaliny jsou vzdjemné nemisitelné. Ke stanoveni citlivosti byl vytvoien
systém obsahujici 100nl kapi¢ky vodné emulze obsahujici 10 bakterii a rliznou
definovanou koncentraci antimikrobni latky. Kapky jsou sledovany v Case
flourescen¢nim detektorem, ktery umoznuje detekovat rastové kiivky pii kazdé
koncentraci antimikrobni latky. Nedavno byly vytvoieny i kapky obsahujici jednu

bakterialni buniku. Doba testovani mize byt velmi kratk4, staci jen n€kolik replikacnich
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cykld. Aby se metoda mohla stat rutinnim stanovenim citlivosti, bude jesté tfeba vytvofit

referen¢ni databaze MIC [3] [7].

2.7 Mechanické metody

2.7.1 Vazeni mikrobialnich buné&k pomoci vibracnich mikrokonzoli

Tato metoda je perspektivni k vyuziti v blizké budoucnosti. Jedna se
o kvantitativni metodu. Zatizeni obsahuje vibrujici mikrokonzole, které obsahuji drobné
kanalky umoznujici prichod mikroorganismt. Mikroorganismy pii prichodu kanalky
svou hmotnosti méni riznou mérou rezonanéni frekvenci vibraci mikrokonzoli podle své
denzity. Pokud jsou mikroorganismy v kontaktu s antimikrobni latkou i jejich denzita se
méni, coz zaznamend tato metoda. Jeden tento pfistroj umoziuje s jednou rostouci
kulturou bakterii pii vhodné upravé testovat i nékolik druhii antimikrobnich latek o rizné
koncentraci najednou. Vyhodou je, ze tempo rlstu a typ buné¢k mize byt rozpoznan
z malého vychoziho poctu bunék, jelikoz i denzita se obvykle lisi pro rtizny typ bunék.
Vyhodou je také rychlost detekce mezi 20 minutami az 2 hodinami. Metoda se jiz vyuziva
ve vyzkumu stanovovani citlivosti k antimikrobnim latkdm. Nicméné k jejimu zatazeni
do rutinni praxe stanovovani citlivosti je potfeba dals$i vyzkum v oblasti spolehlivé

detekce riiznych rezistentnich bakterialnich kmenti [3] [7].

2.7.2 Rotace magnetickych kulicek

Tato metoda vyuzivd zménu frekvence rotace magnetickych ¢astic
v magnetickém poli po navazani molekul bakterii nebo vird. Bakteridlni suspenze
o znamé koncentraci se promisi s magnetickymi kulickami s ligandem vazajicim
bakterialni buiiky. Nasleduje inkubace a poté promyti suspenze. Po navazani bakterii je
v rotaénim magnetickém poli nasledné zaznamenana zména frekvence spinu ¢astic. Jak
se bakterie za¢nou délit, zaCne se znovu ménit 1 frekvence. Pokud je testovany bakterialni
kmen citlivy na danou antimikrobni latku, tak nedojde ke zmén¢ frekvence. Takto tedy
muze byt detekovana a kvantifikovana rezistence k antimikrobni latce. Tato metoda
existuje 1 v usporadani s jednou magnetickou kuli¢kou, viz nésledujici obrazek ¢. 4.
Metoda se zatim vyuziva jen pro Escherichia coli (ESCO). Jestli funguje 1 na jiné kmeny
musi byt jesté potvrzeno. Metoda je u ESCO relativné rychld s vysledky béhem
1,5 hodiny. S navazédnim bakterii na ¢astice rota¢ni perioda nejprve klesd, po dosazeni

urCitého Cisla bakterie expanduji a rotacni perioda opét stoupa. Takze roztoky s vyssi

cv v
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fotodiod. Nicméné¢ slozité nastaveni této metody ji €ini prozatim velmi komplikovanou

k rutinnimu vyuziti v klinické praxi [3] [7].
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Obrazek €. 4: Metoda rotace magnetickych kuliCek
pievzato z: [3]

Vysvétlivky: Cast A popisuje metodu rotace magnetickych kulidek v uspotradani
s vyuZzitim pouze jedné magnetické kulicky, ke které je navazana 1 bakterie ESCO a okolo
jsou elektromagnetické civky. V ¢€astech B a C pole indukuje rotaci kulicky, jejiz
frekvence a amplituda se méni s ristem bakterie. Snimek D pochézi z elektronového

mikroskopu.

2.7.3 Senzor povrchovych akustickych vin

Tato metoda vyuziva detekci zmény impedance pusobenim metabolismu
bakterialni suspenze. Zména impedance se projevuje zmeénou frekvence na elektrodach
v roztoku, kde se mé&fi ¢as do zmény frekvence. Metoda je relativné rychld a bezpec¢na
a umoziuje pracii s velmi virulentnimi mikroorganismy. BohuZzel byla metoda vyuzivana
zatim jen s ESCO. S ostatnimi bakteriemi je nutné jeSté provést testovani a validaci
metody. Navic je metoda pomérné hlu¢na. Je nachylnd na udrZeni stalého pH, na stalou

teplotu a adhezi proteint na elektrody [3].

2.8 Optické metody

Optické metody se vyuzivaji pro zjiStovani citlivosti mikroorganismi
k antimikrobnim latkdm jiZ od sedmdesatych let minulého stoleti. Lehce modernizovana
stanoveni citlivosti optickymi metodami se stale uplatiiuji hlavné ve vyzkumu. Roz8iteni
téchto metod do klinické praxe brani zejména drahé a slozité odecitani vysledki.

Zakladem téchto metod je vyuziti svételnych paprskil k interakci s bakterii. Optické
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metody se vyuzivaji nejen k identifikaci bakterii, ale umoziiuji i stanovit i riistové kiivky

a také hodnoty MIC [3].

2.8.1 MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice
s priletovym analyzatorem neboli MALDI-TOF je metodou stanoveni citlivosti a rychlou
metodou identifikace mikroorganismi, ktera se vyuziva od pocatku nového tisicileti
v laboratorni praxi. Metoda dokéaze rozlisit jednotlivé mikrobialni kmeny podle jejich
ribozomalnich proteind a ur€eni poméru hmotnosti a naboje. Laserové pulzy ionizuji pro
analyzu biomolekuly jako ribozomalni proteiny. Urychlenym iontim je meéfen jejich
nasledny cCas letu rovnou trubici k detektoru, pficemz mensi leti rychleji. Ten je poté
preveden na pomér hmotnosti a naboje, jak je znazornéno na obrazku €. 5. Jednotlivé
patogeny jsou nasledn¢ identifikovany pomoci porovnani s databazi specifickych spekter
produkovanych danym analytem. Lze tedy konstatovat, Ze rozdilny ¢as letu k detektoru
zna¢i rozdily v ribozomdlnich proteinech. Vyhodou metody je relativné rychla
identifikace mikroorganismt. Kromé¢ identifikace 1ze MALDI-TOF vyuzit i jako metodu
stanoveni citlivosti mikroorganismi. Napiiklad lze touto metodou detekovat produkty
PCR urcujici bakteridlni rezistenci nebo lze detekovat zmény piitomnosti bakterialnich
proteind, které jsou ve vztahu s bakteridlni citlivosti v pfitomnosti, ¢i nepfitomnosti
antimikrobni latky. Dal§im pfistupem je dokumentace aktivity enzymu rozkladajicich
antimikrobni latky jako [-laktamazy a tim stanoveni rezistence. Piikladem je
u G- bakterii aktivita karbapenemazy. Takova moznost identifikace rezistence je ale
specificky vazana jen na urcité skupiny antimikrobnich latek (hydrolyza B-laktdmt nebo
acetylace fluorochinolonil). MALDI-TOF lze vyuzit pro G+ i G- bakterie i kvasinky,
jelikoz je nezavisly na metabolické aktivité. Vyhodou metody kromé rychlé identifikace
je 1 nizka cena provozovani zatizeni, piestoze pofizovaci cena pfistroje je naopak velkou
nevyhodou této metody. Dalsi nevyhodou je nutnost analyzovat klinické vzorky do
48 hodin, jelikoz poté by jiz spektra byla téZko reprodukovatelna kvili degradaci
ribozomalnich proteinti. Zatimco identifikace patogeni je relativné bezproblémova, tak
odli$nostem v ribozomalnich proteinech. Vyuziti metody ke stanoveni citlivosti také
brani nedostate¢nd standardizace metody, nedostatecné databaze i chybéjici softwarové

nastroje [3] [5] [7] [24] [25].

26



Linear flight tube
Fy I ]" Detector

Drift path
. To
mass spectrometer
i . Focusing
Focusinglens == | == Sy
Electri 3 = Accelerating Laser be
eome ser beam S
field electrodes — Matrix ions
Sample tra . “‘;; Cations
ray Lo
Analyte w; 5§ Analyte/ matrix
V8T8 complex
Sample tray

Obrazek &. 5: MALDI-TOF mechanismus
pievzato z [3]

2.8.2 Opticka pinzeta

Metoda optické pinzety se vyuzivd v mnoha odvétvich vyzkumu, at’ jiz naptiklad
pii vyzkumu pohybu bakterii jako je chemotaxe a rotace bic¢ikd, ¢i pfi zkoumani
zivotaschopnosti bun¢k. Metoda je kvantitativnim stanovenim citlivosti bakterii na
urovni jednotlivé buniky a mé potencial pro biomedicinskou aplikaci [26]. Dalsi vyhodou
je bezpecnost prace, jelikoz se tato metoda obejde bez kultivace kolonii patogent a jedna
se o zachyceni jednotlivé buiiky. Vyhodnoceni je navic v fddu minut podle dan¢ bakterie
a antimikrobni latky. Metoda je natolik citliva, ze odlisi pohyb bakterie pomoci biciki od
Brownova pohybu. Nevyhodou naopak je vyuzitelnost této metody jen pro pohybujici se
bakterie. Prozatim se antimikrobni aktivita zkoumala jen u ESCO. Proto neni metoda
standardizovana. Vzhledem ke své citlivosti by se mohlo jednat o slibnou metodu po

provedeni dal§iho vyzkumu a po nasledné validaci [3].

Principem metody je uvéznéni bunky laserovym paprskem pro vyhodnoceni
ucinku antimikrobni latky. Zredény vzorek se umisti na piezoelektricky transduktor
umoziujici kontrolu pozice bunky v fadu nanometri. Svétlo z buitkou rozptyleného
laserového paprsku, ktery se pifes prvni dichroické zrcadlo dostdva do optického
mikroskopu bo¢nim portem, je dal§Sim dichroickym zrcadlem ptfevedeno na detektor
citlivy k ureni polohy. Zivotaschopnost bunék je pak uréena statistickou analyzou

pozicnich signalt v Case [3] [26].
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2.8.3 Ramanova spektrometrie

Ramanova spektrometrie je dal§i moZznosti identifikace a stanoveni citlivosti
bakterii pomoci zjiSténi metabolickych zmén v jednotlivé bakteridlni bunce za
pfitomnosti antimikrobni latky. Vyhodou je opét kratsi ¢as oproti konvenénim metodam
stanoveni citlivosti. Metoda by se mohla vyuzivat k identifikaci i ke stanoveni citlivosti.

Vétsina studii vSak pracuje s velmi vysokymi koncentracemi antimikrobnich latek, které

se neblizi klinicky vyuzivanym hodnotam [27].

Principem méfeni je detekce vibraci chemickych vazeb. Ziskdme Ramanova
spektra molekul, ktera jsou dana posunem vlnové délky zareni vyzéareného elektronem
pii navratu z excitovaného stavu. Vyhodou je zrychleni stanoveni citlivosti do fadu
nékolika malo hodin. Metoda navic poskytuje kvantitativni vysledky ziskanim hodnoty
MIC [28]. Ramanovou spektrometrii 1ze pozorovat celé ristové kiivky kolonii. Metoda

nam muze poskytnout i informace o mechanismu pasobeni latky na buniku [3].

Vyhodou je moznost neomezen¢ analyzovat jakykoliv typ antimikrobni latky
a mikroba po dobu pfitomnosti proteint a nukleovych kyselin. Ramanova spektrometrie
je navic velmi citliva a umoziuje pozorovat mechanismus U¢inku antimikrobni latky na
mikroba podle excitace stavebnich bloktli proteint a nukleovych kyselin. Nevyhodou je

vysoka cena a také fakt, ze se metoda dosud klinicky nevyuziva ke stanoveni citlivosti [3].

2.8.4 Méreni optické denzity

Méteni optické denzity pomoci spektrofotometru je metoda zkoumana jiz ve
druhé poloviné minulého stoleti, ale s nejvétSim rozkvétem az ve stoleti soucasném.
Meétenim optické denzity je mozné urcit ristové kiivky bakterii v kapalném médiu

v Case [3].

Métenim absorbance pti 600 nm ziskdme relativni mnozstvi bakterii ve vzorku.
Meéteni absorbance v urcitych casovych intervalech v pfitomnosti antimikrobni latky
umozni rozli$it citlivy a rezistentni kmen. Toto méfeni lze pfipadné spojit s méfenim
extracelularniho adenosintrifosfatu (ATP) chemiluminiscencni detekci. Bakterie uvoliuji
extracelularné¢ ATP v ristove fazi a také kdyz dochdzi k bunécné lyze ucinnou
antimikrobni latkou. Naopak opticka denzita béhem lyzi zGstava stejna a roste jen béhem
rustu bakterii. Z toho vyplyva, ze po dosazeni ustaleného stavu ristu bakterii ucinnost

antimikrobni latky signalizuje vzestup poméru ATP k optické denzité [29].
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Vyhodou této metody je rychlost detekce rastu bakterii béhem par hodin. Dalsi
vyhodou je niz§i cena a fakt, Ze metoda je nedestruktivni. Metoda ale pro maly pocet
provedenych zkoumani neni validovana pro celé spektrum bakterii. Pokusy byly délany
pro rizné kmeny ESCO, STAU a né¢kolik dalSich. Nejsou tedy ani k dispozici
standardizované protokoly métfeni optické denzity. K dispozici jsou pouze protokoly pro
bakteridlni suspenze podle CLSI. Nevyhodou je také nutnost kapalného prostiedi. Nelze
tedy zkoumat buiky, které se déli jen zachycené na specifickém povrchu. DalSim
problémem je interference rozpustného substratu s méfenim. Navic metodu nelze vyuzit
pro nizké koncentrace bakterii. Metoda navic neni plné kvantitativni a neposkytuje

hodnoty MIC. Stanoveni ristu pouze piiblizné odhaduje mnozstvi CFU v roztoku [3].

2.8.5 Biomimeticky polymerni senzor
Biosenzory jsou jednou z nejrychlejSich vyuzitelnych metod detekce bakterii jako
STAU. Béhem poslednich deseti let se biosenzory staly jednou z velmi diskutovanych

metod, které vychazi z elektrochemickych ¢i optickych ptenost signalu [30].

V detekci a stanoventi citlivosti bakterii se mize vyuzit biomimeticky polymerni
senzor. Tato metoda vyuzivd membrany, které prodélavaji kolorimetrické a fluorescencni
zmény pii interakci se sekrecnimi latkami bakterii. Principem metody je ukotveni
nanocastic v agarovém rustovém médiu. Ukotvené nanocastice se skladaji z dvojvrstvy
fosfolipidi a dvojvrstvy polydiacetylenu, ktery je zodpovédny za fluorescencni
a kolorimetrické zmény pfi interakci. Behem proliferace bakterii dochézi k sekreci latek,
které¢ difunduji agarem k ukotvenym nanocasticim, kde dochéazi k barevné zméné

vyvolané témito latkami, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 6 [31].

Obrazek €. 6: Princip biomimetického polymerniho senzoru
pievzato z: [31]

Vysvétlivky: Proliferaci bakterii (zobrazena zelen€) dochdzi k barevné zméné

ukotvenych nanocastic z modré na ¢ervenou.
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Agarové médium stini signdly z pozadi nesouvisejici s bakteriemi. Navic také
amplifikuje detekované signaly tim, ze podporuje rist a proliferaci bakterii. Membranu
aktivujici amfifilni piisobky bakterii zpiisobi v nanoc¢asticich a lipozomech barevnou
zménu polydiacetylenu z modré na cervenou. Navic dojde 1 k emisi fluorescencniho

zateni pti 560 a 640 nm. Metoda je vyuzitelné pro detekci G+ i G- bakterii [32].

Zatimco barevny pfechod muze byt odeCten pouhym okem 1 laiky, tak
instrumentalni detekce fluorescence umoznuje zapojeni metody do vysoce citlivych
screeningovych aplikaci a také dovoluje potencialni automatizaci metody. Fluorescence,
ktera ukazuje na barevnou zménu, také urychluje detekci rastu kolonii, jelikoz se objevi
drive, nez je mozno okem pozorovat nartist bakterii. Nevyhodou této metody je, ze neni
standardizovana. Metoda navic neni schopna rozliSit druhy patogenti. Pokud dojde
k vlozeni antimikrobni latky do matrix, tak mizeme simultdnné k bakteridlnimu ristu

detekovat jeste citlivost k dané antimikrobni latce [31].

2.8.6 Kvantifikace bakterialniho rastu pomoci softwarové obrazové

analyzy

Tato metoda studuje rhst bakterii obrazovou detekei ristu v prubehu casu.
Jednotlivé obrazce jsou pak analyzovany specifickym softwarem. Mezi vyhody této
metody patii relativné niz$i cena a jednoducha a bezpe¢na obsluha. Vétsina softwart je
v open-source rezimu. Jedna se navic o rychlou a citlivou metodu, kde diky casné detekci
ristu patogenu miZzeme ziskat velmi rychle hodnoty MIC. Naopak obtizné€ se ziskava
presna hodnota MIC. Pro vysokou ptesnost je zapotiebi velkého mnozstvi snimkii v Case,
jejichz analyza mutze snizit rychlost metody. Testovat je také mozné jen na pevnych
agarovych substratech. Mezi komeréné dostupné programy patii CellProlifer, Colony

Imager, YeastXtract nebo HT Colony Analyser [3].

CellProlifer je open-source program, ktery automaticky na zakladé algoritmt
identifikuje dany objekt, ktery miiZze byt dale méten. Zjistuje se jeho poloha, rozméry,
textura, intenzita barvy, pocet sousedll apod. Program miiZze byt aplikovan na Siroké
spektrum ukold od klasifikace a pocitani kolonii kvasinek az po kvantifikace nadoru

u mysi [33].

Podobny systém Colonyzer je software, ktery automaticky méti velikost, barvu
a polohu mikroorganismil na agaru. Software je opét open-source. Colonyzer je velmi

citlivy 1 u nizkych denzit bunck, kde vyuziva velmi zfedéné kapalné inokulum. Systém
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automaticky kvantifikuje bunécny riist diky analyze velkého mnozstvi snimki potizenych
v Case. Oproti CellProlifer je Colonyzer o trochu pomalejsi systém, ale na rozdil od

CellProlifer byl navrzen pravé pro analyzu rastové kinetiky bakterii [34].

2.8.7 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda schopnd detekovat ¢i separovat i minimalni
mnozstvi mikroorganismi a presné je po inkubaci bakterii s antimikrobni latkou
a fluorescencnim cCinidlem spocitat [35]. Metoda spociva v prachodu suspenze
testovan¢ho patogenu méficim zafizenim, kde po ozareni vzorku laserovym paprskem
dochazi kemisi fluorescencniho zéafeni. Bakterie jsou nejprve inkubovany
s fluorescen¢nimi Cinidly tak, aby pouze zivé builky s neporuSenou membranou mohly
byt detekovany emisi flourescence. Metoda se miize vyuzit ke stanoveni citlivosti bakterii
v pripad€ porovnani rizné citlivych bakteridlnich kment. Naptiklad po dvou hodinach
inkubace kultur STAU citlivého k methicilinu a MRSA s oxacilinem miZzeme pozorovat
zvySeni fluorescence u MRSA oproti druhému vzorku. Tim rozezname a odliSime

rezistentni a citlivy kmen [36].

Vyhodou oproti PCR je moznost dobfe rozlisit Zivé a mrtvé buiky. Mezi
nevyhody patii nejednoznacnost v tvrzeni, zZe zivotaschopnost bunék souvisi s intenzitou
fluorescence. Zalezi totiz také na pouzité antimikrobni latce, metabolismu konkrétni
bakterie a tvorbé bunécnych agregatli. Zalezi také na ucinku antibiotika. Jestli dochazi

k lyze bunky, zméné permeability, ¢i zda je patogen rezistentni a zlstane intaktni [36].

Metoda ma moznost Sirokého uplatnéni ve vyzkumu a klinickém screeningu
v budoucnosti po pfisné validaci metody. Vyhodou je rychlost a Siroky potencidl vyuziti.

Pritokovou cytometrii 1ze zkoumat prokaryotické i eukaryotické bunky [3].

2.9 Interpretace vysledku stanoveni citlivosti

In vitro laboratorni testy antimikrobnich latek na stanoveni citlivosti jsou
dilezitym néstrojem pro zjisténi, zda k 1€¢be potizi zptisobenych danym infekénim agens
budou urcené antimikrobni latky vhodné. Interpretace vysledkd je celoevropsky
sjednocena normami CLSI a EUCAST. Normy EUCAST byly vytvofeny pro potieby
mikrobiologickych laboratofi. Sjednocuji interpretace vysledkii testii citlivosti naptic
Evropou. Normy EUCAST pracuji s kvalitativnim hodnocenim, tedy se tfemi druhy
vysledku interakce bakterii s antibakterialné ucinnou latkou. Bakterialni kmen pak miize

byt rezistentni a predpoklada se selhdni 1écby pro slabou uc¢innost latky. Dale mize byt
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intermediarné rezistentni, kdy je vysledek nejisty. Posledni variantou je citlivy kmen, kdy
nam vySetfeni citlivosti davd vysokou pravdépodobnost uspéchu 1écby danou
antibakterialni latkou [37] [38]. Veskeré metody testovani citlivosti mikroorganismii
k antimikrobnim latkam poskytuji kvalitativni odpovéd’, zda je kmen rezistentni, Ci

citlivy [2].

Do téchto tii kategorii EUCAST jsou izolované kmeny bakterii z klinické praxe
rozdéleny na zakladé breakpointii neboli hrani¢nich hodnot MIC. Breakpointy jsou
stanovovany nejen podle citlivosti bakteridlnich kmend, ale je nutné zaroven zapojit
znalosti farmakokinetiky a farmakodynamiky daného 1éCiva i jeho in vitro parametry
ucinku. Breakpointy v podstaté znamenaji hrani¢ni koncentrace v mg/l a ug/l u dilu¢nich

metod a v mm primérl inhibi¢nich zon u diskové difuzni metody [37] [38].

Pravé interpretace laboratorniho vysledku stanoveni citlivosti pomoci MIC
vyuziva breakpointy at’ jiZ EUCAST, nebo CLSI. Zapojenim znalosti farmakokinetiky,
farmakodynamiky, pravdépodobnosti ucinku lé¢iva v eradikaci bakterii v rGznych
castech lidského téla, vysledkt klinickych zkouSek a mikrobiologickych dat ziskame
spravnou interpretaci vysledku tabelovanou obéma organy [2]. Sjednocené normy
breakpointli, at’ jiz EUCAST, nebo CLSI ndm umoZziuji srovnavat antibiotickou
rezistenci v celé Evropé. Zaroven mohou byt tyto normy vyuzity i k ur€eni in vitro

aktivity nové pfipravenych potencidlné¢ antimikrobnich latek [37] [38].

Né&které metody stanoveni citlivosti bakterialnich kmenii poskytuji 1 kvantitativni
zhodnoceni citlivosti. Je to naptiklad mikrodiluéni bujénovéd metoda, ktera pracuje

s hodnotou MIC [2].

2.10 Antimikrobni potencial kvartérnich amoniovych soli

Latky s biocidnim U¢inkem jsou vyznamnym hra¢em kontrolujicim rozsifovani
patogent v prostiedi jak ve zdravotnictvi, tak v domacnostech ¢i potravinafstvi. Jednou
ze skupin antimikrobnich latek jsou i1 kvarterni amoniové soli (QAS). QAS patii mezi
povrchovée aktivni latky a cili na cytoplazmatickou membréanu bakterii a lipidové obaly
virt, ale nékteré moderni struktury dokaZou zasdhnout 1 neobalené viry. Jejich
antimikrobni potencial je znam vice nez sto let, ale k vyraznéjsimu Sirokému vyuziti doslo
az po 2. svétové valce. S jejich dlouhodobym a masovym uzivanim souvisi i otdzka
rezistence a zaznamenané zvysené tolerance mikroorganismi ke QAS zejména diky

¢innosti efluxnich transportért [39].
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Nadrazenou skupinou pro tyto latky jsou obecné povrchové aktivni latky, které
maji ve své struktute hydrofobni uhlikovy fetézec a polarni funkéni skupinu. Povrchové
aktivni latky Ize rozdélit na zakladni dvé skupiny neionickych a ionickych tenzidi. Podle
naboje polarni funk¢éni skupiny mizeme ionické tenzidy dale délit na anionické, amfifilni

a prave kationické surfaktanty, kam jako typicky ptipad patii QAS [40].

Mezi jejich vyhody patii obecné nizsi toxicita a moznost formulovat je do fady
aplika¢nich forem [39]. Toxicita souvisi s délkou alkylového fetézce. Cim je Fetdzec
delsi, tim je cytotoxicita vétsi. D&je se tak patrné diky vétsi lipofilit€ molekuly a lepSimu

priniku membranou do buiky [41].

QAS jsou uéinné na G+ i G- bakterie, mykobakterie, spory rodu Bacillus,
enteroviry, noroviry, spory Trichophyton a nékteré dalsi houby i nékteré prvoky
(Acanthamoeba) [39]. Vétsina latek je mnohem vice U¢inna na G+ bakterie, jelikoz
dvojitd membrana G- bakterii pfedstavuje pro vétSinu QAS Casto nepiekonatelnou
prekazku. Siroce se vyuzivaji na ¢isténi a dezinfekci povrchii a rukou ve zdravotnictvi,
kde slouzi i jako prevence Sifeni nozokomidlnich infekci. Déle se pouzivaji
v potravinafstvi, pti upravé vody, proti tvorbé bakteridlnich biofilmi, jako soucast
topickych masti a ocnich kapek, proti zubnimu kazu [41]. QAS se vyuZzivaji také jako
zmé&kcovadla a antimikrobni latky. U soli N-alkylpyridinia se vyuZiva jejich interakce
s nikotinovymi receptory. Vyuziti najdou i jako pomocna rozpoustédla v analytické
chemii. Je zndma 1 jejich vlastnost inhibovat enzym acetylcholinesterazu. Popsana je
1 moznost, Ze tyto latky pomadhaji zlepsit absorbci oligonukleotidii pies fosfolipidové

membrany jako prenasece [42].

Kationické surfaktanty, mezi které QAS patii, vytvaii ve vodném prostiedi po
prekroceni kritické micelarni koncentrace specidlni Utvary zvané micely. Tyto latky se
mohou vyuzivat i jako tzv. micelarni katalyzatory urychlujici chemicky rozklad vysoce
toxickych latek pii dekontaminaci pro vojenské ucely, jako naptiklad latek typu

organofosfatli (Sarin, Soman, Tabun, VX, pesticidy apod.) [43].

2.11 Mechanismus uc¢inku

Amoniové soli patii mezi biocidni latky, které zasahuji mnoho bunécnych cilt

vvvvvv

dezinfek¢ni prostredky. QAS plisobi zejména na cytoplazmatickou membranu a vedou

k poruseni fosfolipidové dvojvrstvy [40].
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Mechanismus ucinku QAS lze popsat v nékolika krocich, ale neni jesté zcela
objasnén. V zdkladu vychazi z povahy QAS jako povrchové aktivnich latek. Dochazi
k interakci kladné nabité hlavicky surfaktantu se zaporné nabitou membranou. Nejprve
dochazi kadsorbci na bunéfnou sténu a jeji penetraci. Nasleduje interakce
s cytoplazmatickou membrénou a jeji dezorganizace. Poté dochdzi k uniku materidlu
z vnitrobunécného prostoru a degradaci proteint a nukleovych kyselin. Nakonec dojde

k autolyze bunécné stény uniklymi lytickymi enzymy [39].

Jejich selektivni pasobeni na bakteridlni cytoplazmatickou membranu Ize
pozorovat pii pokusech na protoplastech (bunkich bez bunécéné stény), které jsou
suspendovany v rtiznych rozpoustédlech. Piikladem muze byt sukrdza. Na rozdil od
jinych latek vedoucich klyze protoplastii, jako naptiklad trichlorsalicylanilid,
neposkozuji QAS bakteridlni membranu na specifickych cilech, nybrz ptisobi celkoveé na
membranu a vedou klyze suspendovanych protoplastd v riznych rozpoustédlech.
Protoplasty jsou nevratn€ poSkozeny pusobenim téchto latek na cytoplazmatickou
membranu, po jejiz dezorganizaci dochéazi k 1yze bunky z diivodu osmotického stresu.
Samostatné membrany nepodléhaji oné disagregaci, jelikoz ucineck QAS na

membranovou dezorganizaci neni sim o sob¢ dostate¢né vysoky [40].

Dalsi antimikrobni potencial této skupiny latek je tvofen také zménou
membranového potencidlu pii dezorganizaci cytoplazmatické membrany. Tim dojde
k zasahu do transportnich systémi, metabolismu a do tvorby ATP. Dale jsou tyto
kationické surfaktanty schopné poSkozovat 1 vn&$i membranu G- bakterii.
U cetylpyridium chloridu bylo navic konkrétné pozorovano, ze vede k ibytku K*
u kvasinek Sachoromyces cerevisiae. Protivirovy efekt byl pozorovan zejména proti
obalenym virim, kde dochazi k interakci s lipidovym obalem. U viru lidské hepatitidy
typu B tak dochdzi k morfologickym zménam vedoucim ke ztraté¢ infekcnosti viru.
Cetylpyridium chlorid ve studiich s bakteriofagy vedl k inhibici transdukce. Navic

inaktivoval fagové Castice [40].

V nizkych  koncentracich  (0,5-5 mg/l) pisobi QAS bakteriostaticky,
fungistaticky, sporistaticky. Ve vyssich koncentracich plisobi mikrobicidné na stejné
skupiny mikroorganismi [39]. Jejich sporistaticky efekt je vysvétlovan tim, Ze brani
vyvoji a ristu spor, tedy vyvoji vegetativni bunky ze spory. Nebrani ale vlastnimu

ptfechodu spor zaktivniho metabolického stavu. Neinhibuji tedy vlastni proces
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germinace. Uginek QAS na mykobakteria neni z hlediska mechanismu w&inku piilis
objasnén. Vime ale, Ze na mykobakteria ptsobi tyto latky mykobakteriostaticky, nikoliv

cidné [40].

Studie popisuji interakci mezi zaporn€ nabitou bunécnou membranou a kladné
nabitym dusikem monomeru ucinné latky. Navic se na efektu mize podilet i interakce
s intracelularnimi proteiny a zvySena rozpustnost a dostupnost substratii intracelularné.
Antimikrobni aktivita je zfejmé nejvice podminéna délkou alkylového fetézce, rigiditou

a prostorovym uspoiadanim monomeru pii interakci s buné¢nou membranou [41].

Vsechny kationické surfaktanty interaguji svou polarni kladné¢ nabitou Casti se
zaporn¢ nabitou bunéénou sténou nebo membranou. Tyto membrany jsou stabilizovany
kationty jako Mg?" a Ca?". Kationické surfaktanty pak mohou svym kladnym nébojem
nahradit tyto ionty a vmezefit nepolarni alkylové tetézce do fosfolipidové dvojvrstvy
[44]. Toto poruSeni membrany dale vede k uniku K" a dal$ich cytoplazmatickych
komponent z vnitiniho prostfedi ven a nasledné dojde k bunécné smrti [43]. QAS tim
zpusobi rozpad membrany a poruSeni jeji integrity za tvorby micel. Viz nasledujici

obrazek ¢. 7, ktery zobrazuje d¢je na bunééné membrang [44].

Obrazek €. 7: Mechanismus ucinku kvarternich amoniovych soli
prevzato z: [44] a upraveno

Diky tomu je nakonec kladny naboj hlavnim nositelem baktericidniho efektu
kationickych surfaktantli. Navic zbytek struktury téchto latek moduluje dale tento efekt.
Predpoklada se, Ze substituenty vedouci ke sniZzené elektronové hustoté na kationtu
surfaktantu vyvolaji silnéj$i interakci s polarizovatelnymi regiony zejména ve
fosfolipidovych membranach. Tim padem vedou k siln¢jSimu baktericidnimu efektu [44].

Substituenty na kvarternim dusiku jsou dllezité i1 z hlediska hydrofilné-lipofilni
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rovnovahy, kterd je dilezitou podminkou antimikrobni aktivity QAS. ProdluZzovanim
alkylového fetézce u pyridiniovych soli v rozsahu Ci2—Cis, se zvySuje hydrofobicita
molekuly, kterd pak muaze byt piili§ velka, nez aby mohla umozilovat transport pres

bakterialni bunéénou membranu [43].

Kationické surfaktanty jako QAS mohou mit vyssi afinitu k prokaryotickym
bunkam diky rozdilné stavbé prokaryotickych a eukaryotickych bunck. Ty se odliSuji
naptiklad pfitomnosti peptidoglykanu a bunécéné stény u prokaryontnich a cholesterolu
a nerozvétvenym fosfolipidim u eukaryotnich organismti. Bakterialni cytoplazmaticka
membrana je také vice zaporn€ nabitd. Na rozdil od savcéich bunék je jejich membrana

vice zavisla na elektrostatickych a hydrofobnich interakcich [41].

2.12 Rezistence

Rezistence mikroorganismu k biocidnim latkam je pfirozeny jev, ktery nabyva na
vyznamu v poslednich desetiletich v souvislosti s nadmérnym uzivanim antimikrobnich
latek nejen v terapii. Spektrum moznych cilii biocidnich latek je velmi Siroké od prionti
ptes bakterie az po protozoa. Tim padem maji tyto cile odliSnou stavbu, metabolismus
a fyziologii. Stanoveni citlivost k antimikrobnim latkdm tak musi probihat zvlast’ pro
jednotlivé skupiny mikroorganismi. S tim souvisi i1 rozdil v rezistenci riznych skupin
patogent z diivodu vyse zminénych odlisnosti. Navic je spektrum antimikrobnich latek
velmi Siroké a stejné tak je velké 1 mnozstvi riznych cilovych struktur patogenu. Obecné
nejvyssi rezistence dosahuji priony, spory a mykobakterie. Naopak nejmensi tendenci

k rezistenci mizeme pozorovat u velkych obalenych virti a G- bakterii [40].

Dale se budeme vénovat pro zjednoduSeni pouze bakteridlni rezistenci se

zamé&fenim zejména na skupinu QAS.

2121 Pfima rezistence

Jak jiz je vySe zminéno, samotnd rezistence je jevem piirodné pfirozenym, ale
nadmirou uzivani antimikrobnich latek se stala v soucasnosti velkym problémem.
Problémem mohou byt 1 nizké zbytkové koncentrace antimikrobnich latek u Zivocichi
av prostfedi, které nevedou k inhibici patogend, ale mohou se podilet na vzniku
rezistence. Principem je narist podilu bakterialnich kment, které exprimuji geny vedouci
k rezistenci na danou antimikrobni latku. Toho dosdhneme vystavenim populace
patogenu urcité antimikrobni latce a plisobenim selekéniho tlaku. Tato pfima rezistence

se u infekénich agens ke QAS realizuje nejcastéji pomoci efluxnich pump [45].
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2.12.2 Nepfima rezistence

Krome¢ této piimé rezistence existuje jesté moznost selekce rezistentnich fenotypti
zvana rezistence nepiima. Zde jsou geny vedouci k rezistenci na urCitou antimikrobni
latku exprimovany soucasné s jinym spojenym genem. Nemusi to byt gen kddujici
rezistenci, ktery byl pozitivné selektovan jinou latkou. DalSi moznosti nepfimé rezistence
je zkiizena rezistence. U zkiizené rezistence dochazi k tomu, ze exprese genu rezistence
vyvolana urcitou antimikrobni latkou vede k rezistenci na vice chemicky podobnych
antimikrobnich latek. Naptiklad exprese genu pro efluxni pumpy u nasi skupiny
testovanych latek vede k rezistenci na vice QAS, nejen na konkrétni pouzitou latku.
Vystaveni jedné latce tedy vede k expresi efluxniho genu. Podle téchto teorii ma
v podstaté kazda antimikrobni latka potencidl vyvolat rezistenci na jinou antimikrobni

latku [45].

2123 Vnitfni rezistence

Rezistence bakterii k antibakteridlnim latkdm mutze byt i vnitini a to bud
pfirozena, nebo ziskand pomoci plazmidd, transpozonli ¢i mutaci. Vnitini rezistence na
vySe zminéné latky je typickad zejména pro spory, G- bakterie a mykobakterie. Vnitini
rezistence je zpiisobena vnéj$imi bunénymi obaly, které brani piistupu QAS ke svému
mistu ucinku. Proto maji latky jako benzalkonium chlorid, benzethonium chlorid
a cetrimid vyrazné vys$s$i hodnoty MIC u G- bakterii (Pseudomonas aeruginosa), nez
u G+ (STAU). Dalsi moZnosti vnitini rezistence, 1 kdyZ méné cCastou zejména
v souvislosti s QAS, je tvorba bakteridlnich enzymi, které rozkladaji danou antimikrobni

latku. To je typické napiiklad pro latky z jinych skupin biocidl jako chlorhexidin [40].

U bakterialnich spor je mechanismem rezistence ptitomnost peptidoglykanového
kortexu a vnéjSich oball spor. Rezistence miiZze byt béhem vyvoje spor u urcitych latek
rizné od brzké po pozdni. U QAS pfiispiva k rezistenci ¢astecné jiz kortex. Spory samotné
pfedstavuji velmi odolnou formu bakterii. Kmeny, které jsou normalné ke QAS citlivée,
vyZzaduji ve formé spor vyrazné vyssi koncentrace antimikrobni latky a velmi ¢asto jesté

podpoiené zvySenou teplotou [40].

V ptipadé mykobakterii bude hlavnim faktorem pfirozené rezistence rigidni
bunééna sténa z peptidoglykanti kovalentné¢ spojenych s arabinogalaktanovym
polymerem a dal$imi strukturami lipidového a voskovitého charakteru. Proto vétSina

QAS piisobi i1 ve vysokych koncentracich na mykobakterie pouze mykobakteriostaticky,
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nikoliv mykobaktericidné [40]. Arabinogalaktan by zfejm¢e mohl byt tou slozkou bunééné
stény, kterd brani v penetraci amoniovych slouc¢enin do bun¢k. Usuzuje se tak na zakladé
faktu, ze UuCinnost QAS je potencovana etambutolem, ktery narusuje syntézu

arabinogalaktanu [46].

U G+ bakterii, jako naptiklad STAU, MRSA a Staphylococcus epidermidis
(STEP), vyuzitych v experimentalni ¢asti neni tato rezistence nijak obvykld. Proto
1 hodnoty MIC byvaji u téchto organismii dosahovany niz$i v porovnani se sporami,
mykobakteriemi nebo i G- bakteriemi. Ptes jejich peptidoglykanovou bunécnou sténu
prostupuji QAS pomérné lehce, piestoze se mohou objevit rozdily v citlivosti na
antimikrobni latku v zavislosti na stadiu ristu a dostatku zivin diky urcité plasticité
peptidoglykanové bunécéné stény. U STAU se v pfirodé vyskytuje zajimavy fenomén, kdy
jsou jeho kolonie tvofeny buitkami obalenymi slizovym pouzdrem. Bunky obalené touto
mukozni  vrstvou jsou nasledné =zabijeny mnohem pomaleji nékterymi typy
antimikrobnich latek, mezi néz patii i amoniové soli jako cetrimid. Muko6zni vrstva tedy

slouzi jako fyzikalni bariéra a brani u€inku téchto antimikrobnich latek [40].

G- bakterie vykazuji obecné vyssi rezistenci nez G+ bakterie, a tudiz dosahuji
1 vysSich hodnot MIC. Z nich vykazuje obecné nejvyssi hodnoty kmen Pseudomonas
aeruginosa. Vysoka rezistence je typickd i pro rod Proteus. Jedna se o niz$i citlivost
k biocidiim obecné. Vyskytuje se krom& QAS i u hexachlorofenu, triclosanu a u vyse
zminénych bakterii 1 k chlorhexidinu. Pfi¢inu miZeme hledat ve vnéjSi membrané
G- bakterii, kterd funguje jako bariéra vstupu biocidnich latek véetné QAS. Tim padem
je chranéna vnitini membrana, kterd je cilem plsobeni téchto latek [40]. Tato membrana
G- bakterii, ktera pfedstavuje u€innou bariéru pro QAS, je schematicky zachycena na
obrazku €. 8. QAS a dalsi kladné nabité desinfekcni latky nakonec prechazi pres vnéjsi
membranu tak, ze membranu poskodi a ta se nasledné€ pro né stane priichozi. Diky svému
pozitivnimu ndboji se tyto latky ochotné vazou na zaporné€ nabité struktury bakterialnich
bunéénych stén a vngjSich membran. Po obsazeni svych vazebnych mist dochazi

k poskozeni téchto bunécnych struktur [47].
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Obrazek €. 8: Membrany G- bakterie

prevzato z: Schindler, J. Mikrobiologie: pro studenty zdravotnickych obori. [57]

a upraveno

U vyse zminénych G- bakterii Pseudomonas aeruginosa a rodu Proteus, které se
vyznacuji obzvlasté zvysenou rezistenci k antimikrobnim latkam, je tato rezistence dana
pravé jejich bunécnou sténou a vnéjsi membranou. Tyto organismy maji ve své vnéjsi
membrané specifické lipopolysacharidy, pevnéj$i vazby mezi nimi ¢i rozdilnou aciditu.
Navic jsou pory této membrany znatelné mensi. DalSim spiSe minoritnim pivodcem
vnitini rezistence G- bakterii k antimikrobnim latkam je buné¢na sténa. Ta je ale znatelné
slabsi nez u G+ bakterii a zfejmé nepfedstavuje tak zasadni bariéru, zejména v porovnani
s vnéj$i membranou. Dal§i moZnosti zvySené bakterialni rezistence je tvorba biofilmi a to
jak u G+, tak 1 G- zastupct. V biofilmovém uspotadani se mlze projevovat zvySena
rezistence pritomnych mikroorganismti z mnoha divodl. Jednak miize jit o transfer
plazmidii, dale o snizenou moznost kontaktu vnitfnich bunék s antimikrobni latkou,
rozdilnou produkci degradacnich enzymt apod. Také rozdilny obsah nutrientli v okoli,
rozdilné bunécné prostiedi a jiny vyvoj riistu bakterii v biofilmu hraje v pozménéné

rezistenci svou roli [40].

2124 Ziskana rezistence
Ziskana bakteridlni rezistence muze byt zprostiedkovana riznymi mechanismy.
Miize se jednat o transport genetické informace s pomoci plazmidl a transpozonti. Dalsi

moznosti je zisk rezistence formou mutace [40].
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Riziko selekce rezistentnich bakteridlnich kmen v soucasnosti stoupa se
zvySenym uzivanim antimikrobnich latek obecné¢ a zejména antibiotik v humanni
1 veterinarni medicin€ a v potravinafstvi. Biocidni latky dokazi zabijet mikroorganismy
jen v dostateCnych koncentracich. Nicméné¢ v kontaktu s bakteriemi byvaji ¢asto pouze
subletalni davky biocidnich latek z mnoha riiznych divoda. V takovémto piipadé ale
dochazi k adaptaci ptivodné citlivych bakterii na antimikrobni latku. Pti opakovaném
vystaveni populace antimikrobni latce v niz$i nez letdlni koncentraci mize dojit ke
snizeni citlivosti a k rezistenci téchto bakterii. Bakterie se brani typickymi moznostmi
jako snizenou permeabilitou, zvySenym efluxnim transportem, zvySenou aktivitou

rozkladnych enzymt anebo vySe zminénymi metodami ziskané rezistence [48].

Prave pti opakovaném vystavovani niz§im koncentracim biocidnich latek na bazi
QAS muze postupem casu dochazet ke chromozomovym mutacim a nasledné k adaptaci
k ristu v médiu obsahujicim mnohonéasobné vyssi koncentrace antimikrobnich latek.
Dojde k drobnym zménam ve vnégjSich strukturach bakteridlnich bunék. Pokud budou ale
bunky rist v médiu, které nebude obsahovat subletalni koncentrace QAS, tak dojde opét
ke ztrat¢ této rezistence. Na ptikladu Staphylococcus marcescens se citlivé a rezistentni
buiky vtomto médiu vzijemné odliSuji povrchovymi  charakteristikami
a elektroforetickou pohyblivosti [40]. Adaptaci na QAS je zndm opét rod Pseudomonas.
Mechanismus jeho rezistence je nespecificky 1 na jiné amfoterni surfaktanty, ale
nevyskytuje se zkiizenad rezistence na chlorhexidin. Dochazi ke zméndm ve slozeni
mastnych kyselin a zejména proteinli vn¢j$i membrany. Diky témto zménam ve vnéjSim
obalu G- bakterii dochézi k celkové snizenému prostupu QAS do bunék. U rodu
Pseudomonas je zndmo, Ze rezistenci k témto latkam snizi pfitomnost EDTA, ktera

zejména u téchto G- bakterii vyrazné méni strukturu a prostupnost vnéj§i membrany [40].

Stale je ale sloZité interpretovat tyto teoretické poznatky do klinické praxe. Jesté
stale neni jasné, zda tento efekt rezistence po vystaveni populace subletdlnim
koncentracim antimikrobni latky je signifikantni 1 v klinické praxi. Nékteré studie
ukazuji, Ze naptiklad kmeny rezistentni na antibiotika nemusi byt zaroven rezistentnéjsi

na biocidni dezinfekéni latky nez kmeny na antibiotika citlivé [40].

Druhou moznosti je zisk rezistence pomoci plazmidi. Geny pro rezistenci
k antimikrobnim latkdm se nachazi na plazmidech, tedy na malych cirkularnich

strukturach DNA schopnych samostatné se replikovat a piendSet mezi bakteriemi.
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Plazmidy koduji skupiny genii s riznou funkci jako konjugace a transmise, systém
toxin-antitoxin a pravé mobilni geny antimikrobidlni rezistence. Tyto geny byvaji
hrozbou zejména u G- bakterii, kde casto vedou k produkci karbapenemaz, -laktaméz

nebo také k produkci plazmidy fizenych efluxnich pump [49].

Plazmidy zprostiedkovana rezistence na QAS je nejCastéjsi pomoci efluxnich
transportérti a tim snizené¢ho vstupu latek do buné¢k. Piesto byva u G- bakterii potizi
dokazat, zda dana zvySend rezistence s jistotou souvisi s plazmidy. Naopak u G+,
zejména u rodu Staphylococcus, je prokdzana moznost plazmidového pienosu rezistence
na mnoho biocida vcetné QAS. Rezistence je pak zprostfedkovana zejména efluxnimi
transportéry. Dosud ale neni dikladné s jistotou popsana plazmidy fizend rezistence

u jinych G+ bakterii nez u rodu Staphylococcus [40].

2.13 Struktura

Efekty novych struktur latek na bazi QAS se vétSinou hodnoti v porovnani se
solemi benzalkonia a pyridinia, které se bézn€ pouzivaji jako dezinfekéni latky [50].
Obecny vzorec QAS s antimikrobni aktivitou je N'R'R?R*R*X a je graficky znazornén
na obrazku ¢. 9. X~ je anion nejéast&ji Cl- a Br~. R1* mohou byt libovolné skupiny atomi,
ale alespoii jeden musi byt alkylovy fetézec o délce vétSinou mezi 818 uhliky.
Antimikrobni efekt totiz nemaji latky s fetézcem kratSim nez 4 a delS$im nez 18 uhlikil
s maximem efektu mezi 12 az 16 uhliky. Mezi nej€astéji pouZivané struktury patfi

naptiklad soli cetylpyridinia, benzalkonia, carbethopendecinia a cetrimonia [41].

R! R?

~ 7
NN

R’ R*

h"--———__ ——————

Obrazek ¢. 9: Kvarterni amoniové soli

pievzato z: [39]
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Jejich vlastnosti vyplyvaji ze struktury, kde je onou nezbytnou soucasti kladné
nabity kvarterni atom dusiku. Ten je zodpovédny za rozpustnost ve vodé. Lipofilni
alkylové tetézce rizné délky pak ovliviiuji interakci téchto latek s biologickymi
strukturami, jako jsou receptory nebo membrany. Kvarterni dusik mtize byt podle vyse
zminéného obecného vzorce soucdsti necyklickych systémi jako u cetrimonia
a benzalkonia. Dal§i moznosti je zapojeni atomu dusiku do heterocyklu, jako mohou byt
pyridin, imidazol, chinolin nebo isochinolin. Komer¢né se nejcastéji vyuzivaji smési
obsahujici soli benzalkonia a N-alkylpyridinia [50]. Mezi pfipravky obsahujici QAS
nalezi naptiklad Ajatin (smés benzalkonium chloridd Cs—Cis pouzivanych jako
dezinfekéni roztok). Mezi dalsi dezinfekéni roztoky obsahujici benzalkonium chlorid
patii Dettol. Sanytol je dal$i dezinfekéni roztok, ktery obsahuje tentokrat
didecylmethylamonium chlorid. Octenisept je také dezinfekéni roztok pro kozni pouziti
obsahujici oktenidin dihydrochlorid. Carbethopendecinium bromid je naptiklad u¢innou
slozkou kozni dezinfekce Septonex, ocnich kapek Ophthalmo-Septonex. QAS se dale
vyuzivaji jako dezinfekce ustni dutiny napiiklad Orofar (benzoxonium), Septolete
(benzalkonium chlorid), Neoseptolete (cetylpyridinium). Dal§im komerénim uzitim soli

benzalkonium chloridu jsou také spermicidni krémy jako Pharmtex.

Soli benzalkonia se vyuzivaji jako konzerva¢ni latky u ocnich, nosnich
1 parenterdlnich ptipravki, jako antiseptika pro topické uziti a pro dezinfekci nastroji.
Antimikrobni UCinek zéavisi na délce alkylového fetézce na dusiku. NejvétSiho
antimikrobniho efektu dosahuji homology s délkou fetézce 12 az 16 uhlikovych atomu.
Ci2 vykazuje nejvyssi aktivitu proti kvasinkdm a houbam. Cis je nejucinnéjsi proti
G+ bakteriim a Ci6 homolog proti G- bakteriim, pfi¢emZ komer¢né se vyuZzivaji vétSinou
smési dvou az tii homologl [51]. Obrazek €. 10 znazoriiuje strukturu pravé téchto
komer¢né vyuZzivanych benzalkoniovych soli. QAS vzhledem ke své nizké toxicité patii
mezi Casto pouzivané antimikrobni latky v riznych formach. Kromé soli benzalkonia
a N-alkylpyridinia maji vyznamny antimikrobni efekt i nékteré derivaty chinolinu [42].
Obecné panuje nazor, ze nejvetsi antimikrobni aktivitu maji QAS nesouci na kvarternim
dusiku jako substituent dlouhy alkylovy fetézec. Optimum pro G+ bakterie se
predpoklada se substituentem v alkylovém fetézci C12—Ci4 @ u G- bakterii s latkami Ci4

az Ci [44].
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3 Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti prace byla aplikovana zavedena mikrodiluéni bujénova
metoda, kterou se stanovuje citlivost testovanych bakteridlnich kmenti k nové
syntetizovanym latkdm na bazi QAS s dezinfek¢nim potencidlem. Pies dil¢i odecteni
bakteriostatické koncentrace popsané hodnotou MIC byly dale odecteny i hodnoty MBC
pro testované latky. Kazda z latek byla métena tfikrat. Z osmi testovanych bakterialnich
kmeni patii 3 mezi G+ (STAU, MRSA, STEP). DalSich 5 patii mezi G- bakterie: ESCO,
Yersinia bercovieri (YER), Klebsiella pneumoniae neprodukujici Sirokospektré
B-laktamézy (KLPN ES-), Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy
(KLPN ES+) a multirezistentni Pseudomonas aeruginosa (PSAE MR). Pro porovnani
antibakterialni aktivity byly jako standardy vybrany soli benzalkonium bromidu o délce
alkylového ftetézce, 12, 14 a 16 uhlikl. Prace byla vykonana na pracovisti Katedry
epidemiologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové, Univerzity Obrany

v Brné.

3.1 Vyuzité vybaveni:
3.1.1 Pomlcky:

Vsechny pomtcky v nize uvedeném seznamu byly zakoupeny od firmy VWR

(Sttibrna Skalice, Ceska republika).

1. 12jamkové rezervoary
jednorazové ockovaci klicky
mikropipety

Petriho misky

sterilni mikrotitracni desticky
sterilni Spicky

sterilni zkumavky

® N kv

stojanky na zkumavky

3.1.2 Pfistroje:
1. Denzitometr Den-1B (Biosan Itd, Riga, LotySsko)
laminarni box Heal force (Shanghai Lisben scientific equipment, Sanghaj, Cina)
Inkubéator CelSafe (ESCO, Singapur)
Vortex mixer Stuart (Bibby-scientific/Cole-Parmer, Staffordshire, UK)

Ll
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3.1.3 Chemikalie
1. DMSO pro molekularni biologii >99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA)
2. Mueller—Hintontiv bujon, kultivacni médium (HiMedia, Bombaj, Indie)
3. Mueller-Hintonlv agar, kultivaéni ptida (HiMedia, Bombaj, Indie)

4. voda pro injekce (Braun, Malsungen, Némecko)

3.1.4 ZkouSené kmeny bakterii

Gram pozitivni bakterie (G+)

1. Staphylococcus aureus, C1947, (zkratka STAU)
2. methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, C1923, (zkratka MRSA)
3. Staphylococcus epidermidis, C1936, (zkratka STEP)

Gram negativni bakterie (G-)

1. Escherichia coli, A1235, (zkratka ESCO)

2. Yersinia bercovieri, CNCTC 6230, (zkratka YER)

3. Klebsiella pneumoniae, C1950, (zkratka KLPN ES-)

4. Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy, C1934, (zkratka
KLPN ES+)

5. multirezistentni Pseudomonas aeruginosa, A1245, (zkratka PSAE MR)

3.1.5 Testované latky

Testovano bylo celkem 11 latek typu QAS. Latky byly syntetizovany v Centru
biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Byly potvrzeny jejich
struktury, molekulové hmotnosti a vypocitany hodnoty logaritmu rozdélovaciho
koeficientu (CLogP). S takto dodanymi latkami probéhlo stanovovani citlivosti
mikrodilu¢ni bujénovou metodou. Jednalo se o 3 soli benzalkonium bromidu s alkylovym
fetézem o délce 12, 14 a 16 uhlikovych atomd, které slouZily pro porovnani. Z novych
latek bylo testovano 8 zastupci rozdélenych do tfech skupin podle struktury. Latky 1A,
1B a IC jsou soli N-alkyl-N-methylmorfolinium bromidu. Latky 2A, 2B a 2C jsou soli
1-alkyl-3-benzyl-4-(2-hydroxyethyl)imidazolium bromidu. Zastupci téchto dvou skupin
se li8i jen délkou alkylového fetézce. Latky 3A a 3B jsou soli odvozené od

4-hydroxyiminomethylbenzylaminu s kombinaci jednoho nebo dvou dlouhych

45



alkylovych fetézcii. Struktury latek vcetné jejich vypocitanych CLogP jsou na obrazku

¢. 11.

/
(\N+*C12H25

O\) Br

CLogP: 3.222

Oznaceni: 1A
Chemical Formula: C47H35BrNO
Exact Mass: 349,1980

A
©/\2N;/N+_C12H25

Br
OH
CLogP: 2.442
Oznaceni: 2A
Chemical Formula: Co3H37BrN,O
Exact Mass: 436,2089

Br

NC
K©/\ | "CiaHas
\

N.
OH

CLogP: 2.804

Oznaceni: 3A

Chemical Formula: CooH39BrN,O

Exact Mass: 426,2246

Br

NY
©/\/ Ci2Has

CLogP: 3.181

Oznaceni: BAC-Br 12
Chemical Formula: C,1H3gBrN
Exact Mass: 383,2188

Obrazek €. 11: Testované latky

/
(\N+*C14H29
o o
CLogP: 4.28

Oznaceni: 1B
Chemical Formula: C4gH4oBrNO
Exact Mass: 377,2293

A

Br
OH
ClLogP: 3.5

Oznaceni: 2B
Chemical Formula: Co5H41BrN,O
Exact Mass: 464,2402

Br
,—CsH17

N
‘ CgH17

N.
OH

CLogP: 4.391

Oznaceni: 3B

Br-

N
| CaqH2g

CLogP: 4.239

Oznaceni: BAC-Br 14
Chemical Formula: Cy3H4,BrN
Exact Mass: 411,2501

/
(\N+*C16H33
oS g

CLogP: 5.338

Oznaceni: 1C
Chemical Formula: Cy4H44BrNO
Exact Mass: 405,2606

A

Br
OH
CLogP: 4.558

Oznaceni: 2C
Chemical Formula: C,7H45BrN,O
Exact Mass: 492,2715

Chemical Formula: Co5H45BrN,O
Exact Mass: 468,2715

Br

Vil
| CagHas

CLogP: 5.297

Oznaceni: BAC-Br 16
Chemical Formula: Cy5H46BrN
Exact Mass: 439,2814

Obrazek byl vytvoren v programu ChemDraw proffesional (PerkinElmer Informatics,

Waltham, Massachusetts, USA) verze 17.0.0206 (121)

Vysvétlivky: Na obrazku jsou testované struktury a jejich vypoctené hodnoty logP

vyjadiujici jejich lipofilitu. Dale jsou zde uvedeny dalsi charakteristiky latek jako sumarni

chemicky vzorec (chemical formula) a molekulovd hmotnost (exact mass).
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3.2 Metodika

3.2.1 Priprava zasobni suspenze zkousenych kmenu bakterii

Do laminarniho boxu bylo pfipraveno 8 sterilnich zkumavek popsanych zkratkami
jednotlivych kmenti testovanych bakterii, tedy STAU, MRSA, STEP, ESCO, YER,
KLPN ES-, KLPN ES+, PSAE MR. Ockovaci klickou bylo z jednotlivych bakterialnich
kultur odebrano malé, ale dostatené mnozstvi kolonie. Ve sterilni zkumavce bylo
suspendovano v objemu piiblizné 3 ml, ale maximéalné okolo 5 ml vody pro injekce tak,
aby optickd denzita po promichani na vortexu dosahovala hodnoty 0,5 stupna podle
MacFarlanda. Pfi niz8§i hodnoté by se doplnilo mnozstvi odebrané kolonie, pifi vyssi
hodnoté by se ptidalo vice vody pro injekce tak, aby nebylo ptekroceno celkové mnozstvi
5 ml suspenze. Takto pfipravend zasobni bakteridlni suspenze by se mohla pfi teploté

4 °C v lednici uchovavat po dobu 14 dni.

3.2.2 Priprava roztoku testovanych latek

Ptipravena latka dodand z Centra biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové se rozpustila v dimethylsulfoxidu (DMSO) a byla promichana na
vortexu do uplného rozpusténi. Koncentrace zdsobniho roztoku byla 0,05 mol/l a byla
volena tak, aby prvni testovand koncentrace latky po nafedéni médiem byla 500 pmol/l
a zaroven byl obsah DMSO v testované koncentracni skale maximalné 1%. Koncentracni
fada byla pfipravena nafedénim médiem s 1% DMSO. Objem DMSO v zdkladnim

roztoku byl vypocitan podle rovnice:

m

Vomso = 35 % 100 = X L PMSO
m....... navazka v gramech
Covurrnn 500 pumol/l = 0,0005 mol/l (koncentrace v prvni zkumavce koncentracni fady)
M....... molarni hmotnost

Pokud by se latka nerozpustila v daném objemu DMSO, tak by se nasledné ptidala
dalsi ekvivalentni davka DMSO do tplného rozpusténi. Zarovent by se tim posunula
koncentra¢ni fada pfidanim jednoho ekvivalentniho mnozZstvi DMSO z 500 umol/l na
250 umol/l atd. Latky byly dodany v konkrétnich navazkach. Krom michédni probihala

veskera préce za aseptickych podminek.
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3.2.3 Priprava koncentra¢ni fady roztoku testované latky

Do laminarniho boxu bylo pfipraveno 11 sterilnich zkumavek a ocislovano. Do
prvni zkumavky bylo pipetou pieneseno 20 pl zasobniho roztoku testované latky
a 1,98 ml riistového média. Promichalo se na vortexu do Gplného rozpusténi. V piipade,
ze by nedoslo k rozpusténi, pfidala by se dalsi ekvivalentni davka ristového média.
Pomér 20 pl ku 1,98 ml média byl nutny, nebot’ v mikrotitracni desticce mohl byt roztok
o maximalni koncentraci DMSO 1 %. Toto nafedéni umoznilo 100x koncentrovangjsi
roztok prenést do objemu média za pozadované koncentrace. Do zbylych 10 zkumavek
bylo napipetovano 0,5 ml DMSO. Do druhé zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml
zékladniho roztoku. Obsah zkumavky byl promichan a 0,5 ml bylo pipetou pfeneseno do
zkumavky ¢islo 3. Takto se postupovalo az do jedenécté zkumavky, ¢imz bylo provedeno

dvojkové fedéni koncentracni fady v rozsahu 500 pl az 0,49 pl.

Do pfipraveného 12jamkového rezervodru bylo napipetovdno do jamek 2-11
1,98 ml riistového média. Do jamky cislo 1 byl pfeveden obsah zkumavky ¢&islo 1. Do
jamek 2-11 bylo pfidano pipetou vzdy 20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky
s prislusnym c¢islem. Do jamky cislo 12 bylo pfidano k rastovému médiu 20 ul DMSO.

3.2.4 Priprava mikrotitracni desticky

Do kazdého zosmi fadki mikrotitracni desticky oznacenych zkratkami
testovanych bakteridlnich kmeni (STAU, MRSA, STEP, ESCO, YER, KLPN ES-,
KLPN ES+, PSAE MR) byla pfenesena koncentra¢ni fada testované latky v ristovém
médiu z 12jamkového rezervoaru pomoci 12kanalové pipety. Do kazdé jamky bylo tedy
v laminarnim boxu pfeneseno 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 500 az 0,49 ul
v sestupné koncentraci od jamek ve sloupci 1 po sloupec 11. Posledni jamka cislo 12,
obsahujici pouze DMSO, byla vyuZita jako kontrola. Poté bylo do kazdé jamky pipetou
pfidano 10 pl ptfipravené bakteridlni suspenze z oznacenych sterilnich zkumavek. Kazdy
radek mikrotitraéni desticky byl pro jeden kmen. Ptikrytd mikrotitracni destiCka se pak
nechala kultivovat 24 h v termostatu pii teploté 35 °C. Pro lepsi predstavu je schéma
mikrotitracni desticky s koncentracemi antimikrobni latky v jednotlivych jamkéach

zobrazeno v tabulce ¢. 1.
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Tabulka €. 1: Ukézka mikrotitracni desti¢ky
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Vysvétlivky: Ciselné hodnoty vyjadiuji koncentraci antimikrobni latky v pmol/l v jamce
mikrotitracni desticky. Jamky oznacené pismenem K (dvanacty sloupec) oznacuji
kontrolni jamky obsahujici kultivaéni médium s obsahem 1% dimethylsulfoxidu
(DMSO). V kazdém tadku mikrotitraéni desticky je testovan jeden z nasledujicich
bakteridlnich kment:  Staphylococcus aureus (STAU), methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (STEP), Escherichia coli
(ESCO), Yersinia bercovieri (YER), Klebsiella pneumoniae neprodukujici Sirokospektré
B-laktamazy (KLPN ES-), Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy
(KLPN ES+) a multirezistentni Pseudomonas aeruginosa (PSAE MR).

3.2.5 Odecteni MIC

Hodnota MIC byla odectena po 24 a 48 hodinach inkubace v termostatu. MIC byla
odectena jako hodnota vjamce snejniz$i koncentraci latky, ve které jiz nedoSlo
k viditelnému rlstu bakterii. Rlst bakterii by se projevil zdkalem ¢i usazeninou v jamce.
Odecet probihal vizualng. Prvni ¢ira jamka, kterd nebyla zakalena, byla povazovana za
hodnotu MIC. V tomto stanoveni MIC, vzhledem k nedokonalosti lidského zraku
v odliSeni Cirosti a zakalu, bylo ale operovano s hodnotou inhibi¢ni koncentrace riistu

95 % bakterii (ICos). Ve vysledku bylo pak ICos brano jako vizualn¢ odectend MIC.
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3.2.6 Odecteni MBC

Hodnota MBC byla odectena z nové desticky. Po 24hodinové inkubaci ptivodni
desticky bylo do nové desticky napipetovano do kazdé jamky 200 pl média a do kazdé
jamky nové desticky bylo ptfeneseno 10 pl obsahu z pfislusné jamky ptivodni desticky
pro odecteni MIC. Desticka byla poté inkubovana 24 hodin za stejnych podminek jako
pro stanoveni MIC. Po inkubaci nasledoval odecet. Prvni jamka bez nartistu bakterii

znamenala hodnotu MBC.

Pro kontrolu byl navic inokulovan na agar obsah té jamky, kterd by méla znacit
hodnotu MBC dle ptedchoziho odectu, a nasledujici jamky obsahujici dvojnasobnou
koncentraci testované latky. Agar byl dalSich 24 hodin inkubovan v termostatu. Prvni
koncentrace bez narlstu bakterialni kolonie odpovidala MBC, ktera byla touto kontrolou

po 24 hodinach potvrzena.
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3.3 Vysledky

Celkem bylo testovano 11 latek pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody pro
stanoveni hodnot MBC. Z téchto 11 latek byly testovany 3 standardni benzalkoniové
dezinfekéni latky pro porovnani G¢innosti. Ostatni latky byly syntetizovany v Centru

biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové v laboratoti Dr. Marka.

3.3.1 Vysledné tabulky jednotlivych skupin latek

U latek byly odecitany hodnoty MIC po 24 a 48 hodinach inkubace a byla
odectena hodnota MBC. Hodnoty MIC a MBC byly ur¢ovany u kazdé latky pro inhibici
ruznych bakteridlnich kmeni. U nasledujicich skupin latek byly zjistény tyto hodnoty

zaokrouhlené na dvé desetinna mista:
QAS odvozené od methylmorfolinu (1A-C)

Testované soli N-alkyl-N-methylmorfolinium bromidu pod oznac¢enim 1A az 1C
maji v tabulce €. 2 uvedeny své vybrané charakteristiky pro identifikaci a hledani vztahii
mezi strukturou a G€inkem. V tabulce €. 3 jsou zaznamenany vlastni naméfené hodnoty

MIC a MBC testovanych latek.

Tabulka ¢&. 2: Charakterizace latek 1A—-C

Kod Sumarni vzorec N-alkyl Molérni hmotnost g/mol CLogP

1A Ci17H36BrNO dodecyl 349,20 3,22
1B C19H40BrNO tetradecyl 377,23 4,28
1C C21H44BrNO hexadecyl 405,26 5,34

Vysvétlivky: CLogP oznacuje vypoctenou hodnotu logaritmu rozdélovaciho koeficientu

dané latky.
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Tabulka €. 3: Hodnoty MIC a MBC pro testované latky 1A,

bakterialnich kmenu

1B, 1C u jednotlivych

Kmen Kod MIC (ICos umol*1-") MBC (umol*1-")
24h 48h
Staphylococcus 1A 3,91 3,91 15,63
1B 1,95 1,95 3,91
aureus
1C 0,98 0,98 1,95
methicilin-rezistentni 1A 15,63 15,63 62,5
Staphylococcus 1B 3,91 3,91 15,63
aureus 1C 391 391 7,81
Staphylococcus 1A 31,25 62,5 500
. . 1B 1,95 3,91 31,25
epidermidis
1C 0,98 0,98 3,91
1A 1,95 1,95 1,95
Escherichia coli 1B 1,95 1,95 1,95
1C 15,63 15,63 31,25
1A 1,95 31,25 62,5
Yersinia bercovieri 1B 15,63 31,25 31,25
1C 3,91 3,91 3,91
Klebsiella 1A >500 >500 >500
pneumoniae 1B 125 125 125
ESBL negativni 1C 31,25 31,25 125
Klebsiella 1A 250 250 250
pneumoniae 1B 15,63 15,63 15,63
ESBL pozitivni 1C 31,25 125 125
multirezistentni 1A >500 >500 >500
Pseudomonas 1B >500 >500 >500
aeruginosa 1C >500 >500 >500

Vysvétlivky: Tabulka uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace

MIC vyjadiené hodnotou inhibice ristu 95% bakterii ICos a minimalni baktericidni

koncentrace MBC v pmol/l u vyuzitych laboratornich kmenti. Znaménko > znaci, ze

v daném rozsahu koncentraci nema latka na bakterie inhibi¢ni uéinek. Klebsiella

pneumoniae produkujici Sirokospektré [-laktamazy (ESBL pozitivni), Klebsiella

pneumoniae neprodukujici Sirokospektré B-laktaméazy (ESBL negativni).
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QAS odvozené od substituovaného benzylimidazolu (2A-C)

Testované soli 1-alkyl-3-benzyl-4-(2-hydroxyethyl)imidazolium bromidu pod

oznacenim 2A az 2C maji v tabulce ¢. 4 uvedeny své vybrané charakteristiky pro

identifikaci a hledani vztaht mezi strukturou a t¢inkem. V tabulce €. 5 jsou zaznamenany

vlastni namétené hodnoty MIC a MBC testovanych latek.

Tabulka ¢&. 4: Charakterizace latek 2A-C

Kod Sumarni vzorec N-alkyl Molarni hmotnost g/mol CLogP

2A C23H37BrN2O dodecyl 436,21 2,44
2B C25H41BrN>O tetradecyl 464,24 3,50
2C C27H4sBrN>O hexadecyl 492,27 4,56

Vysvétlivky: CLogP oznacuje vypoctenou hodnotu logaritmu rozdélovaciho koeficientu

dané latky.
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Tabulka €. 5: Hodnoty MIC a MBC pro testované latky 2A, 2B, 2C u jednotlivych

bakterialnich kmenu

Kmen Kod MIC (ICos umol*1-") MBC (umol*1-")
24h 48h
Staphylococcus 24 3,91 3,91 15,63
2B 7,81 7,81 31,25
aureus
2C 3,91 3,91 3,91
methicilin-rezistentni | 2A 7,81 7,81 7,81
Staphylococcus 2B 7,81 7,81 62,5
aureus 2C 391 391 391
Staphylococcus 2A 3,91 7,81 15,63
. . 2B 1,95 7,81 7,81
epidermidis
2C 0,98 3,91 3,91
2A 31,25 31,25 31,25
Escherichia coli 2B 125 125 125
2C 125 125 125
2A 31,25 31,25 31,25
Yersinia bercovieri |7 31,25 31,25 31,25
2C 1,95 7,81 15,63
Klebsiella 2A 62,5 125 125
pneumoniae 2B 125 125 125
ESBL negativni 2C >500 >500 >500
Klebsiella 2A 125 500 500
pneumoniae 2B 250 250 250
ESBL pozitivni 2C 125 125 125
multirezistentni 2A >500 >500 >500
Pseudomonas 2B >500 >500 >500
aeruginosa 2C >500 >500 >500

Vysvétlivky: Tabulka uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
MIC vyjadiené hodnotou inhibice ristu 95% bakterii ICos a minimalni baktericidni
koncentrace MBC v umol/l u vyuzitych laboratornich kment. Znaménko > znadi, ze
v daném rozsahu koncentraci nema latka na bakterie inhibi¢ni ucinek. Klebsiella
pneumoniae produkujici Sirokospektré [-laktamazy (ESBL pozitivni), Klebsiella

pneumoniae neprodukujici Sirokospektré B-laktaméazy (ESBL negativni).
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QAS odvozené od 4-hydroxyiminomethylbenzylaminu (3A-B)

Testované soli 4-hydroxyiminomethylbenzylaminu pod oznac¢enim 3A a 3B maji
v tabulce €. 6 uvedeny své vybrané charakteristiky pro identifikaci a hledani vztahti mezi
strukturou a u¢inkem. V tabulce €. 7 jsou zaznamenany vlastni namétené hodnoty MIC

a MBC testovanych latek.

Tabulka &. 6: Charakterizace latek 3A-B

Kod | Sumarni vzorec N-alkyl Molérni hmotnost g/mol | CLogP
3A C22H3oBrN>O|  2x methyl, 1x dodecyl 426,26 2,80
3B C25H4sBrN2O Ix methyl, 2x octyl 468,27 4,39

Vysvétlivky: CLogP oznacuje vypoctenou hodnotu logaritmu rozdélovaciho koeficientu

dané latky.
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Tabulka ¢. 7: Hodnoty MIC a MBC pro testované latky 3A, 3B u jednotlivych

bakterialnich kmenu

Kmen Kéd | MIC (ICos pmol*1-") MBC (umol*1-")
24h 48h

3A 3,91 3,91 3,91
Staphylococcus aureus

3B 1,95 1,95 1,95
methicilin-rezistentni 3A 7,81 15,63 15,63
Staphylococcus aureus 3B 7,81 15,63 15,63
Staphylococcus 3A 15,63 15,63 31,25
epidermidis 3B 3,91 7,81 7,81
Escherichia coli 3A 62,5 62,5 62,5

3B 62,5 62,5 62,5

.. o 3A 31,25 62,5 62,5

Yersinia bercovieri

3B 15,63 31,25 62,5
Klebsiella pneumoniae 3A 62,5 62,5 125
ESBL negativni 3B 62,5 62,5 62,5
Klebsiella pneumoniae 3A 125 125 250
ESBL pozitivni 3B 125 125 250
multirezistentni 3A 500 500 500
Pseudomonas aeruginosa 3B 500 500 500

Vysvétlivky: Tabulka uvadi vizualné odectené hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
MIC vyjadiené hodnotou inhibice ristu 95% bakterii ICos a minimalni baktericidni
koncentrace MBC v umol/l u vyuzitych laboratornich kment. Klebsiella pneumoniae
produkujici Sirokospektré B-laktamézy (ESBL pozitivni), Klebsiella pneumoniae
neprodukujici Sirokospektré B-laktamazy (ESBL negativni).
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Referenéni QAS — Benzalkonium bromidy (BAC-Br 12-16)

Referencni latky benzalkonium bromidy pod oznacenim BAC-Br 12-16 maji

v tabulce ¢. 8 uvedeny své vybrané charakteristiky pro identifikaci a hledani vztahti mezi

strukturou a ucinkem. V tabulce €. 9 jsou zaznamenany vlastni namétené hodnoty MIC

a MBC testovanych referen¢nich latek.

Tabulka &. 8: Charakterizace latek BAC-Br 12-16

Kod Sumarni vzorec N-alkyl molarni hmotnost g/mol | CLogP
BAC-Br 12 C21H3sBrN dodecyl 383,22 3,18
BAC-Br 14 C23H4BrN | tetradecyl 411,25 4,24
BAC-Br 16 C2sH46BrN | hexadecyl 439,28 5,30

Vysvétlivky: CLogP oznacuje vypoctenou hodnotu logaritmu rozdélovaciho koeficientu

dané latky.
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Tabulka ¢. 9: Hodnoty MIC a MBC pro testované latky BAC-Br 12, 14, 16 u

jednotlivych bakterialnich kmena

Kmen Kod MIC (ICos umol*1-") | MBC (umol*1-")
24h 48h
Staphylococcus BAC-Br 12 1,95 1,95 7,81
BAC-Br 14 0,98 0,98 1,95
aureus
BAC-Br 16 0,49 0,49 3,91
methicilin-rezistentni BAC-Br 12 15,63 15,63 31,25
Staphylococcus BAC-Br 14 3,91 3,91 3,91
aureus BAC-Br 16 3,91 7,81 15,63
BAC-Br 12 15,63 15,63 31,25
Staphylococcus
. . BAC-Br 14 0,98 1,95 3,91
epidermidis
BAC-Br 16 1,95 1,95 3,91
BAC-Br 12 15,63 15,63 15,63
Escherichia coli BAC-Br 14 15,63 15,63 15,63
BAC-Br 16 62,5 62,5 62,5
BAC-Br 12 7,81 15,63 15,63
Yersinia bercovieri BAC-Br 14 7,81 7,81 31,25
BAC-Br 16 15,63 15,63 31,25
Klebsiella BAC-Br 12 7,81 7,81 7,81
pneumoniae BAC-Br 14 15,63 15,63 15,63
ESBL negativni BAC-Br 16 62,5 62,5 62,5
Klebsiella BAC-Br 12 15,63 15,63 15,63
pneumoniae BAC-Br 14 15,63 15,63 15,63
ESBL pozitivni BAC-Br 16 62,5 62,5 62,5
multirezistentni BAC-Br 12 31,25 500 500
Pseudomonas BAC-Br 14 125 125 250
aeruginosa BAC-Br 16 125 125 125

Vysvétlivky: Tabulka uvadi vizualné odectené hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
MIC vyjadiené hodnotou inhibice ristu 95% bakterii ICos a minimalni baktericidni
koncentrace MBC v umol/l u vyuzitych laboratornich kment. Klebsiella pneumoniae
produkujici Sirokospektré [-laktamazy (ESBL pozitivni), Klebsiella pneumoniae
neprodukujici Sirokospektré B-laktamazy (ESBL negativni).
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3.3.2 Vysledné grafy MBC testovanych latek pro jednotlivé bakterie

V nasledujicich grafech ¢islo 1-8 mitizeme ndzorné porovnat, které latky jsou
potencialné nejucinnéjsi na dany testovany patogen. Zaroven tim zjistime, které patogeny
jsou rezistentni na dané spektrum testovanych antimikrobnich latek. Také zde mizeme
pozorovat vztahy mezi strukturou antimikrobnich latek a jejich baktericidnim ucinkem.

Sloupce, které oznacuji dale v textu diskutované hodnoty, jsou oznaceny Cerveng.

Graf ¢. 1 STAU, hodnoty MBC

STAU, hodnoty MBC
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Vysvétlivky: Graf uvadi vizualné odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v pmol/l u testovaného kmene Staphylococcus aureus (STAU). Cervend vyznaéené
hodnoty dokladaji vztah mezi strukturou a Gc¢inkem a zarovenl se jedna o nejucinnéjsi

latky na dany kmen.

Latky skupiny 2 maji slabsi ucinek, latky skupin 1 a 3 jsou na Grovni standardt
benzalkonii. U¢innost stoupa od C1>—Ci a také se zaménou jednoho dlouhého alkylu za
dva kratsi fetézce u 3B. U standardt benzalkonia je optimum délky alkylového fetézce

Cia.
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Graf €. 2: MRSA, hodnoty MBC

MRSA, hodnoty MBC
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Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace

MBC v pmol/l u testovaného kmene methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

(MRSA). Cervené vyznatené hodnoty dokladaji vztah mezi strukturou a uéinkem

a zaroven ukazuji latky s nejvy$si u€innosti. Piipadné ukazuji latky, které se vymykaji

svym ucinkem.

U latek skupin 1 a 2 se zd4, Ze ucinnost stoupd v fadé Ci2—Ci¢ alkylu, piicemz

skupina 2 je G€innéjsi, s vyjimkou 2B se substituentem Ci4. U latek 3A a 3B se zda, Ze

jeden dlouhy nebo dva kratsi alkyloveé fetézce nehraji roli. Tyto latky jsou srovnatelné ¢i

slabé ucinn&jSi nez benzalkoniové soli s ekvivalentnim poctem uhlik v alkylovych

fetézcich. U standardu benzalkoniovych soli se zdd nejvyhodnéjsi substituent Ci4

srovnatelny s latkou 2C se substituentem Cis.
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Graf €. 3: STEP, hodnoty MBC
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Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v pmol/l u testovaného kmene Staphylococcus epidermidis (STEP). Cervené
vyznacené hodnoty dokladaji vztah mezi strukturou a ti¢inkem a zaroven ukazuji latky
s nejvetsi ucinnosti. Piipadné tyto hodnoty ukazuji na latky, které se svou ucinnosti

vymykaji.

Vztah struktura a ucinek zde jasné ukazuje na souvislost s délkou alkylového
fetézce na kvarternim dusiku. Uginnost stoupa v fadé C12—Cis. Latky s Ci6 alkylem jsou
u vSech testovanych strukturnich zékladl srovnatelné se standardy benzalkonia. Také
2 krat$i alkylové substituenty misto jednoho dlouhého u skupiny 3 zvySuji Gc¢innost.

Zajimava je Ci» substituovana 1A, jejiz G¢innost je velmi nizkd, oproti vSem latkdm

testovanym na G+ bakterie. Jeji u€inek bude spiSe bakteriostaticky nez baktericidni.
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Graf €. 4: ESCO, hodnoty MBC

ESCO, hodnoty MBC
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Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v umol/l u testovaného kmene Escherichia coli (ESCO). Cervené vyznalené
hodnoty dokladaji vztah mezi strukturou a u¢inkem a zaroven ukazuji latky s nejvyssi
ucinnosti.

Zde je vztah délky alkylového fetézce k G¢innosti vyjadren tak, ze ucinnost roste
se zkracujicim se alkylovym fetézcem. Uinnosti Ci12 a Cia homologil jsou stejné
s vyjimkou skupiny 2, kde je Cis na urovni C;s homologu. Oproti benzalkoniovym
standardiim se jevi skupina 1 jako U¢inngj$i, naopak skupina 3 se ukazuje jako ménég

uéinna.
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Graf €. 5: YER, hodnoty MBC

YER, hodnoty MBC
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Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v pmol/l u testovaného kmene Yersinia bercovieri (YER). Cervené vyznadené
hodnoty dokladaji vztah mezi strukturou a t¢inkem a zaroven ukazuji latky s nejvyssi

uéinnosti na tento kmen.

Zde plati, Ze uc¢inek stoupa s ristem délky alkylu u skupin 1 a 2, které vykazuji
obdobnou ucinnost jako benzalkoniové soli. Naopak struktura skupiny 3 se ukazuje jako
méné ucinnd. Latka 1C se takto ukazuje jako vyrazné nejucinnéj$i i ve srovnani
s benzalkoniovymi solemi. Zajimavosti je fakt, Ze u benzalkonii naopak uc€innost

s prodlouZenim fetézce klesa.
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Graf €. 6: KLPN ES-, hodnoty MBC

KLPN ES-, hodnoty MBC

>500 >500

500
)
¥ 400
©
£
=
o 300
[aa]
=
£ 200
-é 125 125 125 125 125
=]
I

100 62,5 62,5

I 7,81 15,63 I
0 — |
1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B BAC-Br BAC-Br BAC-Br

12 14 16

Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v umol/l u testovaného kmene Klebsiella pneumoniae neprodukujici Sirokospektré
B-laktamazy (KLPN ES-). Znaménko > znaci, ze v daném rozsahu koncentraci nema
latka na patogen baktericidni u¢inek. Cervené vyzna¢ené hodnoty ukazuji na latky, které
se svou ucinnosti vymykaji ostatnim, ptipadné ukazuji nejucinnéjsi latku na dany kmen.

Ve

U tohoto kmene plati opét klesajici ucinnost benzalkoniovych soli s rostouci
délkou fetézce. Benzalkoniové soli jsou také vyrazné nejucinnéjsi. Ostatni latky vykazuji
obdobnou uc¢innost bez zjevné zavislosti na substituci. Latky 1A a 2C nevykazuji

v daném spektru koncentraci baktericidni u¢innost.
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Graf &. 7: KLPN ES+, hodnoty MBC
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Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizualn€ odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v pumol/l u testovaného kmene Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré

B-laktamazy (KLPN ES+). Cervené vyznatené hodnoty ukazuji na nejacinngjsi latky na

dany kmen.

Proti tomuto kmenu se jevi jako nejucinnéjsi soli benzalkonia s krat§im alkylovym
fetézcem. Latky skupiny 2 sice vykazuji tendenci rustu U¢inku opacné, tedy
s prodluzovanim fetézce, jejich Gc¢innost je ale mnohem niZsi, stejné jako u skupiny 3.
Latky skupiny 1 vykazuji také malou G¢innost (kromé Ci4 homologu), ktery je na tirovni

BAC-Br 12, BAC-Br 14.

65



Graf €. 8: PSAE MR, hodnoty MBC
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Testované latky

Vysvétlivky: Graf uvadi vizudlné odectené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace
MBC v umol/l u testovaného kmene multirezistentni Pseudomonas aeruginosa (PSAE
MR). Znaménko > znaci, ze v daném rozsahu koncentraci nema latka na patogen
baktericidni ti¢inek. Cervené vyznacené hodnoty ukazuji latky s nejvyssi uéinnosti na

dany kmen a dokladaji vztah mezi strukturou a ¢inkem.

Na tento kmen maji latky skupin 1 a 2 vdaném rozsahu koncentraci pouze
bakteriostaticky tc¢inek. Kratsi alkyl u benzalkoniovych soli a struktura skupiny 3 vedou
také ke slabSimu spiSe statickému ucéinku. U benzalkoniovych soli lze pozorovat rust

ucinku s rustem N-alkylového fetézce.

3.3.3 Shrnujici tabulka a grafy

V nésledujicim grafu ¢.9 mlzeme porovnat rozdily v ucinnosti jednotlivych
testovanych latek proti vSem vyuzitym bakteridlnim kmenim. Je zde zobrazena tedy
ucinnost na celé spektrum testovanych mikroorganismi u v§ech latek. Néasledujici tabulka
&. 10 slouzi jako legenda grafu & 9. Cervend oznatené hodnoty budou dale v praci
diskutovany. V grafu €. 10 vidime graficky znazornénou zavislost dosazenych hodnot
MBC testovanych latek o rizném CLogP pro kazdy bakterialni kmen zvlast. Tato
zévislost bude dale diskutovéana jako jeden z faktorti, ktery miize byt spolu se strukturou

zodpoveédny za dosazeny ucinek testovanych latek.
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Graf €. 9: Hodnoty MBC testovanych latek
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Hodnoty MBC testovanych latek

BAC-Br BAC-Br BAC-Br
12 14 16
Testované latky

N STAU ® MRSA STEP ESCO MWYER MKLPNES- MKLPN ES+ MPSAE MR

10: Hodnoty MBC vsech testovanych latek

1A 15,63 62,5 500 1,95 62,5 >500 250 >500
1B 391 15,63 31,25 1,95 31,25 125 15,63 >500
1C 1,95 7,81 391 31,25 3,91 125 125 >500
2A 15,63 7,81 15,63 | 31,25 31,25 125 500 >500
2B 31,25 62,5 7,81 1251 31,25 125 250 >500
2C 3,91 3,91 3,91 125 15,63 >500 125 >500
3A 391 15,63 31,25 62,5 62,5 125 250 500
3B 1,95 15,63 7,81 62,5 62,5 62,5 250 500
BAC-Br 12 7,81 31,25 31,25 15,63| 15,63 7,81 15,63 500
BAC-Br 14 1,95 3,91 391 15,63 31,25 15,63| 15,63 250
BAC-Br 16 391 15,63 3,91 62,5 31,25 62,5 62,5 125

Vysvétlivky: Tabulka uvadi vizualné odectené hodnoty minimdlni baktericidni
koncentrace MBC v umol/l u vSech testovanych latek 1A aZ BAC-Br 16 u laboratornich
kmeni: Staphylococcus aureus (STAU), methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA), Staphylococcus epidermidis (STEP), Escherichia coli (ESCO), Yersinia

bercovieri

(YER), Klebsiella pneumoniae neprodukujici Sirokospektré [-laktamazy

(KLPN ES-), Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktaméazy (KLPN
ES+) a multirezistentni Pseudomonas aeruginosa (PSAE MR). Znaménko > znaci, ze
v daném rozsahu koncentraci nema latka na bakterie inhibi¢ni u¢inek. Cervené vyznacené
hodnoty pfedstavuji vyznamné hodnoty komentované jiz vySe a také nasledné v diskuzi.

67



Graf €. 10: Zavislost MBC na CLogP

Zavislost MBC na CLogP
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Vysvétlivky: Graf zndzorfiuje ptimky prolozené body, které znamenaji dosaZzené hodnoty
minimalni baktericidni koncentrace (MBC) jednotlivych latek o dané vypocitané hodnoté
logaritmu rozdélovaciho koeficientu (CLogP), pro kazdy bakterialni kmen zvlast’. Jsou
to: Staphylococcus aureus (STAU), methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA), Staphylococcus epidermidis (STEP), Escherichia coli (ESCO), Yersinia
bercovieri (YER), Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré [-laktamazy
(KLPN ES+).

V grafu nejsou zndzornény kmeny KLPN ES- a PSAE MR, u kterych z naSich
hodnot MBC (graf €. 6 a graf ¢. 8) nevyplyva Zadna zavislost mezi lipofilitou a MBC.
V grafu také nejsou zahrnuty standardy BAC-Br 12, 14, 16. V grafu mizeme pozorovat
rust MBC s klesajici lipofilitou u vétSiny testovanych kmend (kromé¢ KLPN ES-,
PSAE MR a ESCO). Pfimka pro STEP miZe byt zkreslena hodnotou MBC latky 1A,
ktera se svou hodnotou zcela vymyka dosaZzenym hodnotdm MBC u G+ bakterii, viz

tabulka ¢. 10.
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4 Diskuze

Ma diplomova prace si klade za cil otestovat nové potencidlni antimikrobni latky
na bazi QAS. Pomoci bujonové mikrodilu¢ni metody byly stanoveny hodnoty MIC
a MBC ke zhodnoceni citlivosti vybranych kmenti nozokomialnich rezistentnich bakterii
k testovanym latkdm. Tato jednoduché a ¢asové nenaro¢nd metoda se diky tomu vyuziva
jako primarni hodnoceni potencidlnich u¢innych antimikrobnich latek a jako zékladni
screeningova metoda. Pro toto screeningové zhodnoceni dostaCuje vizudlni odecet
vyslednych hodnot inhibice rtistu bakteridlnich kultur v jamkach mikrotitracni desticky
vyjadienych hodnotami MIC a MBC potvrzenych nariistem na agar. Presnéjsi vysledné
hodnoty koncentraci by poskytlo spektrofotometrické stanoveni, které by ale metodu
ucinilo drazsi a zdlouhavéjsi a zbavilo by ji to dal$i vyhody v podobég absence naro¢ného
ptistrojového vybaveni. Dalsi vyhodou této metody je moznost otestovat citlivost vice
bakteridlnich kment najednou (v tomto piipadé osmi) k jedné testované latce v SirSim
rozsahu koncentraci. Podle toho, jak na dané bakteridlni kmeny u¢inkovaly jednotlivé
latky, mizeme kmeny vyhodnotit jako citlivé k antimikrobni latce, nebo pfi jeji
neucinnosti jako rezistentni. Metoda ma sice nevyhodu, Ze neposkytuje vysvétleni
mechanismu pisobeni antimikrobnich latek. To ale v tomto screeningovém testovani
nevadi. Celkem bylo testovano 8 novych antimikrobnich latek na bazi QAS rozdélenych
do tif strukturnich skupin. Zarovei byly testovany i standardy v podob¢ benzalkoniovych

soli.

Ve vysledcich v hodnotach MIC 24 a MIC 48 si lze vSimnout, Ze n&které
bakteridlni kmeny, zejména STEP a YER, vykazuji pozvolny néarGst v médiu a tim
rozdilné hodnoty MIC po 24 a 48 hodinach. Na rozdil od ostatnich kment, které rostou
rychleji jejich a hodnoty MIC po 24 a 48 hodinach se témét nelisi.

4.1 Zavislost struktury a ucinku u jednotlivych testovanych kmena
Pii stanovovani Ucinnosti jednotlivych latek k jednotlivym testovanym
bakteridlnim kmentim dochdzime k zavériim, ze na G+ bakterie pisobi testované latky
obecné 1épe nez na G- bakterie. To se na zakladé¢ literatury dopfedu piedpokladalo, viz
[40] [52] [53]. U benzalkoniovych soli, standardi naSeho méteni, by mél byt ve vztahu
struktury a ucinku nejucinnéjsi Ci4 homolog u G+ a Ci¢ u G- kmeni bakterii [51]. Tento

ptedpoklad se potvrzuje u G+ bakterii s vyjimkou STEP, kde mé i C16 homolog stejnou

69



ucinnost. U G- bakterii nicméné piedpoklad plati pouze pro PSAE MR. Ostatni
G- bakterie vykazuji vyssi citlivost ke kratSim homologiim zejména k BAC-Br 12.

Vztah struktury a u¢inku u jednotlivych bakteridlnich kment pro testované latky
byl blize komentovan pod jednotlivymi grafy ¢. 1-9. Z téchto grafi vyplyva, ze u
G+ stoupa ucinnost s rostouci délkou alkylového fetézce Ci s jeho rozvétvenim (3B)
u STAU a MRSA. U STAU jsou latky skupiny 2 relativné¢ méné ucinné. Latky 1C a 3B
jsou u STAU nejucinngjsi. Dosahuji hodnot MBC jako standardy, stejné jako latka 2C
u MRSA a 1C a 2C u STEP. Svym slabsim G¢inkem se pak vymykaji latky 2B u MRSA
a 1A u STEP, ktera jako jedina ptsobi na G+ bakterie spiSe bakteriostaticky nez cidné.

Pro latky skupin 1-3 z grafti ¢. 1-9 vyplyva, ze dosahuji nizsi u¢innosti u G- nez
u G+ bakterii. U ESCO klesa ucinnost téchto latek s délkou alkylového fetézce. U YER
je tomu u zminovanych latek naopak. U KLPN ES- a PSAE MR uc¢inek neovliviiuje ani
délka alkylového fetézce, ani strukturni zaklad. Latky 1A a 2C nejsou G¢inné u
KLPN ES- stejné jako vSechny latky skupin 1-3 u PSAE MR. U KLPN ES+ t¢inek latek
skupiny 2 stoupd s del$im alkylem, ale i tak nedosahuje ucinnosti standardd. Latky
skupiny 3 jsou u G- bakterii obecné malo u¢inné. Pouze latka 1B u KLPN ES+ je vyrazné
ucinnéjsi nez ostatni. U YER se podobné vymyka latka 1C. Latky skupiny 1 dosahuji

u ESCO vyrazné vyssi ucinnosti neZ skupiny 2 a 3.

4.1.1 Zavislost u€innosti a lipofility

Z vysledki vyplyva, Ze lipofilngjsi latky s vys$8i hodnotou CLogP vykazuji vyssi
ucinnost nez latky relativné hydrofilngjsi. Latky skupiny 1 jsou relativné lipofilnéj$i nez
ostatni testované latky, které maji stejny pocet uhlikii v N-substituovaném dlouhém
alkylovém fetézci. Nicméné t€inek testovanych skupin latek casto souvisi spise s délkou
dlouhého alkylového fetézce na kvarternim dusiku neZ se strukturnim zdkladem. Nejvyssi
ucinnost by mély vykazovat struktury se substituenty Cis a Cie [S1], které jsou
samoziejme lipofiln€j$i nez homology s kratSim alkylem. Ukazuje se, ze skupina 1
s alkyly Ci4 a Ci6 vykazuje vySsi t€innost nez latky skupiny 2 s obdobnymi alkyly Ci4
a Ci6. Nicméné to neznamend, Ze by latky skupiny 1 s kratSim fetézcem byly vyrazné
ucinngjsi nez latky skupiny 2 s delSim fetézcem. Nejvice hydrofilni latky 2A a 3B sice
testovany bakterialni kmen. Z vysledki dale vyplyva, ze u PSAE MR ani KLPN ES- neni

zadna souvislost mezi lipofilitou a antimikrobnim t¢inkem. U PSAE MR ptisobi vS§echny
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testované latky vyjma standardll pouze bakteriostaticky. U KLPN ES- se hodnoty MBC
testovanych latek li§i maximalné o jedno fedéni s vyjimkou dvou latek. Lipofilita téchto
dvou latek si ale neni v kontextu ostatnich latek ani blizka, ani nepatii mezi extrémni

hodnoty lipofility zkoumanych latek.

Z grafu ¢. 10 vyplyva, ze u vSech testovanych kment (vyjma ESCO) s klesajici
lipofilitou klesa uc¢innost (stoupa MBC). Toto zjisténi je v souladu s tim, ze lipofilné;si
homology testovanych latek se 14 a 16 uhliky v alkylovém substituentu jsou u vétSiny
testovanych latek vyhodnéjsi, nebot’ dosahuji nizSich hodnot MBC. U G+ bakterii
(STAU, MRSA) se tato zavislost jevi jako silné€jsi, coz odpovida literatute, viz [54].
U STEP se tato zavislost jevi jako velmi nizka, nicméné graf mtize byt zkreslen hodnotou
MBC latky 1A (500 umol/l), ktera nekoresponduje s hodnotami, kterych dosahly ostatni
latky u G+ bakterii.

Zatimco u KLPN ES- znaSich vysledkli nevyplyva zavislost antimikrobniho
ucinku na lipofilité, tak KLPN ES+ vykazuje trend mirného sniZeni u¢innosti s poklesem
lipofility. Tato zjisténi jsou v souladu s odbornou literaturou, viz [54] a [55], Ze u riznych
QAS roste jejich antimikrobni ti¢innost s jejich lipofilitou. Tento riist t€inku s lipofilitou
ma ale své meze, jelikoz pfili§ lipofilni latky by jiz nedokazaly interagovat s amfifilni
biologickou membranou. Proto se maximum piedpoklada mezi C1>—Cis alkylem, kdy

S 24

koncentraci [44].

4.1.2 Uginnost v porovnani s pouzitymi standardy

U G+ bakterii je u benzalkonium bromid, vyuzitych jako standardy, optimalni délka
alkylového substituentu na kvarternim dusiku 14 atomi uhliku pro nejvyssi tc€inek. To
souhlasi s literaturou [51]. Zadn4 z testovanych latek nedosahuje lepsich hodnot neZ tento
standard BAC-Br 14. Nicméné latky 1C a 2C dosahuji jinak nejlepSich hodnot a zaroven
srovnatelnych vysledkil mezi sebou. V porovnani se standardem maji tyto latky hodnoty
MBC bud’ stejné, nebo o jedno az dvé fedéni vyssi. Jedna se o latky obsahujici jako zaklad
struktury alkylmorfolinium (1C) a benzylimidazolium (2C). Ob¢ latky se ale shoduji
v délce alkylového fetézce 16 uhliki. Z toho vyplyva i nejvétsi lipofilita z testovanych
latek. Zaroven ma latka 1C z testovanychi latek 1 nejpodobnéjsi molekulovou hmotnost

s optimem BAC-Br 14.
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Zaroven lze konstatovat, ze urCujicim faktorem pro lepsi efekt latek je spise alkylovy
substituent nez strukturni zdklad molekuly nesouci kvarterni aminoskupinu. U latek 3A
a3B se také potvrzuje, ze bohatsi alkylova substituce je u€innéjs$i nez kratS$i, méné
objemny alkyl. V tomto pfipad¢ se jedna o dva octylové fetézce na kvarternim dusiku.
Latky 3A a 3B nedosahuji lepsich vysledkl nez srovnavané standardy. Nicméné i zde
plati, ze molekula 3B s vétSim poctem uhlikl, objemné;jsi substituci na kvarternim dusiku
a vyssi lipofilitou dosahuje lepsich vysledki. U kmene STAU dosahuje 3B dokonce
stejnych vysledki jako standard BAC-Br 14.

U G- bakterii je optimem u standardtl C12 alkylovy fetézec s vyjimkou PSAE MR,
kde ucinnost roste s délkou alkylového fetézce k Cis substituentu a homolog Ciz je
neucinny. Homolog Cis by mél byt optimem pro G- bakterie. Zde GspéSny homolog Ci2
by mél vykazovat nejvétsi ti¢innosti proti houbovym organismiam podle literatury [56].
Alespont u PSAE MR se tento ptedpoklad rustu u¢innosti od Ci2 k Ci potvrzuje. Navic
lze z této prace zobecnit, Ze G- bakterie jsou méné citlivé k benzalkoniovym solim neZ
G+ bakterie, coz potvrzuje literatura, viz [56]. Divod lze hledat ve vnéj$i membrané
G- bakterii, ktera brani u¢inku QAS na cytoplazmatickou membranu téchto bakterii [41].
U G- bakterii je na ten¢i peptidoglykanové bunécné sténé jesté vnéj§i membrana
obsahujici biologicky aktivni lipopolysacharid, kterd chrani buné¢nou sténu. Tato vnéjsi
membrana je hlavni permeabilni bariérou G- bakterii. Mezi ni a bun&tnou sténou je
periplazmovy prostor obsahujici mimo jiné rizné degradatni enzymy jako

B-laktamazy [57].

Z graft ¢. 1-9 vyplyva, Ze strukturni zdklad molekuly u zkoumanych latek ovliviiuje
ucinek méné nez délka alkylového substituentu. Pouze u KLPN ES+ lze pozorovat, ze
methylmorfoliniové soli (1A—C) jsou vyrazn¢ U¢inngjsi nez strukturni zaklad skupiny 2.
Zaroven zde lze pozorovat rast ucinku s délkou alkylového substituentu s optimem Ci4
(skupina 1) a Ci6 (skupina 2). Stejny riist antimikrobniho u¢inku s maximem v Ci¢ lze u
obou skupin latek pozorovat i u YER. Zejména latka 1C vykazuje selektivné u YER
vyrazng vyssi antimikrobni Gi€¢innost nez béZzné uzivané benzalkoniové soli. U KLPN ES-
1ze pouze pozorovat neti¢innost nékterych latek vedouci k zavéru, Ze skupina 1 bude mit
optimum spiSe u vysSsich a skupina 2 u nizsich alkyli. U ESCO panuje soulad u vSech
skupin latek, ze kratsi substituent vede k vyS$imu ucinku. U vSech G- bakterii maji latky

skupiny 3 niz8i ucinek nez standardy se srovnatelnym poctem uhlikda.

72



Obecné lze konstatovat, ze u PSAE MR dosahuji vSechny testované latky vyjma
standardii spiSe bakteriostatického Uc¢inku. Zaroven lze tvrdit, ze strukturni zaklad
skupiny 3 vede ke slabsimu uUc¢inku nez u benzalkoniovych soli (vyjma STAU).
U G- bakterii pouze latky 1B u KLPN ES+ a 2C u YER dosahuji stejnych hodnot
ucinnosti jako standardy. Latky 1A, 1B u ESCO a latka 1C u YER pak dosahuji vyrazné
lepsich hodnot uc¢innosti nez vyuzité standardy. Je tedy mozné tvrdit, ze ve spektru
G- bakterii by latky skupiny 1 s del§im alkylovym substituentem (1B, 1C) mohly byt
v ucinnosti srovnatelné se standardy a u nékterych kment by mohly byt i vyhodnéjsi.
Zaroven patii 1 ktém nejucinnéj$im latkdm proti G+ bakterii. Zejména latka 1C
u nékterych G+ kmend dosahovala shodné uc¢innosti se standardy a u dalSich se lisila

v malém rozsahu fedéni. Nicméné vSechny latky postradaji i¢inek proti PSAE MR.
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5 Zaver

e Pomoci mikrodiluéni bujonové metody byla zméfena antimikrobni aktivita
novych latek a pouzivanych standardi. Celkem bylo otestovano 8 novych
antimikrobnich latek. Latky byly rozd€leny do tfech strukturnich skupin, jejichz
antimikrobni aktivita byla porovndvana s testovanou ucinnosti 3 standarda
v podobé benzalkoniovych soli.

e Hodnocené QAS vykazaly obecné vyssi antimikrobni aktivitu proti G+ bakteriim,
ale zadna testovana latka nedosahovala lepSich hodnot MBC nez strukturné
odpovidajici standardy. Nicméné latky 1C a 2C dosahovaly u vSech G+ bakterii
hodnot stejnych nebo o jedno fedéni horsich.

e Jako nejucinngjsi latky se u testovanych strukturnich skupin jevily lipofilnéjsi
derivaty s del$im uhlikovym fetézcem o délce 14 a 16 uhlikovych atomt (kromé
Escherichia coli), kde byly naopak G€¢innéjsi latky s 12uhlikovym fetézcem. Latky
1A a 1B zde vykazovaly vyrazné lepsi vysledky nez standardy benzalkonii.

e Latka 1C méla vyrazné¢ vyS§i antimikrobni aktivitu proti kmenu Yersinia
bercovieri oproti méfenym standardim.

e Zadna ztestovanych latek (kromé& standardi) nevykazovala vyznamnou
baktericidni aktivitu proti multirezistentnimu kmeni Pseudomonas aeruginosa
a u zbylych G- bakterii nedosahovala zadna testovana latka lepSich hodnot MBC
nez standardy.

G+ bakteriim a Yersinia bercovieri, na kterou ma selektivné nejvyssi ucinnost.

e 'V této praci byla hodnocena antimikrobni G¢innost pomoci stanoveni hodnot MIC
a MBC. Nicméné v praxi se velmi ¢asto pouZivaji daleko vyssi koncentrace, nez
jsou stanovené MIC a MBC (v nasem ptipad¢ nejvyssi koncentrace 500 umol/l).
Ale na druhou stranu ¢as ptisobeni je nutné vzhledem k praktické pouzitelnosti
vyrazné zkratit (napiiklad Ajatin, coZ je roztok benzalkonium bromidi, se pouZziva
0,1% nebo 1 1%, coz odpovida koncentraci piiblizné 2,4 mM, respektive 24 mM).
Vys$simi koncentracemi pouzivanych roztokti se vyrobci Casto jisti nebo rozsituji
spektrum uc¢innosti (napf. o viry, spory apod.). Pfi vysokych koncentracich ale
velmi ¢asto nardzime na problém, kdy se jiZ pohybujeme na hranici cytotoxicity

nebo rozpustnosti pouZzitych latek. Je tfeba proto vySe zminéné testovani brat jako

74



zakladni screeningovou metodu, na kterou je pti zamyslené aplikaci (zavadéni do

praxe) tfeba navazat dalSimi testy (napf. expozi¢nimi testy dle stdtnich norem).
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6 Pouzité zkratky

ATP
BAC-Br
CCD
CFU
CLogP
CLSI
ESCO
EDTA
ESBL
DNA
DMSO
EUCAST
G+

G-

ICos

ISO
KLPN ES-

KLPN ES+

adenosintrifosfat

benzalkonium bromid

zafizeni s vazanymi naboji

kolonii tvofici jednotka

vypocitana hodnota logaritmu rozdélovaciho koeficientu
Institut pro klinické a laboratorni standardy

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

produkujici Sirokospektré B-laktamazy (Klebsiella pneumoniae)
deoxyribonukleova kyselina

dimethylsulfoxid

Evropska komise pro testovani antimikrobialni citlivosti
Gram pozitivni

Gram negativni

inhibi¢ni koncentrace, kdy dojde k inhibici riistu 95 % bakterii
Mezinarodni organizace pro normalizaci

Klebsiella pneumoniae ESBL negativni

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G€asti

MBC

MHIC

MIC

matrice s priletovym analyzatorem
minimalni baktericidni koncentrace
minimalni tepelna inhibi¢ni koncentrace

minimalni inhibi¢éni koncentrace
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MRSA
QAS

PCR
PSAE MR
STAU
STEP

YER

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
kvarterni amoniové soli

polymerazova fetézova reakce

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Yersinia bercovieri
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