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1. Uvod

Prvotnim impulzem pro praci byly informace uvedené v odborném c&lanku
,Obecna metoda kvarternizace N,N-dimethyl-benzylaminG s dlouho-fetézcovymi
n-alkylbromidy“ od autord Kamil Ku€a, Milan Kivala, Vlastimil Dohnala, ktery
vySel v ¢asopise Journal of Applied Biomedicine 2 (2004). V tomto ¢lanku jsou
popisovany riizné zplsoby syntézy kvartérnich amoniovych sloucenin, konkrét-
né bromidu benzalkonia s rzné dlouhymi alkylovymi fetézci, vazanymi na kvar-
térni atom dusiku. V ¢lanku je popisovana i mikrobiologicka aktivita jednotlivych
slou€enin. Tato aktivita se liSi pravé podle délky dlouhého alkylového fetézce,
vazaného na kvartérni dusik v kationtové ¢asti molekuly benzalkonii. Jelikoz se
v nasi republice pouZiva dezinfekéni prostfedek Ajatin® solutio, ktery spada do
této kategorie dezinfekénich prostfedkd, velmi nas tento &lanek zaujal. Ajatin®
solutio ma na kvartérni atom dusiku vazan alkylovy fetézec, ktery je odpovédny
za jeho protimikrobni aktivitu, o délce 12 uhlikd. Podle ¢lanku je pravé tato mo-
lekula nejvice ucinna proti kvasinkam a plisnim. C14 homolog nejlépe ucinkuje
proti G+ bakteriim a Cy proti G- bakteriim (Kuca, Kival, Dohnala, 2004 — s od-
kazem na Merianos, 1991). Proto jsme se rozhodli prozkoumat protimikrobni
vlastnosti jednotlivych homologl benzalkonii bromidu a pfipadné vylepSit smési

jednotlivych benzalkonii souéasné vlastnosti pfipravku Ajatin® solutio.



2. Teoreticka cast
2.1. Dezinfekce

Dezinfekce je snaha prerusit cestu Sifeni nakazy od zdroje k vnimavému
jedinci, tedy jde jen o odstranéni puvodcu infekce. Na rozdil od sterilizace, kde
jde o odstranéni v§ech mikroorganismu z pfedmétu nebo z prostiedi. Je-li dez-
infekce spravné provadéna, ma velice dulezity vyznam v boji proti vzniku a Si-
feni pfenosnych nemoci. Dezinfekéni procesy se provadi pomoci fyzikalnich,
chemickych nebo kombinovanych postupu. (Votava, 2001, Melichercikova,
1998)

2.1.1. Fyzikalni dezinfekce

Fyzikalni metody dezinfekce jsou vétSinou zaloZzené na vyuziti suchého ne-
bo vlhkého tepla a na aplikaci zafeni. Také se sem mohou zaradit prostfedky
mechanické, jako je filtrace nebo prosty uklid a ocista. Z metod, kde se pouziva
suché €i vlhké teplo jsou nejpouzivanéjsi:

- var ve vodé za atmosférického tlaku po dobu 30 minut

- var v pretlakovych hrncich po dobu 20 minut

- dezinfekce v mycich, pracich a parnich pfistrojich pfi teploté vysSi nez
90 °C

- spalovani (pusobeni pfimo plamenem)

- proudici horky vzduch o teploté 110 °C po dobu 30 minut

- pasterizace — zahfati na 60 — 65 °C na dobu 30 minut nebo rychlé zahfa-
ti na 85 — 90 °C po dobu nékolika sekund s naslednym ochlazenim

- parni dezinfekéni pfistroj — pracuje pfi teploté nasycené vodni pary
110 °C, tlaku 50 kPa, po dobu 40 — 45 minut

- paroformaldehydova dezinfekéni komora — dezinfekce probiha pfi teploté
45 — 75 °C, relativni vihkost a doba pUsobeni je rizna (Melicherc¢ikova,
1998)

Pro dezinfekci zafenim se pouZziva zafeni ultrafialové, infraCervené a ioni-
zacni.

K &isténi dutych nastroji se pred vlastni sterilizaci mize vyuzit ultrazvuku,

ktery ma také urcité dezinfek&ni vlastnosti.



Ke sniZeni mikrobialni kontaminace citlivych roztokd a vzduchu se v praxi
pouziva filtrace — napf. HEPA-filtry v laminarnich boxech.

K dezinfek&nim metodam uklidu a mechanické ocisty patfi pfedevsim ocis-
ta prostorl na mokro, aby nedochazelo k vifeni prachovych &astic s mikroby.
Odstranéni hrubych necistot z nastroju pred sterilizaci usnadni ucinek dalSich
postupl. Pokud neni mozné, zrizika hrozici infekce, provede se okamZité po-
nofeni nastroje nejméné na pul hodiny do protivirové Uc¢inného dezinfekéniho
prostfedku (Votava, 2001).

2.1.2. Chemicka dezinfekce

V praxi metody chemické dezinfekce prevazuji nad metodami fyzikalnimi.
Chemicka dezinfekce se provadi roztoky nebo aerosolem dezinfekénich pro-
stfedkud. PFi pasobeni chemické latky je dulezita koncentrace pfipravku a také
doba pouziti. Chemické dezinfekcni prostfedky se nejCastéji déli podle chemic-
ké struktury.

Nejznaméjsi skupiny dezinfek&nich latek jsou:

1. oxidacni Cinidla (ozon, peroxid vodiku, kovové peroxidy, perboritan sod-

ny, persirany, manganistan draselny, peroxoslouc¢eniny — napf. persteril)

2. halogeny (chlor a jeho derivaty — chlordioxid, chloridy, chlornany, chlo-
raminy, anorganické i organické slouceniny jodu, jodofory, derivaty bro-
mu a fluoru)

3. alkyla¢ni Cinidla (aldehydy — formaldehyd, glutaraldehyd)

4. cyklické slou€eniny (fenol a jeho derivaty — napf. lysol, salicylové deriva-
ty, chinoliny, furanové derivaty, akridinova barviva)
5. alkalie (hydroxidy, vapno, vapenné mléko, soda)

6. kyseliny a nékteré jejich soli

- anorganické kyseliny (kyselina chlorovodikov4, sirova, chromova, borita,
chromsirova smés)

- organické kyseliny (kyselina mlé€na, mravenci, octova, benzoova)

- estery kyselin (parabeny)

- peroxokyseliny

7. slou€eniny téZkych kovu (stfibra, médi, cinu, rtuti), siry, dusiku, fosforu,

boru

8. alkoholy a étery (methylalkohol, ethylalkohol, glykoly, glycerol, éter)




9. povrchové aktivni latky — tenzidy (anionaktivni, kationaktivni, amfotenzi-

dy, neionogenni)

10.kombinované slouceniny (Votava, 2001, Melichercikova, 1998)

2.2. Spektrum dezinfekéni ucinnosti

Pfi chemické dezinfekci dochazi ke specifickému ucinku chemickych latek
na mikroorganismy v prostfedi. Pusobeni muze byt: -statické = znamena do-
¢asnou zastavu rastu a mnozeni mikrob(; -cidni = znamena trvalé usmrceni.

Protimikrobialni latky maji rGznou ucinnost na jednotlivé typy mikrobd, které
jsou ruzné odolné. Podle této odolnosti se mikroby déli do skupin: bakterie,
kvasinky s plisnémi, acidorezistentni Mycobacterium, viry (obalené, neobalené)

a spory. Ve spojeni s vySe uvedenym plsobenim pak ziskavame dezinfekéni

prostfedky:

bakterio- ~ bakterio-

fungi- fungi- -statické
tuberkulo- > -cidni spori-

spori-

viru- )

(MelichercCikova, 1998)
2.3. Mechanismy uc¢inku biocidt

Dezinfekéni prostfedky vétSinou svym pusobenim zasahuji do metabolismu
mikroorganismu a jejich enzymu. NejCastéji se jedna o nasledujici chemické
reakce: oxidace (chlor, peroxid, ozon), hydrolyza (kyseliny, alkalie, hork& vo-
da), tvorba soli s bilkovinami (soli tézkych kovl, halogeny), koagulace bilkovin
v burice (KAS, kovy, fenol, alkoholy), zmény permeability bunétné membrany
(KAS), proniknuti do enzymatického systému (kovy, formaldehyd, fenol), me-
chanicka disrupce (KAS) (MelicherCikova, 1998).

Nékteré chemikalie jsou natolik ucinné, Ze vysledkem jejich plsobeni je
prakticky sterilita. K této ,studené sterilizaci se uzivaji pfedevsim nékteré plyny,

jako napfiklad formaldehyd Ci pary kyseliny peroctové (Votava, 2001).



2.3.1. Mechanismy putisobeni jednotlivych skupin biocidu

- Oxida¢ni Cinidla — vétSina oxidacnich cinidel pisobi tak, ze odstépuje

atomarni kyslik (kyslik ve stavu zrodu). Ten poruSuje molekularni vazby a tim
inaktivuje bakterialni enzymy. Také oxidacné Stépi substance nezbytné pro zi-
vot buriky. Dezinfekéni prostfedky na zékladé oxidacnich €inidel maji vyhodu
v tom, Ze jsou vétSinou velmi u€inné a univerzalni — plsobi nejen na vegetativni
formy bakterii, ale i na spory (ve vySSich davkach) a také na neobalené viry.
Tézké kovy (stfibro, zinek) plsobi na jejich ucinek synergicky. Nevyhodou oxi-
dacnich cCinidel je, ze maji snizenou ucinnost v pfitomnosti organickych latek,
zejména bilkovin. Musi se pouZzivat Cerstvé a v dostateCném objemu.

- Halogeny — nejdullezitéjSi mechanismus U¢inku halogenu je zalozen
obdobné jako u oxidagnich Cinidel na oxidagnich procesech v burice uc€inkem
kysliku ve stavu zrodu. Dal$i mechanismus uCinku u halogenl je vznik halo-
gennich slougenin, které pusobi toxicky zejména na buné&éné bilkoviny. Uginek
halogenovych preparatd je rychly a univerzalni, optimum je pfi pH 5 — 8, snizuje
se v pfitomnosti organickych latek.

- Alkylaéni €inidla — do této skupiny patfi zejména aldehydy, které se vy-

znacuji znacnou toxicitou. Jejich mechanismus ucCinku je zalozeny na redukc-
nich a alkyla¢nich vlastnostech radikald. Reaguji se skupinami —NH;,, a —OH
bilkovin a nukleovych kyselin, a tim inaktivuji buné¢né enzymy. Tato €inidla jsou
vysoce ucinna, s jistotou niCi bakterie, viry, plisné i spory.

- Cyklické slou€eniny — mechanismus ucinku maji zalozeny na inaktivaci

enzymu a koagulaci protoplazmy za vzniku nerozpustnych albuminatl po ad-
sorpci na bunéénou sténu, rozpousténi lipidd a proniknuti do buriky. U&inky maiji
baktericidni, gramnegativni mikroby jsou odolng&jSi nez grampozitivni. Nékteré
pasobi fungicidné, virucidni Gginek vétsinou nemaji. Uginnost stoupa se zvyso-
vanim teploty. Také jsou ucinnéjSi v kyselém prostfedi a po smiSeni
s anorganickymi solemi (NaCl, CacCl;). Organickeé latky jejich dezinfekéni plUso-
beni silné rusi.

- Alkalie — jejich dezinfek&ni ucinek zavisi na koncentraci OH-iontu. Silné
ucinné jsou roztoky, jejichz pH je vyssi nez 12. Mechanismem ucinku je drastic-

ka destrukce bunécnych struktur.



Jejich protimikrobni u€inek neni pfilis ovliviiovan pfitomnosti organickych latek,
protoze z bilkovin tvofi mékké, rozpustné albuminaty a tuky zmydelnuji. Vybor-
né pronikaji organickymi materialy do hloubky. Proto se pfidavaji k jinym dezin-
ficienciim ke zvySeni jejich ucinku. Maji Siroké spektrum uc&innosti — pasobi na
vSechny typy mikrobu v€etné virl a spor, velmi citlivé k nim jsou gramnegativni
tyCky. Teploty nad 40 °C vyrazné zvysuji jejich uCinek. Nevyhodou je jejich vel-
ka Ziravost a schopnost posSkozovat kovy a textilie.

- Kyseliny — na mikrobicidnim ucinku kyselin se podili koncentrace vodi-
kovych iontl, anion, cela nedisociovana molekula, oxida¢ni schopnosti, povr-
chové aktivita, dehydrataéni vlastnosti apod., u anorganickych kyselin hodnota
pH, u organickych kyselin oxida¢ni schopnosti. Na rozdil od louhd nemusi pu-
sobit spolehlivé v prostfedi zatizeném organickymi latkami. Koagulaci bilkovin
vzniklé kyselé albuminaty jsou totiz na rozdil od alkalickych pomérné pevné
a mohou tak umoznit mikrobdm uvnitf koagula prezit. Leptavost a vysoka koro-
zivnost pak znemoznuje jejich SirSi praktické vyuziti.

- Slou€eniny tézkych kovl — tézké kovy se vyznacuji tzv. oligodynamic-

kym ac&inkem, kdy jejich ionty pfechazeji v nepatrném mnozstvi do roztokd a pu-
sobi bakteriostaticky aZ baktericidn&. Uginek klesa u jednotlivych kovl v tomto
poradi: kadmium — stfibro — zinek — mosaz — méd — rtut. Oligodynamicky dale
pusobi kobalt, nikl, hlinik a olovo. LepSi u€inek maji na gramnegativni mikroby
nez na grampozitivni. Na spory mikrobu, mykobakterie, nékteré plisné a entero-
viry neplsobi. Mechanismus u€inku je zaloZzeny na koagulaci bilkovin a inakti-
vaci enzymu tim, Zze se kov vaze v prostfedi na sulfhydrylové skupiny. PFitom-
nost organickych latek a nizka teplota ucinek tézkych kovu snizuji. Anorganické
soli tézkych kovl jsou vesmés znacné toxické pro Clovéka a mohou vyvolat
alergické reakce.

- Alkoholy a étery — jejich dezinfekéni uc€inek spociva v rychlé schopnosti

koagulovat a denaturovat bilkoviny. Koncentrované roztoky jsou neucinné
a protimikrobni pUsobeni se projevi jen v pfitomnosti vody. Jejich misitelnost
svodou klesa se vzrlstajici délkou fetézce. Dezinfekéni uc€inek stoupa
s molekulovou hmotnosti a s délkou fetézce, tedy v fadé: methanol — ethanol —
propanol — butanol. Alkoholy také rozpoustéji tukové latky. PUsobi baktericidné
a Castecné virucidné. Na spory alkoholy prakticky nepUsobi, ale zesiluji spori-

cidni uCinek napf. kyseliny chlorovodikové nebo formaldehydu.



- Povrchové aktivni latky — tenzidy snizuji povrchoveé napéti rozpoustédla.

Maji asymetrickou molekulovou strukturu. Molekula obsahuje jednu nebo vice
skupin rozpustnych a jednu nebo vice skupin Spatné rozpustnych nebo neroz-
pustnych v daném rozpoustédle. Je-li rozpoustédlem voda, nazyva se rozpust-
na Cast skupinou hydrofilni, nerozpustna ¢ast hydrofobni. Vazany jsou na sebe
pfimo nebo pres dalSi funkeni skupinu. Pfi vysSi teploté se u€innost zvysuje. Pfi
aplikaci na kGizi mohou tvofit film, pod kterym mohou nékteré mikroorganismy
prezivat. Do této Siroké skupiny patfi napfiklad mydla, saponaty, detergenty,
smacedla, dispergacni prostfedky. Jsou to vesmés pfipravky urCené k myti,
Cisténi, prani. Dezinfekéni ucinky z povrchové aktivnich latek ma prakticky jen
skupina kationaktivnich tenzidi nazyvana kvartérni amoniové slou¢eniny (KAS).
Protimikrobni ucinky téchto latek se vysveétluji porusenim bunécné stény a cyto-
plazmatické membrany, pfipadné poruchou funkce v membrané pfitomnych
enzymU. Pro nizké povrchové napéti dobfe pronikaji do Stérbin a maji Cistici
(detergentni) uc€inek. Jejich u€innost rusi mydlo. Vyhodou kvartérnich amonio-
vych sloucenin je jejich velmi nizka toxicita, nepronikaji a nevstfebavaji se po-
kozkou ani sliznicemi. Proto se Casto pouZivaji jako mistni antiseptika. Velmi
ucinné jsou na grampozitivni bakterie a mikroskopické houby, méné na gram-
negativni bakterie, zejména na rody Pseudomonas a Proteus. Na mykobakterie
a spory prakticky nepusobi. Zcela rezistentni k nim jsou neobalené viry.

- Kombinované slou€eniny — vyuzivaji synergického pusobeni riznych

chemickych latek, takZze se mohou pouzit v nizSich koncentracich a dosahuje se
lepSiho  dezinfekéniho pusobeni. Neékteré pfipravky Ize kombinovat
s detergenty, tim ziskaji myci a Cistici vlastnosti. Napfiklad Ize kombinovat oxi-
dacni cCinidla a derivaty halogent tésné pfed pouzitim s béznymi detergenty.
Aldehydy a alkoholy se zase misi s kvartérnimi amoniovymi slou¢eninami. (Vo-
tava, 2001, MelicherCikova, 1998)
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2.4 Kvartérni amoniové slou€eniny
V nasi praci jsme se zaméfili na skupinu kvartérnich aminovych sloucenin.
2.4.1. Chemické slozeni KAS

Kvartérni amoniové soli jsou produkty nukleofilni substitu¢ni reakce alkylo-
vého halogenu s terciarnim amoniem. Chemicky maiji ¢tyfi uhlikové atomy spo-
jené pfimo s dusikovym atomem kovalentni vazbou, zatimco anion pfichazi
k dusiku elektronovou vazbou. Dusik nese kladny naboj, ktery je vyrovnavan
zapornym nabojem anionu. Dusikovy atom a pfislusné alkylové skupiny pfed-
stavuji funk&ni ¢ast molekuly. Jako anion se pouziva chlor nebo brom (Meria-
nos, 1991).

Zakladni vzorec je:

+ -

R
\’
?
R
2.4.2. Vyskyt a historie KAS

Kvartérni dusikata Cast je esencialni soucasti mnoha biologicky aktivnich
slou€enin. Hraje dulezitou roli v mnoha biologickych procesech. Od vitaminu
(napf. thiamin) pfes enzymy karboxylazy, které se ucCastni karbohydratového
metabolismu, cholin, ktery je vyZadovan v transmethylovych reakcich tukového
metabolismu, acetylcholin — mediator v pfenosu nervovych impulsu (Bur-
ger,1960 — pfevzato od Merianos, 1991). V pfirodé bychom mohli nalézt kvar-
térni dusik napfiklad v Sipovém jedu kurare, uzivaném indiany v Jizni Americe
k lovu zvére.

Pocatkem 20. stoleti, védci zjistili, Ze po navazani delSiho alkylového Fetéz-
ce na kvartérni dusik, se slou€eniny stavaji aktivni a protimikrobni.
V historickém vyuziti kvartérnich amoniovych sloucenin je mnoho etap, ale za
nejdllezitéjSi jsou povazovany 2 historické milniky: Prvni je prace Jacobs
a spol., kdyz prozkoumal strukturu, pfipravu a protimikrobni aktivitu. Své prace
Jacobs publikoval v letech 1915 a 1916.
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Jiz zde se zminuje, ze struktura kvartérni amoniové soli souvisi s jeji protimik-
robni aktivitou. Az roku 1935 odhalil Domagk, Ze za protimikrobni aktivitu je od-
povédny dlouhy alkylovy fetézec na kvartérnim dusiku. To byl druhy nejdulezi-
t&jSi milnik ve vyvoji KAS. Poté se jiz brzy zacaly prvni vylepSené kvartérni
amoniové soli pouzivat v mediciné i jinych odvétvich (Merianos, 1991).

V prvni generaci KAS byl jako standard benzalkonium chlorid specifického
alkylového rozdéleni (C1, — 40 %, C14 — 50 %, C16 — 10 %). Tato prvni gene-
race byla modifikovana aromatickym kruhem, chlérem, methylovou a ethylovou
skupinou. Produkty této skupiny s komerénim oznacenim Alkyldimethylethyl-
benzylammoniumchlorid se fadi jiz do 2. generace KAS.

V 50. letech dvacatého stoleti pfichazi 3. generace, u které doslo zejména
k znacnému snizeni oralni letalni davky, vylepSeni biologické aktivity a Cisticich

vlastnosti (Merianos, 1991).
2.4.3. Aktivita KAS

Kvartérni amoniové slou€eniny plsobi v nékolika stupnich:

1) adsorpce na soucasti bakterialni bunécné stény

2) difuse skrz bunécnou sténu

3) vazba na cytoplazmatickou membranu

4) naruSeni cytoplazmatické membrany

5) uvolnéni draslikovych iontu a jinych cytoplazmatickych slozek

6) precipitace bunécného obsahu a smrt buriky

Negativné nabity povrch buné&fné stény napomaha pusobeni kvartérnich
amoniovych sloucenin, protoZze svym negativnim nabojem pfitahuje kationtovou

funkéni ¢ast kvartérnich amoniovych slouc¢enin (Merianos, 1991).
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3. Experimentalni ¢ast

Pro stanoveni baktericidni, fungicidni a sporicidni ucinnosti jednotlivych
homologl benzalkonii bromidu jsme byli nuceni zvolit dvé metody, zaloZzené na
stejném principu. Pro zjiSténi baktericidni ucinnosti jsme mohli zvolit usporné;si
suspenzni mikrometodu. ProtoZze pro houby a spory neni tato metoda vhodna,
museli jsme se uchylit ke klasické standardni suspenzni metodé, ze které byla
mikrometoda vyvinuta. Standardni suspenzni metoda je vhodna pro pomérné
rychlé kvalitativni hodnoceni vysledkd. MGze se pouzit pro urCeni nejkratSi
ucinné expozice pfi urcité koncentraci €i urCeni nejnizsi ucinné koncentrace pfi
standardni expozici. My jsme ji vyuZili jen pro ureni nejnizsi ucinné koncentra-
ce pfi standardni expozici, protoZe pro srovnani uc€innosti jednotlivych sloucenin
nadm tento udaj postaci. Navic zjiStovani nejkratSich u€innych expozic je mate-
rialové i Casové velmi narocné. Suspenzni mikrometoda je ur€ena k hodnoceni
baktericidni uc€innosti chemickych latek, vyuziva systému mikrofedéni a kultiva-
ce v polystyrénovych mikrodesti¢kach s 96 jamkami. Umozhuje stanoveni mi-
nimalni inhibicni koncentrace (MIC), minimalni baktericidni koncentrace
s bilkovinnou zatézi (MBC-B) a minimalni baktericidni koncentrace latek ve
vodném roztoku (MBC), v jednoduchych pokusech s vysokou reprodukovatel-
nosti. Vysledky mikrometody jsou srovnatelné s vysledky standardni suspenzni
metody ve zkumavkovém provedeni. (Kneiflova, 1988)

Principem suspenzni metody je pUsobeni latky na mikroorganismy suspen-
dované v roztoku této zkousené latky. Po dané dobé plsobeni se ¢ast smési
vyockuje do kultivaéniho média a po inkubaci se hodnoti rlist mikroorganism
v zavislosti na koncentraci latky a dobé& plsobeni. Redéni zkousenych latek,
expozice i kultivace se provadi ve sklenénych nebo plastikovych miskach a zku-
mavkach a je tedy zna¢né naroCna na spotfebu materialu, prostoru i pracovniho
Casu. Proto doslo k modifikaci kvalitativni suspenzni metody na mikrometodu.
Suspenzni mikrometoda v zékladnim provedeni umoziuje stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), minimalni baktericidni koncentrace s bilkovinnou
zatézi (MBC-B) a minimalni baktericidni koncentrace ve vodném roztoku (MBC)

pfi riznych expozicich.
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Vyhodou mikrometody je mala spotfeba kultivaCnich médii a moznost zpra-
covani velkého mnozstvi materialu, vzorkd latek i mikrobidlnich kmenu

v kratkém Case. (Kneiflova, 1988)
3.1. Material
3.1.1. Zkousené slouc¢eniny bromidl benzalkonia

Na nasem trhu je nejznaméjSim bézné dostupnym druhem bromidu benzal-
konia pfipravek znamy pod nazvem Ajatin® solutio a Ajatin® tinktura. Tinktura
k naSemu testu nebyla vhodna, protoze kromé KAS obsahuje dal$i protimikrob-
ni latky. PFipravek Ajatin © solutio obsahuje benzalkonium s dlouhym alkylovym
fetézcem, ktery je zodpovédny za jeho protimikrobni aktivitu, o délce 12 uhlika.
Dale jsme pro praci potfebovali slouCeniny s délkou tohoto fetézce o 14 a 16
uhlicich. Jelikoz nejsou tyto homology dostupné, museli jsme nejprve pristoupit
k jejich syntéze. JelikoZ syntéza neni hlavnim tématem naSi prace, uvedeme si
pfipravu jen struéné. Zakladem syntézy je kvarternizace terciarniho aminu
vhodnym alkylaénim cinidlem. V nasem pfipadé jsme pouZili reakci N,N-
dimethylbenzylaminu s pfislusnym n-alkylbromidem (Ku€a, Kivala, Dohnala,
2004 — s odkazem na Zhuravlev et. al., 1954, Rudakova a Popova, 1966, Moss
at. al., 1974, Novaki a El Soud, 1999). Pfipravili jsme navazku N,N-dimethyl-
benzylaminu s navazkou cisténé vody do destilacni bariky. Heterogenni smés
jsme za stalého michani ohfali na 60 °C. Poté jsme pfidali navazku n-
alkylbromidu a moc€oviny. Za stalého michani jsme teplotu reakéni smési zvysili
na 85 °C (£ 5 °C). A pak heterogenni smés homogenizovali 11 hodin na
Ciry, témér bezbarvy roztok. Jako kontrolu probéhlé reakce jsme provedli
zkoudku na zakal a zméfili jsme pH vzniklého produktu, které nesmi byt
vy8Si nez 8. Tremi jednotlivymi syntézami nam vznikly produkty:

N,N-dimethyl-N-benzyl-N-dodecylamoniumbromid (homolog s 12 uhlikovym

alkylovym fetézcem, C 12)

C|:12H25
are A

CH,
mon

o molekulové hmotnosti: 384,45
N,N-dimethyl-N-benzyl-N-tetradecylamoniumbromid (homolog s 14 uhlikovym

alkylovym retézcem, C 14)
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I:I:lﬂiHEEI
o) o

CH,
man

o molekulové hmotnosti: 412,50

N,N-dimethyl-N-benzyl-N-hexadecylamoniumbromid (homolog s 16 uhlikovym

alkylovym retézcem, C 16)

CllEHSS
QCHZ _[‘il_':Ha Br
CH,
mon , .
0 molekulové hmotnosti: 440,56
Abychom pro dalSi praci znali pfesné obsahy latek ve vzniklych velmi vis-
koznich roztocich, provedli jsme stanoveni obsahu pomoci argentometrické

titrace. Pro pfehlednost uvedeme v tabulce:

Tab. 1. Obsah ucinné latky v jednotlivych benzalkoniich v koncentrované formé

Zkraceny nézev pripraveného homologu | Obsah u€inné latky v [g/100 ml]
Benzalkonium s 12 C fetézcem 83,56
Benzalkonium s 14 C fetézcem 82,28
Benzalkonium s 16 C fetézcem 72,08

Abychom mohli jednotlivé homology mezi sebou porovnavat, upravili jsme
je €isténou vodou pomoci smésSovaci rovnice na shodnou hodnotu koncentrace:
M1.W1 + Ma.Wy = (Mg + My) . Wa.

Nejprve jsme pfipravili roztoky, které obsahovali ve 100 ml 50 g ucinné lat-
ky. Zjistili jsme ale, Ze v takto vysoké koncentraci bychom s nimi nemohli praco-
vat, protoZe za béznych laboratornich teplot v roztoku krystalizovaly. Nakonec
jsme tedy pro préaci pfipravili roztoky s mnozstvim Gg&inné latky 3 g/100 ml. Ctvr-
tym zkouSenym roztokem byla smés jednotlivych homologu, kterou jsme pfipra-

vili smiSenim 3 % roztok C-12, C-14, C-16 pfesné vpomeéru 1:1:1.

15




3.1.2. Pouzité kmeny mikroorganismi

K testovani a porovnavani jednotlivych roztok( benzalkonii a jejich smési
jsme pouzili referenéni kmeny mikroorganismt z Ceské sbirky mikroorganismd

Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné.

Tab. 2. Prehled pouzitych referenénich kmeni mikroorganismu

Nazev mikroorganismu Cislo CCM
Staphylococcus aureus 4516
Escherichia coli 4517
Proteus vulgaris 1956
Serratia rubidaea 4684
Pseudomonas aeruginosa 1961
Candida albicans 8215
Aspergillus niger 8222
Bacillus subtilis 1999

3.1.3. Pouzité kultiva¢ni zivné pady a pomocné roztoky

PouZili jsme dehydratované pady od firmy HiMedia Indie, jejichz distributo-
rem je Cadersky - Envitek spol. s r.o., Brno. Pudy jsou jiz dodavany v pozado-
vaném slozeni. PFi pfipravé jsme pouze rozpustili danou navazku v Cisténé vo-
dé, zkontrolovali pH a vysterilizovali v autoklavu. Agarové pady jsme rozlili do
sterilnich Petriho misek z PS o priméru 90 mm.

Pro suspenzni mikrometodu jsme pouzili: fyziologicky roztok, tekutou pidu
s hydrolyzaty séji a kaseinu, tekutou pUdu s hydrolyzaty séji a kaseinu
s pfidavkem bovinniho séra (bilkovinna zatéz), tekutou ptdu s hydrolyzaty soji
a kaseinu s pridavkem tweenu a vajecného Zloutku (neutralizator), agarovou
pudu s hydrolyzaty sdji a kaseinu, sterilni ¢isténou vodu.

Pro standardni suspenzni metodu jsme pouzili: fyziologicky roztok, tekutou
pudu s hydrolyzaty sdji a kaseinu, tekutou padu se sladovym extraktem, agaro-
vou pldu s hydrolyzaty s¢ji a kaseinu, Sabouraudiv glukosovy agar s anti-

biotiky a sterilni Cisténou vodu.
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SlozZeni a pfiprava kultiva¢nich pad
e Tekuta plda s hydrolyzaty sodji a kaseinu (Soyabean Casein Digest
Medium) HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. €. Sarze 0000018141

SloZeni: pankreaticky hydrolyzat kaseinu 17,0 g
papainovy hydrolyzat soji 3,09
chlorid sodny 50¢g
hydrogenfosfore€nan draselny 2549
glukosa monohydrat 259
voda Cisténa 1000 ml

Priprava: 30 g dehydratované pudy jsme rozpustili v 1000 ml vody. Ové-

fili jsme pH (7,3 £ 0,2) a sterilizovali 15 minut v autoklavu pfi 121 °C.

e Agarova puda s hydrolyzaty sdji a kaseinu (Soyabean Casein Digest
Agar) HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. €. Sarze 0000014004

SloZeni: pankreaticky hydrolyzéat kaseinu 15,09
papainovy hydrolyzat soji 50¢g
chlorid sodny 50¢9
agar 15,09
voda Cisténa 1000 ml

Priprava: 40 g dehydratované pudy jsme rozpustili v 1000 ml vody. Oveé-

fili jsme pH (7,3 £ 0,2) a sterilizovali 15 minut v autoklavu pfi 121 °C.

o Tekuta plda se sladovym extraktem (Malt Extract Broth Base) HiMe-
dia Laboratories Pvt. Ltd. €. Sarze 2G113

SloZeni: sladovy extrakt 17,00 g
mykologicky pepton 3,009
voda Cisténa 1000 ml

Priprava: 20 g dehydratované pudy jsme rozpustili v 1000 ml vody. Ové-

fili pH (5,4 £ 0,2) a sterilizovali 10 minut v autoklavu pfi 115 °C.

e Sabouraudliv glukosovy agar s antibiotiky (Sabouraud Chloram-
phenicol Agar) HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. €. Sarze 0000015236

SloZeni: peptony (z masa a kaseinu) 10,0 ¢
glukosa monohydrat 40,0 g
chloramphenicol 0,05¢
agar 150 g
voda Cisténa 1000 ml
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Priprava: 65 g dehydratované pady jsme rozpustili v 1000 ml vody. Ové-
fili pH (5,6 £ 0,2) a sterilizovali 15 minut v autoklavu pfi 121 °C.
e Fyziologicky roztok, roztok NaCl Lach-Ner s.r.o. €. Sarze 30414 0306

SloZeni: chlorid sodny 8549

voda Cisténa 1000 ml
Pfiprava: 8,5 g NaCl jsme rozpustili v 1000 ml destilované vody a auto-
klavovali 15 minut pfi 121 °C.

Jako bilkovinnou zatéz jsme pouzili bovinni sérum Bioveta a. s., €. Sarze
525514 — pFidavek 20 % do tekuté pudy s hydrolyzaty sgji a kaseinu. Jako ne-
utralizator jsme pouZzili sterilni Zloutkovou emulsi HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.
€. Sarze 0000021565 — pridavek 30 g/l a tween 80 (polysorbat 80) Lach-Ner
s.r.o. Cislo Sarze 31520 1106 — pfidavek 5 ml/l. Oba roztoky pro neutralizaci
jsme pfidali do tekuté pudy s hydrolyzéaty sdji a kaseinu.

3.1.4. Pomucky a pristroje

horkovzdusny sterilizator Stericell SC 55 parni sterilizator PS-20
termostaty TCH-100 pH-meter Radelkis OP-211/2
analytické vahy AND FA-2000 densi-la-meter Lachema
minishaker MS2 Rotatiter o velikosti klicek 50 pl
ruéni inokulatory se 48 jehlami (jezek) stopky

automatické pipety (+ Spicky) kahan s oto€nym stojankem

sklenéna kombinovana elektroda SEOJ 217 kalibra¢ni roztoky — pufry

sklenéné kadinky Erlenmeyerovy bariky
sterilni polystyrénové Petriho misky bakteriologické klicky
Petriho misky s krevnim agarem sterilni sklenéné zkumavky

sterilni polystyrénové mikrotitraéni destiCky (8x12 jamek)

filtraCni papir, bunicita vata, hlinikova folie, igelitové sacky
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3.2 Pracovni postup
3.2.1. Vybér metody

S vybérem vhodné metody pro zjisténi protimikrobni u€innosti nasich vzor-
ki jsme méli zpoc&atku problémy. V literatufe o takovych zkouskach neni mnoho
informaci. Az se nam dostala do rukou diplomova prace sleCny Kaniakové
(2004). Zde byla popséana modifikovana verze suspenzni mikrometody, ale z&-
roven velmi cenny odkaz na praci RNDr. J. Kneiflové. Tu jsme obratem sehnali
z knihovny Statniho zdravotniho ustavu. Jelikoz jsme neméli s metodou zkuSe-
nosti, nevyznély nam nékteré drobnosti v textu o postupu prace zcela jedno-
znacné. Navic jsme se nemohli rozhodnout zda pouzit metodu originalni nebo
modifikovanou. Proto jsme se obratili o pomoc na vedouci NRL pro dezinfekci
a sterilizaci v Praze p. doktorku MelicherCikovou. Zde jsme byli velice vlidné
pfijati a jelikoZz je zde tato metodika rutinni zalezitosti, dostali jsme velmi
podrobné vysvétleni i s nazornou ukazkou. Navic jsme se dozvédéli, Ze pokud
chceme zkoumat Ucinnost pripravkd na spory a plisné, nemuizeme mikrometo-
du pouzit. Nasledné jsme obdrzeli vysvétleni postupu prace pfi klasické zku-
mavkové suspenzni metodé.

Dilema u suspenzni mikrometody, zda se drZet origindlu nebo pouZzit modi-
fikovanou metodu, jsme také vyreSili zde. Rozdil byl vtom, Ze v puvodnim
uspofadani metody se bakterialni suspenze vnasi do jamek mikrodesti¢ky se
zkoumanymi roztoky ru¢nim inokulatorem (jezkem). Ve formé modifikované do-
Slo k upravé, jelikoz se autorlm v tomto provedeni nedafilo dosahnout stan-
dardnich vysledku. Proto k inokulaci bakterialni suspenze pouzili automatickou
osmikanalovou mikropipetu a ockovali do jamek 10 ul bakteridlni suspenze.
V laboratofi NRL nam zapuijcili 8 ru€nich inokulatort — jezk( se 48 jehlami, ktefi
byli pro metodu vyrobeni a byli jsme zaSkoleni s jejich manipulaci, abychom
nim naoCkujeme celou polovinu mikrodesticky najednou. DalSim druhou polovi-
nu, takze pfi pfeockovani do druhé mikrodesticky mizeme Iépe dodrzet prede-
psané Casy expozice. Kdyz se bakterialni suspenze oCkuje osmikanalovou mik-
ropipetou, muze se o¢kovat pouze po sloupcich, takze pfi pfeockovani do druhé
mikrodesti¢ky, pfi kterém se pouzije jezek, jiz muze byt v asech expozice mezi

jednotlivymi fadami ¢asovy posun.
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Nakonec jsme se tedy rozhodli pro pouziti metody v puvodnim uspofadani.
A jelikoz jsou kvartérni amoniové slouceniny zname tim, Zze mohou ztracet svou
ucinnost v bilkovinném prostfedi, rozhodli jsme se prozkoumat i tuto vlastnost
nasich vzorkl. Nakonec jsme pomoci suspenzni mikrometody stanovili u naSich
zkoumanych vzorku:
MIC = minimalni inhibi€ni koncentrace, tj. nejmensi koncentrace, ktera zastavi
rast bakterii
MBC = minimalni baktericidni koncentrace, tj. nejmensi koncentrace, ktera bak-
terie usmrti
MBC-B = minimalni baktericidni koncentrace v prostfedi s bilkovinou (s 20%
séra) (Votava, 2001)
MBC/N = minimalni baktericidni koncentrace za pouZziti neutralizatoru

Jak jsme jiz vySe uvedli (str. 18), pro stanoveni fungicidnich a sporicidnich
vlastnosti vzorkd jsme pouzili standardni suspenzni metodu. V literatufe jsme
nenasli jinou ovéfenou metodu pro houby a spory. Jelikoz je tato metoda mate-
rialové i Casové hodné naro¢na, rozhodli jsme se pouze pro kvalitativni stano-
veni urCeni nejnizsi ucinné koncentrace pfi expozici 10 minut, tedy stanoveni
MBC. Pro porovnani vlastnosti jednotlivych vzorkl by tato informace méla byt
postacujici.
3.2.2. Vlastni testovani — suspenzni mikrometoda

Priprava mikrobialni suspenze

Po ozZiveni mikrobialniho kmene z Zelatinového disku jsme jej pasaZovali na
krevnim agaru, tj. denné jsme kulturu pfeockovavali na novy krevni agar. Pro
pfipravu suspenze jsme pouzili 5. pasaz, s 24 hodinovou kulturou. Dvé plné
klicky s vyrostlou kulturou jsme prenesli do 50 ml bujonu (tekutd puda
s hydrolyzaty sgji a kaseinu). Nechali jsme inkubovat 18 hodin. Filtraci pfes ste-
rilni gazu jsme odstranili neroztfepatelné blany. Poté jsme pomoci pfistroje
Densi-la-meter upravili denzitu suspenze tak, aby odpovidala €. 5 podle stupni-
ce McFarlanda. Tato suspenze by méla obsahovat 10% — 10° zarodkd/ml. 30 ml
pfipravené suspenze jsme nalili do sterilni Petriho misky o prdméru 90 mm,
vysSka hladiny byla pfiblizné 5 mm. Inokulaci mikrobl do testovanych roztoku
v mikrodesti€ce jsme provadéli vysterilizovanymi jezky v plameni. (Melicherci-

kova).
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Abychom znali pfesnou mikrobialni zatéz, provedli jsme kontrolu poctu za-
rodku zfedovaci metodou a kultivaci na agaru. Pfipravili jsme si fadu 8 zkuma-
vek s 9,0 ml fyziologického roztoku pro kazdy kmen. Z pfipravené suspenze
jsme odpipetovali do prvni zkumavky mnozstvi 1,0 ml. Po promichani jsme pre-
nesli 1,0 ml z prvni zkumavky do druhé, pak z druhé do tfeti atd. (vzdy za pouzi-
ti Cisté $picky). Tak jsme ziskali fadu fedéni 10 — 10®. Z poslednich &tyf zku-
mavek jsme prenesli po 0,5 ml na dvé plotny s krevnim agarem. Plotny jsme
nechali zaschnout a pak jsme je inkubovali 24 hodin pfi 37 °C. Po spocitani vy-
rostlych kolonii jsme mohli stanovit poCet zarodku v pavodni suspenzi. Hodnotili
jsme plotny, kde vyrostlo 10 az 300 kolonii. Provedli jsme aritmeticky pramér
v dubletu a tento vysledek vynasobili 2, ¢imz jsme ziskali po¢et CFU v 1 ml pfi-
slusného fedéni. Kdyz jsme vynasobili po¢et CFU v 1 ml pfislusnym fedénim,
ziskali jsme pocet CFU v z&kladni suspenzi.

Vzorce:
Pramér poctu kolonii na plotnach krat 2 = pocet CFU/ml.
CFU/ml krat stupen fedéni = pocet CFU v zakladni suspenzi.
Priklad: v fedéni 10°® bylo stanoveno 50 CFU/m
poget CFU v zakladni suspenzi se vypoéte 50 x 10° =5 x 10%/ml

Tab. 3. Poéty zarodkii v mikrobidlnich suspenzich pro suspenzni mikrometodu

Nazev mikrobialniho kmene Pocéet CFU/ml v z&kladni suspenzi
Staphylococcus aureus 8.10°
Escherichia coli 4 .10°
Proteus vulgaris 4 .10°
Serratia rubidaea 4.10°
Pseudomonas aeruginosa 4 .10°
Candida albicans 5.10°

Priprava zkouSenych roztokt

Pfi zkouSkach protimikrobni ucinnosti dezinfekénich prostfedku se vétSinou
pracuje tak, Ze se originalni baleni povazuje za 100 %. Protoze jsme chtéli po-
rovnat u€innost jednotlivych homologu benzalkonii mezi sebou, byl tento trend
pro nas nevhodny. Jednotlivé koncentrované roztoky maji rizny obsah ucéinné

latky, takZe by se v zavéru Spatné porovnavali.
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Jak jsme jiz vySe uvedli (str. 15), nejprve jsme chtéli pouzit jako primarni
roztoky s koncentraci 50 g/100 ml. V této koncentraci nam ale vzorky pfi labora-
torni teploté v roztoku krystalizovali. Nejvétsi problém jsme méli pfedevsim
s homologem, ktery obsahuje dlouhy alkylovy fetézec o 16 uhlicich. Nakonec
jsme byli nuceni sestoupit az na obsah ucinné latky 3 g/100 ml. A i pro tuto kon-
centraci jsme museli mit vSechny pomucky pfedehfaté v termostatu na 30 °C,
jinak nam pfedevs§im homolog s 16 uhlikovym fetézcem ztuhl v jamkach mikro-

destiCky.
Redéni vzorkl v mikrodestiéce

MikrodestiCku jsme si polozili tak, ze jsme méli 8 fad a 12 sloupcl. VSechny
jamky jsme naplnili 8-kanalovou mikropipetou 100 ul c&isténé vody (MBC),
100 pl kultivaéniho média (MIC) nebo 100 ul kultivaéniho média s neutralizato-
rem (MBC/N). Jednu mikrodesticku jsme pouzili jako pomocnou, do ni jsme si
pFipravili jednotlivé vzorky. Kazdy vzorek jsme napipetovali v objemu 200 ul do
tfi jamek vedle sebe. Pomoci pfistroje Rotatiter jsme pfenesli 50 ul z pomocné
destiCky do prvni fady v pracovni desticce, €¢imz nam vzniklo fedéni 1 g/100 ml.
Dale jsme timto pfistrojem provedli fedéni vzork(l (promichani obsahu
v jamkach jedné fady a pfeneseni do dalsi fady) a tim jsme ziskali fadu fedéni
s koeficientem 3. Ve sloupcich desticky jsme tedy méli koncentrace 1 g/100 ml;
0,333 g/100 ml; 0,111 g/100 ml; 0,037 g/100 ml; 0,012 g/100 ml; 0,004 g/100
ml; 0,0014 g/100 ml. Osmou Fadu jsme ponechali bez vzorkd pro pozitivni kont-

rolu rlstu mikroorganismu.
Zjisténi protimikrobni ucinnosti pfipravki

Stanovili jsme MIC, MBC-B, MBC a MBC/N pfi dané expozici. Pro stanove-
ni MIC jsme pouZili destiCku, ve které jsme méli zkouSené vzorky nafedéné
kultivaénim médiem. Pfipravenou destiCku jsme naockovali pfipravenou sus-
penzi mikrobu pomoci jezku. Po 10 minutach expozice jsme z této destiCky po-
moci jezkl provedli inokulaci do kultivaéni desti¢ky s 200 pul kultivaéniho média,
obohaceného o bovinni sérum (MBC-B pfi dané expozici). Ob& misky jsme za-

kryli sterilnim alobalem, ulozili do igelitovych sacku a dali inkubovat na 24 ho-
din pfi 37 °C.

22



MBC ve vodném roztoku, jsme stanovili po inokulaci mikrobiélnich suspenzi
do roztokl v destiCce fedénych vodou a vyoCkovani jezky po expozici 10 minut
do desticky s 200 ul kultivaéniho média. MBC/N jsme stanovili stejnym zpuso-
bem, ale po expozici mikrobialni suspenze 10 minut ve vodném roztoku vzorku
jsme oCkovani jezky provedli do desti¢ky s 200 pl kultivacniho média obohace-
ného o neutralizator. DestiCky jsme opét pfikryli sterilnim alobalem, ulozili do

igelitovych sackul a inkubovali 24 hodin pfi 37 °C.

Kontrola riastu mikrobialnich kmen(

Vysledek jsme hodnotili po probéhlé inkubaci podle ristu mikroba, ktery se
projevuje sedimentem nebo zakalem v kultivaCnim médiu v jamkach desticky.
Odecet jsme provadéli pomoci lampicky a zrcadla. Pro kontrolu rdstu jsme pro-
vedli i kontrolni vyoCkovani na pevnou pudu. Jezka jsme namocili do poloviny
desky a inokulum jsme pfenesli vpichem na agarovou pudu. Druhym jeZkem
jsme preockovali druhou polovinu desti¢ky na dal$i agarovou plidu. Po inkubaci
24 hodin pfi 37 °C jsme odecitali rust kolonii. V§echny vysledky odectené jako
zakal v jamkach desti¢ek odpovidaly ristu kolonii na agarové pidé. Také pod-
minka, Ze musi byt pozitivni rast mikrobu v kontrolni osmé fadé destiCky (bez

pFipravkl) byla ve vSech provedenych zkouskach spinéna.
3.2.3. Vlastni testovani — standardni suspenzni metoda kvalitativni
Priprava mikrobialni suspenze

Jelikoz jsme potfebovali pfipravit suspenze spor, museli jsme pfi jejich pfi-
pravé postupovat jinym zpusobem, nez tomu bylo u mikrobialnich kultur pro
mikrometodu. Kmeny jsme po oziveni z zelatinovych diskl kultivovali na Sik-
mém agaru 6 dni pfi laboratorni teploté. Po inkubaci jsme kulturu prelili 5 ml
sterilniho fyziologického roztoku a vzniklou suspenzi jsme prepipetovali do ste-
rilni zkumavky. Denzitu suspenze jsme upravili pomoci pfistroje Densi-la-meter
tak, aby odpovidala €. 5 podle stupnice McFarlanda. Pro zjisténi pfesné mikro-
bialni zatéze jsme provedli kontrolu poctu zarodkl pomoci zfedovaci metody
a kultivaci na agaru stejnym zplsobem jako u suspenzi pfipravenych pro sus-

penzni mikrometodu (str. 20).
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Tab. 4. Pocty zarodka v mikrobialnich suspenzich pro standardni suspenzni metodu

Nazev mikrobialniho kmene Pocet CFU/ml v z&kladni suspenzi
Bacillus subtilis 4.10°
Aspergillus niger 4 .10’

Priprava zkouSenych roztokt

Vzorky jsme pfipravili stejnym zplsobem jako pro suspenzni mikrometodu
(viz. str. 20). Vychozi koncentrace byla 3 g/100 ml. JelikoZ jsme zkouSené roz-
toky nalévali do sterilnich Petriho misek v objemu 9,9 ml, mohli jsme jiz tuto
koncentraci pouzit jako zkusebni. Ve vétS§im mnozstvi vzorku nam zZadny pfi-

pravek nekrystalizoval.
Redéni vzorku

Jelikoz je postup prace rozdilny nez u mikrometody, museli jsme si pfedem
pripravit od kazdého pfipravku fadu fedéni. Z postupu fedéni u mikrometody
jsme zachovali fadu fedéni s koeficientem 3. ProtoZe je u této metody mnohem
vetsi spotfeba zkouSenych vzorkl, pracovali jsme s timto mnoZstvim: 50,0 mi
roztoku s vychozi koncentraci 3 g/100 ml jsme nafedili 100,0 ml ¢isténé vody.
Ze vzniklého roztoku jsme opét vzali 50,0 ml a nafedili dalSimi 100,0. A takto
jsme postup opakovali, az jsme dostali fadu fedéni o koncentraci: 3 g/100 ml;
1 g/100 ml; 0,333 g/100 ml; 0,111 g/100 ml; 0,037 g/100 ml; 0,012 g/100 ml;
0,004 g/100 ml.

Zjisténi protimikrobni ucinnosti pripravku

Pfipravené nafedéné roztoky jsme rozplnili po 9,9 ml do sterilnich Petriho
misek. Kontrolni miska obsahovala 9,9 ml sterilni CiSténé vody. Do stfedu kazdé
misky jsme pfidali 0,1 ml pfipravené mikrobialni suspenze a krouZivym pohy-
bem miskou jsme obsah dobfe promichali. Po expozici 10 minut jsme vyo&ko-
vali bakteriologickou klickou o priméru 4 mm (objem 10 ul) do kultivacniho mé-
dia, pfipraveného ve zkumavce. Zkumavky s naoCkovanym obsahem jsme in-
kubovali 7 dni pfi 37 °C. Po inkubaci jsme provedli vyoCkovani na pfislusné
agarové pudy a opét inkubovali pfi teploté 37 °C, 5 dni. VSechny zkousky jsme

provedli ve tfech opakovanich.
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Kontrola riistu mikrobialnich kmenii

Vysledek jsme hodnotili nejprve po probéhlé inkubaci ve zkumavkach, kde
se rust mikroba projevil zakalem nebo ristem chuchvalcl v kultivaénim médiu.
Po inkubaci na agarovych plotnach jsme provedli kontrolu podle ristu kolonii na
pevnych pudach. VSechny vysledky odectené jako pozitivni rist v tekutém me-
diu odpovidaly rUstu kolonii na agarové ptdé. Podminka, Ze musi byt pozitivni
rst mikrobd v kontrolni misce s €iSténou vodou (bez pfipravkl), byla také ve

vSech provedenych zkouskach spinéna.
3.2.4. Vyjadreni vysledku

U obou pouzitych metod jsme hodnotili rist mikroorganismd podle zakalu
v jamkach nebo zkumavkach, potvrzeny rastem kolonii po vyockovani na aga-
rové plotny. Zakal v jamkach jsme odecitali pomoci lampi¢ky a zrcadla, zakal
a chuchvalce ve zkumavkach proti ¢ernému pozadi pracovniho stolu. Pozitivni
rist jsme v tabulkach oznadili kfizkem. Z takto vyplnénych tabulek jsme pak
mohli stanovit MIC, MBC, MBC-B, MBC/N. Hodnoty urCovala prvni nejnizsi
koncentrace pfipravku bez viditelného ristu.

U suspenzni mikrometody jsme testovali jeden pfipravek ve tfech jamkach
vedle sebe. Jako u€innou jsme hodnotili koncentraci, pfi niz ani v jedné jamce
nedoslo k rastu mikrobu. Kazdou zkousku jsme provedli dvakrat. Pfi srovnani
obou pokusUl byla vétSina vysledkd shodna, nékteré se liSili o 1 fedéni. V tomto
pripadé jsme do vysledné tabulky zapsali vysledek odpovidajici vysSi koncent-
raci.

Pfi standardni suspenzni metodé jsme vzdy provadéli jeden pokus pro kaz-
dy kmen a zkou$eny pfipravek, ktery jsme tfikrat opakovali. Od kazdé zkousky
jsme méli tfi vysledky, jako u€innou jsme hodnotili koncentraci, pfi niz ve vSech
tfech opakovanich nedoslo k rstu mikrobu.

Pokud u obou metod doSlo k rastu mikrobu pouze v kontrolnim vzorku (bez
dezinfekénich prostfedkud), psali jsme vyslednou koncentraci jako < posledni
koncentraci, zapsali jsme, Zze vysledna ucinnd koncentrace je > nez posledni

nejvyssi koncentrace v naSem pokusu.
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Schéma €. 1: Priklad zapisovani vysledkt do tabulek a jejich vyhodnoceni

Stanoveni MBC-B suspenzni mikrometodou pro Candida Albicans

Obsah u€inné latky

C12

C14

C 16

1 g/100 ml

0,333 g/100 ml

0,111 g/100 ml

0,037 g/100 ml

0,012 g/100 ml

0,004 g/100 ml

0,0014 g/100 ml

Kontrola

X X[ X| X

X X[ X| X

X X[ X| X

X X[ X| X

x| X| X| x| X| X

x| X| X| x| X

X[ X[ X| X

x| x| x| x
x| x| x| x| X

X X[ X| X

x| X| X| x| X

X X[ X| X

Obsah u€inné latky

C12

C14

C 16

Smeés

1 g/100 ml

0,333 g/100 ml

0,111 g/100 ml

0,037 g/100 ml

0,012 g/100 ml

0,004 g/100 ml

0,0014 g/100 ml

Kontrola

X[ X[ X| X

X X[ X| X

X X[ X| X

X X[ X| X

x| X| X| x| X

x| x| x| x| x| X

x| x| x| X
x| x| x| x| X

X X[ X| X| X

X X[ X| X

Vysvétlivky: X

Kone¢né hodnoty MBC-B pro testovany mikroorganismus Candida albicans:
homolog s 12 uhlikovym fetézcem 0,037; homolog s 14 uhlikovym fetézcem
0,333; homolog s 16 uhlikovym fetézcem 0,111; smés homologl 0,111. Kon-
centrace vyjadiena v g/100 ml.

Vysledky metody provadéné ve zkumavkach jsme zapisovali stejnym zpU-
sobem, ale v zavéru jsme méli jen jednu tabulku, do které jsme vysledky zapi-
sovali postupné. Z divodu velké spotfeby nadobi, prostoru i asu jsme vzdy
provadéli jeden test pro kazdé fedéni a mikroorganismus, ktery jsme tfikrat

opakovali.

rst mikroorganismu
odectena hodnota MBC-B
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4. Vysledky

Vysledné hodnoty MIC, MBC, MBC-B a MBC/N zkouSenych pfipravku, kte-
ré jsme stanovili pomoci kmenu sbirky CCM, jsou uvedeny v tabulkach &. 5 — 8.

Homolog benzalkonia s 12 uhlikovym alkylovym fetézcem vykazoval MIC
pro kmeny Staphylococcus aureus a Escherichia coli v koncentraci
< 0,0014 ¢g/100 ml; pro kmen Pseudomonas aeruginosa 0,012 g/100 ml;
pro kmeny Proteus vulgaris, Serratia rubidaea, Candida albicans
0,004 g/100ml. MBC po 10 minutové expozici vykazoval pro kmeny Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea
v koncentraci 0,004 ¢/100 ml; pro kmen Pseudomonas aeruginosa
0,012 g/100 ml; fungicidné na kvasinkové houby Candida albicans pusobil
v koncentraci < 0,0014 ¢/100 ml, na vlaknit¢é houby Aspergillus niger
0,037 g/100 ml; sporicidni vlastnosti prokazal na spory rodu Bacillus subtilis
v koncentraci < 0,004 g/100 ml.

Homolog benzalkonia s 14 uhlikovym alkylovym fetézcem vykazoval MIC
pro kmeny Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia
rubidaea, Candida albicans v koncentraci < 0,0014 g/100 ml; pouze pro kmen
Pseudomonas aeruginosa byla potiebna vysSi koncentrace, a to
0,004 g/100 ml. MBC po 10 minutové expozici vykazoval pro kmeny Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea,
v koncentraci < 0,0014 g/100 ml; pro kmen Pseudomonas aeruginosa byla
ucinna koncentrace 0,012 g/100 ml; fungicidné na kvasinkové houby Candida
albicans pusobil v koncentraci < 0,0014 g/100 ml, na viadknité houby Aspergillus
niger 0,012 g/100 ml; sporicidni vlastnosti prokazal na spory rodu Bacillus subti-
lis v koncentraci < 0,004 g/100 ml.

Homolog benzalkonia s 16 uhlikovym alkylovym fetézcem i smés jednotli-
vych homologl vykazovaly MIC ve shodnych koncentracich jako homolog s 14
uhlikovym alkylovym fetézcem. Pfi stanoveni MBC po 10 minutové expozici
byly potfebné koncentrace pro smés homologl opét shodné s vyslednymi kon-
centracemi homologu s 14 uhlikovym alkylovym fetézcem. Homolog s 16 uhli-

kovym alkylovym fetézcem zde jiz vykazoval rozdily.
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MBC po 10 minutové expozici vykazoval homolog Cis pro kmeny Escherichia
coli, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea v koncentraci < 0,0014 g/100 ml; pro
kmen Staphylococcus aureus byla uc€inna koncentrace 0,012 g/100 ml a pro
kmen Pseudomonas aeruginosa 0,037 g/100 ml; fungicidné na kvasinkove
houby Candida albicans pusobil v koncentraci 0,004 g/100 ml, na vlaknité hou-
by Aspergillus niger 0,012 g/100 ml; sporicidni vlastnosti prokazal na spory rodu
Bacillus subtilis v koncentraci 0,012 g/100 ml.

V prostfedi s neutralizatorem se protimikrobni U€inky vSech pfipravkd vét-
Sinou snizily. Jen v nékolika pfipadech zlstaly hodnoty MBC na stejné urovni
jako v testech bez neutralizatoru. Byly to napfiklad hodnoty MBC pro kmen
Pseudomonas aeruginosa, kde byly vysledné hodnoty MBC shodné pro vSech-
ny vzorky v prostfedi bez neutralizatoru i s neutralizatorem. Naopak pro kmen
Serratia rubidaea se ucinnost vSech pripravkl v prostifedi s neutralizatorem sni-
Zila, a to o jedno az dvé fedéni.

V prostiedi zatizeném bilkovinou se protimikrobni ucinky vS8ech pfipravku
snizily jesté vyraznéji. V tomto pokusu nezustala zadna z vyslednych hodnot
MBC na plvodné zjisténych ucinnych koncentracich v prostfedi bez bilkovinné-
ho zatizeni. Uginna koncentrace se v pokusu v bilkovinném prostiedi sniZila jen
zcela vyjimec€né jen o jedno fedéni — napf. u homologu s 12 uhlikovym alkylo-
vym fetézcem pro kmeny Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.
Ve vétSiné pokuslU se vSak ucinnost snizila o dvé az tfi fedéni a v nékterych
pripadech dokonce o celou fadu fedéni, jako napfiklad u homologu s 16 uhliko-
vym alkylovym fetézcem pro kmen Escherichia coli.

Tab. 5. Stanovené hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) testovanych pfipravk
v [g/100 ml]

Mikrobialni kmen Zkouseny pripravek

C12 C14 C 16 Smés
Staphylococcus aureus <0,0014 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Escherichia coli <0,0014 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Pseudomonas aeruginosa 0,012 0,004 0,004 0,004
Proteus vulgaris 0,004 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Serratia rubidaea 0,004 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Candida albicans 0,004 <0,0014 <0,0014 <0,0014
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Tab. 6. Stanovené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace (MBC) testovanych pfi-

pravkl v [g/100 ml]

Mikrobialni kmen

Zkouseny pripravek

c12 c1i4 C 16 Smés
Staphylococcus aureus 0,004 <0,0014 0,004 <0,0014
Escherichia coli 0,004 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Pseudomonas aeruginosa 0,012 0,012 0,037 0,012
Proteus vulgaris 0,004 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Serratia rubidaea 0,004 <0,0014 <0,0014 <0,0014
Candida albicans 0,004 <0,0014 0,004 <0,0014
Aspergillus niger 0,037 0,012 0,012 0,012
Bacillus subtilis <0,004 <0,004 0,012 <0,004

Tab. 7. Stanovené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace s pouzitim neutralizatoru

(MBC/N) testovanych pripravkda v [g/100 ml]

Mikrobialni kmen

Zkouseny pripravek

Cc12 c1i4 C 16 Smés
Staphylococcus aureus 0,004 <0,0014 0,004 0,004
Escherichia coli 0,333 0,037 <0,0014 0,037
Pseudomonas aeruginosa 0,012 0,012 0,037 0,012
Proteus vulgaris 0,004 <0,0014 0,004 <0,0014
Serratia rubidaea 0,012 0,012 0,004 0,004
Candida albicans 0,004 <0,0014 0,012 0,004

Tab. 8. Stanovené hodnoty minimalni baktericidni koncentrace v prostredi s bilkovinou

(MBC-B) testovanych pfipravkil v [g/100 ml]

Mikrobialni kmen

Zkouseny pripravek

Cc12 c1i4 C 16 Smés
Staphylococcus aureus 0,012 0,037 0,012 0,012
Escherichia coli 0,037 0,111 >1 0,111
Pseudomonas aeruginosa 0,037 0,111 1 0,333
Proteus vulgaris 0,037 0,012 1 0,111
Serratia rubidaea 1 0,012 1 1
Candida albicans 0,037 0,333 0,111 0,111
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Prehled vysledkd v grafickém provedeni

Graf €. 1: Stanovené hodnoty MIC g/100 mi
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Graf ¢. 4: Stanovené hodnoty MBC-B g/100 ml
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5. Diskuze

V nasem experimentu jsme testovali protimikrobni Ucinnost pfipravkd, kte-
ré se fadi mezi kvartérni amoniové soli. Struktura jejich molekuly je obdobna,
liSi se pouze riznou délkou dlouhého alkylového fetézce ve funkéni ¢asti jejich
molekuly. Pracovali jsme se vzorky:

- N,N-dimethyl-N-benzyl-N-dodecylamoniumbromid - v textu oznaCovany

jako homolog s 12 uhlikovym alkylovym fetézcem (C1z), bé&zné znamy

v pripravku Ajatin ® solutio

- N,N-dimethyl-N-benzyl-N-tetradecylamoniumbromid — v textu oznaCovany

jako homolog s 14 uhlikovym alkylovym fetézcem (C14)

- N,N-dimethyl-N-benzyl-N-hexadecylamoniumbromid — v textu oznaCovany

jako homolog s 16 uhlikovym alkylovym fetézcem (Cis)

- Ctvrtym vzorkem byla smés jednotlivych homologu, kterou jsme ziskali

smiSenim v poméru1:1:1

U jednotlivych vzorkl jsme stanovili suspenzni mikrometodou MIC, MBC,
MBC-B a MBC/N. Jako testovaci mikroorganismy jsme pouZili sbirkové kmeny
CCM Staphylococcus aureus 4516, Escherichia coli 4517, Proteus vulgaris
1956, Serratia rubidaea 4684, Pseudomonas aeruginosa 1961, Candida albi-
cans 8215. Standardni suspenzni metodou jsme ovéfili u€innost pfipravkd na
vlaknité houby a spory. Touto metodou jsme stanovili MBC pfipravkud pro sbir-

kové kmeny CCM Aspergillus niger 8222 a Bacillus subtilis 1999.
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Vybérem kmenl jsme méli zastoupeny skupiny aerobnich mikroorganisma
— grampozitivni, gramnegativni (fermentujici i nefermentuji), houby (mikrosko-
pické kvasinkovité i vlaknité) a bakterie tvofici spory.

Nasim zakladnim cilem bylo porovnat protimikrobni ucinnost jednotlivych
homologll benzalkonia a jejich smési na jednotlivé druhy mikroorganisma.
V literatufe jsme nalezli udaj, Ze homolog Ci, je neju€innéjsi proti kvasinkam
a plisnim, C14 homolog nejlépe ucinkuje proti G+ bakteriim a Cy6 proti G- bak-
teriim (Kuc€a, Kival, Dohnala, 2004 — s odkazem na Merianos, 1991). V naSich
testech prokéazaly vSechny tfi homology i jejich smés velmi dobré protimikrobni
uCinky, pokud nebylo prostfedi zatizeno bilkovinou. VSechny ucinné koncentra-
ce uvadéné v dalSim textu jsou v g/100ml.

Pfi stanoveni MIC suspenzni mikrometodou, vykazaly homology Ci14, Ci6
a smés naprosto shodné ucinné hodnoty pro testovaci mikroorganismy. Tyto
hodnoty ucinnych koncentraci byly velmi nizké (< 0,0014), kromé& kmene Pseu-
domonas aeruginosa byl rust potlaéen ve vSech zkousenych koncentracich. Pro
kmen Pseudomonas aeruginosa bylo potfebné ucinné fedéni jen o jednu Fadu
vyssi (0,004). Homolog Ci» pfi stanoveni MIC vykazal shodné vlastnosti
s ostatnimi homology i se smési pouze pro kmeny Staphylococcus aureus
a Escherichia coli. Pro ostatni kmeny vykazal ucinné fedéni vzdy o jednu fadu
vySSi nez ostatni vzorky (0,004 a pro Pseudomonas aeruginosa 0,012). Pfesto-
Ze se v literatufe uvadi, Ze kolisani = 1 fedéni se bézné vyskytuje pfi opakovani
pokusl (Kneiflova, 1988) a nebyva na tento rozdil bran zfetel, v tomto testu se
nam rozdilny vysledek o jedno fedéni zopakoval s naprostou pravidelnosti, ze
jsme se rozhodli tento rozdil nezanedbavat. V zavéru v testu MIC prokazaly
homology C14, C16 @ smés shodné protimikrobni u€inky. Homolog C;, prokazal
niz8i ucinnost o jedno fedéni nez ostatni proti kmenim Pseudomonas aerugi-
nosa, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea a Candida albicans. Provedenim této
zkousky se nam tedy deklarované vlastnosti pfipravkl jednoznaéné neprokaza-
ly.

Jelikoz jsme chtéli MBC testovanych pfipravkl stanovit i pro viaknité houby
a spory, byli jsme nuceni pouzit dvou metod. Pro kmeny bakterialni a kvasinko-
vé houby jsme pouzili suspenzni mikrometodu, pro kmeny vlaknité houby a spo-

ry jsme pouzili standardni suspenzni metodu.
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Testované pfipravky vtomto testu vykazaly vétSi rozdily v protimikrobni
ucinnosti na jednotlivé mikroorganismy nez v testu stanovujicim MIC. Na gram-
pozitivni kmen zastoupeny Staphylococcus aureus byl v naSem testu nejucin-
néjSi homolog Cy14 a smés homologl (< 0,0014), homolog Ci, a Cis vykazuji
proti tomuto kmeni u€innou koncentraci o jednu fadu Fedéni vysSi (0,004).
Uginnost proti bakteriim gramnegativnim vykézaly obdobné vlastnosti homolog
C14 a Cy6. Oba dokazaly usmrtit kmeny Escherichia coli, Proteus vulgaris, Ser-
ratia rubidaea ve vSech testovanych fedénich, jejich MBC proti témto kmenim
jsme stanovili < 0,0014. U zastupce nefermentujicich gramnegativnich bakterii
Pseudomonas aeruginosa byly u€inné koncentrace potfebné k usmrceni kmene
vySSi. Pro homolog C14 byla ucinna koncentrace vyssi o 2 fedéni (0,012), pro
homolog Ci6 vy$Si dokonce o 3 fedéni (0,037). Smé&s homologu vykazala pro
vSechny gramnegativni bakterie shodné ucinky jako C4. Homolog Ci, vykéazal
proti gramnegativnim bakteriim nizSi uc¢innost. Proti zastupcim fermentujici fa-
dy bylo potfeba uc€inné koncentrace shodné o jednu fadu fedéni vyssi (0,004).
Proti nefermentujici Pseudomonas aeruginosa vykazal homolog Ci, shodnou
ucinnost jako homolog Ci4 (0,012). Proti zastupci kvasinkové houby Candida
albicans byly v nasem testu nejucinnéjSi homolog C,;4 a smés homologu
(< 0,0014). O jednu fadu fedéni vySe, bylo potfeba k u¢inku homologu Cj, a
C16 (0,004). Kmen vlaknité houby Aspergillus niger vykazal vétsi odolnost vici
nami zkousenym pfipravkim nez-li kmen kvasinkové houby. U&inna koncentra-
ce byla pro homology Ci14, C15 @ smés 0,012, pro C,, dokonce 0,037. Velmi
prekvapivé byly vysledky zkouSky na ucinnost pfipravk( proti sporam. Zde
vSechny pfipravky vykazaly ucinnost v koncentraci < 0,004, krom& homologu
C16 (0,012).

PFi stanoveni MBC za pouziti neutralizatoru nékteré hodnoty MBC zUstaly
na svych puvodnich hodnotach, ve vSech ostatnich pfipadech bylo zapotfebi
vysSi koncentrace k usmrceni mikroorganismu, a to 1 — 2 fady fedéni. Proti
grampozitivnimu Staphylococcus aureus vykazal nejlepsi ucinnost v prostredi
s neutralizatorem homolog Ci4 (£ 0,0014). U gramnegativnich bakterii byly vy-
sledky mezi jednotlivymi kmeny rozdilné. Proti kmeni Escherichia coli vykazal

nejlepsSi protimikrobni u€innost homolog C; (< 0,0014).
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Pro kmen Proteus vulgaris za pouZiti neutralizatoru meély shodnou nejlepSi

ucinnost homolog C14 a smés homologu (< 0,0014).
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Pro kmen Serratia rubidaea opét smés homologu, ale samostatné homolog Ci6
(0,004). Pro kmen Pseudomonas aeruginosa byly vysledky naprosto shodné
jako v prostfedi bez neutralizatoru, tedy shodna ucinnost homologli C1,, C14 a
smési (0,012) a nizsi ucinnost homologu Ci6 0 jednu fadu fedéni (0,037). Pro
kmen Candida albicans v prostfedi s neutralizatorem prokazal nejlepsi protimik-
robni uc¢innost homolog C14.

Pokus stanoveni MBC v bilkovinném prostfedi nam potvrdily udaje, ze bil-
kovinné prostfedi snizuje ucinnost kvartérnich amoniovych slou€enin. Nejvice
byl ovlivnén bilkovinnym prostfedim homolog Cis. U néj klesla protimikrobni
ucinnost proti vétSiné testovacich kmend o nékolik fad fedéni. Pro kmeny
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea jsme stanovili
hodnotu MBC v bilkovinném prostfedi 1. Pro kmen Escherichia coli jsme do-
konce hodnotu MBC v tomto provedeni nedokazali zjistit (> 1), protoze rust
kmene nebyl potlaen v zadném nami zkouSeném fedéni pfipravku. Nejméné
byla ovlivnéna uc¢innost v bilkovinném prostfedi vSech pfipravkda proti kmeni
Staphylococcus aureus. Zde vykazaly shodnou uc€innost homology Ciz, Cis
a smés homologu (0,012), homolog Ci4 pouze o jednu fadu fedéni nizsi
(0,037). Nejvice odolnym kmenem v bilkovinném prostfedi se ukazala Serratia
rubidaea. VSechny vzorky proti tomuto kmeni vykazaly shodnou ucinnost (1),
kromé& homologu Cq4, kterému stacila koncentrace 0,012. Nejlépe u€innym ho-
mologem v prostfedi s bilkovinou se prokéazal Ci,. Vykazal ve vétSiné pfipadu
kmene Serratia rubidaea.

NaSe vysledky ovéreni rizné protimikrobni ucinnosti jednotlivych homolog
benzalkonia na r(zné skupiny mikroorganismu nebyly zcela jednoznacné.
V testu MIC byly vysledné hodnoty ucCinnych koncentraci opravdu velmi po-
dobné, liSici se maximalné o jednu fadu fedéni. Pokud bychom brali zfetel i na
tento rozdil, mély homology C14 a C16 shodné protimikrobni vlastnosti, homolog
C12 niZsi o jednu Fadu fedéni pro vétSinu gramnegativnich bakterii a pro kmen
Candida albicans.

V testu MBC vysledky protimikrobni u€innosti jednotlivych homologu také
nebyly pfili§ rozdilné. Pokud bychom brali v Gvahu rozdil v u€innosti i o jednu
fadu fadéni, mohli bychom fici, Ze homolog Ci4 potvrdil svou lepSi uc¢innost na

grampozitivni bakterie.
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V ucinnosti na gramnegativni bakterie vykazal homolog C;s shodné ucinky
s homologem Ci4, pro kmen Pseudomonas aeruginosa dokonce o jednu fadu
fedéni horsi. Homolog C1, v nasem testu nepotvrdil svou lepsi fungicidni ucin-
nost.

V testu MBC, kde bylo prostfedi zatizeno bilkovinou, vykazaly homology
C14 a Cy6 horSi odolnost vici tomuto prostiedi a jejich protimikrobni u€innost se
nékolikanasobné snizila. Tento jev bude zfejmé dan strukturou jejich molekuly,
kdy delSi alkylovy fetézec lépe reaguje s molekulou bilkoviny.

Prekvapivé byly vysledky sporicidni ucinnosti pfipravkd. O homologu Cj,
u nas znamy jako Ajatin® solutio, se b&Zné uvadi, Ze sporicidni vlastnosti nema.
Od ostatnich homologu jsme ocekavali vysledek obdobny. V naSem testu v3ak
prokazaly vSechny homology velmi dobrou sporicidni vlastnost. Zfejmé by bylo
vhodné tuto vlastnost ovéfit jesté na jinych sbirkovych kmenech.

Pfiznivym zjiSténim vtestech byl jev, Ze smés homologl pfebira
v protimikrobni ucinnosti lepsi vlastnosti svych jednotlivych slozek.

Celkové vySly naSe vysledné hodnoty uc€innych koncentraci 1épe nez je
b&zné v literatufe o Ajatinu® solutio uvadéno. Tento jev bude zfejmé zptisoben
tim, Ze jsme pocitali se skute€nou koncentraci ucinné latky v roztoku. U bézné
provadénych zkouSek se pocita s vychozim vzorkem jako 100 %. Pfi tom
k dispozici jsou roztoky Ajatinu® solutio s obsahem uginné latky 1 g/100ml nebo
10 g/100 ml.

6. Zaveér

V nasem testu jsme se snazili porovnat uc€innost jednotlivych homologu
benzalkonia na jednotlivé druhy mikroorganismu. V literatufe uvadéné vlastnosti
se nam nepodafilo stoprocentné potvrdit. Homolog C14 vykazoval lepSi u€innost
proti grampozitivnim bakteriim, ale jen v prostfedi nezatizeném bilkovinou. Ho-
molog Cis vykazoval velmi dobré vlastnosti proti gramnegativnim bakteriim, ale
homolog Ci4 mél v testech viastnosti obdobné. Homolog C;, vykazoval vétsi-
nou horsi protimikrobni vlastnosti.

Dokonce i na houby, proti kterym by mél ucinkovat Iépe. Homolog C,, vykazal
lepSi vlastnosti pouze v prostfedi zatizeném bilkovinou.

Vysledky stanovené pro kmen Candida albicans suspenzni mikrometodou,

by zfejmé bylo jeSté dobré ovéfit standardni suspenzni metodou.
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Pfi pfipravé mikrobialni suspenze kvasinkové houby na zakal €. 5 podle stupni-
ce McFarlanda jsme dosahli poétu zarodkd v suspenzi pouze 5 . 10°. Pfi pre-
o€kovani pomoci ruénich inokulatort jsme na jednotlivych trnech tedy méli mé-
né prenasenych zarodkl nez u bakterialnich kmenu.

Sporicidni vlastnosti pfipravkl byly velmi pfekvapivé az zarazejici, proto by
bylo vhodné ovéfit je jeSté na jinych sbirkovych kmenech.

Pozitivnim zjisténim zkouSek bylo, Ze smés homologu prebira lepsi viast-
nosti svych slozek v protimikrobni uc€innosti. Navic ve smési mizel problém, kte-
ry jsme méli se samostatnymi homology Ci4 a Cig, S jejich vysokou viskozitou
a tendenci krystalizovat v roztoku. Cim del$i byl alkylovy fetézec ve funkéni
¢asti molekuly, tim se tyto vlastnosti zhorSovaly. Se smési homologu tyto pro-
blémy nebyly. Ovéfili jsme vlastnosti smési, ktera byla pfipravena v poméru 1 :
1 : 1 jednotlivych slozek. Zfejmé by bylo dobré provéfit protimikrobni vlastnosti
smési, pfipravené v jinych pomérech jednotlivych homologu.

V pfipadnych dalSich pokusech bychom po zkuSenostech s fyzikalnimi
vlastnostmi pfipravki spiSe doporucovali standardni suspenzni metodu, i kdyz
Ci6 byl problém, Ze v jamkach meél tendence krystalizovat, coz ve vétSim obje-

mu v Petriho miskach odeznélo.
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7. Souhrn

V praci jsme se snazili porovnat protimikrobni uc¢innost bromid benzalko-
nia s rizné dlouhymi alkylovymi fetézci, vazaného v u€inné kationtové ¢asti mo-
lekuly. Pracovali jsme s homology, které mély délku tohoto fetézce 12, 14 a 16
uhlikl a se smési homologut, smichanych v poméru 1 : 1 : 1. Protimikrobni
ucinnost jsme porovnavali na zastupcich G+ bakterii, G- bakterii, kvasinek,
plisni a spor. Pouzili jsme zastupce kment z Ceské sbirky mikroorganismti Pfi-
rodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné, a to: Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea, Pseudomonas aeru-
ginosa, Candida albicans, Aspergillus niger, Bacillus subtilis. Stanovili jsme
MIC, MBC, MBC/N a MBC-B pomoci suspenzni mikrometody pro vSechny
kmeny kromé plisné a zastupce spor. Pro Aspergillus niger a Bacillus subtilis
jsme stanovili pouze MBC, a to standardni suspenzni metodou.

Vysledky ucinnych koncentraci jednotlivych testl jsou uvedeny g/100 ml.

V testu MIC byla protimikrobni U€innost v§ech zkouSenych pfipravkd témeér
shodna. Pro kmen Staphylococcus aureus a Escherichia coli vykazaly vSechny
zkouSené homology i smés ucinnost pfi koncentraci < 0,0014. Pro kmen Pseu-
domonas aeruginosa homology Ci4, C16 @ smés 0,004, homolog C;, 0,012.
Pro kmeny Proteus vulgaris, Serratia rubidaea, Candida albicans homology Ci4,
C16 a smés shodné < 0,0014, homolog C1, 0,004.

V testu MBC vykazal protimikrobni u€innost na kmen Staphylococcus au-
reus homolog Ci14 a smés homologl v koncentraci < 0,0014, homology C1»
a Cj6 v koncentraci 0,004. Na kmeny Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia
rubidaea homology Ci14, C15 @ smés < 0,0014, homolog C;, 0,004. Na kmen
Pseudomonas aeruginosa homology Ci2, Ci4 @ smés 0,012, homolog Cis
0,037. Na kmen Candida albicans homolog C14 a smés < 0,0014, homology Ci»

a Ci6 0,004. Na kmen Aspergillus niger homology C14, C16 @ smés 0,012, ho-
molog C1, 0,037. Na spory kmene Bacillus subtilis homology Ci2, C14 a smés
<0,0014, homolog C46 0,037.

V testu MBC/N vykazal protimikrobni ucinnost proti kmeni Staphylococcus

aureus homolog C14 v koncentraci < 0,0014, homology C12, C16 a smés 0,004.
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Proti kmeni Escherichia coli homolog C;6 v koncentraci < 0,0014, homolog Ci4
a smés 0,037, homolog C;, 0,333. Proti kmeni Pseudomonas aeruginosa ho-
mology C12, C14 a smés 0,012, homolog C6 0,037. Proti kmeni Proteus vulga-
ris homolog C14 a smés < 0,0014, homology C;, a Cy6 0,004. Proti kmeni Ser-
ratia rubidaea homolog C1 a smés 0,004, homology Ci2, C14 0,012. Proti kme-
ni Candida albicans homolog C14 < 0,0014, homolog C1, a smés 0,004, homo-
log C16 0,012.

V testu MBC-B vykazaly protimikrobni u€innost proti kmeni Staphylococcus
aureus homology Cj,, Ci16 a smés v koncentraci 0,012, homolog Ci14 0,037.
Proti kmeni Escherichia coli homolog Ci, 0,037, homolog Cy14 a smés 0,111
a homolog C4 > 1. Proti kmeni Pseudomonas aeruginosa homolog C, 0,037,
homolog C14 0,111, smés 0,333 a homolog Cis 1. Proti kmeni Proteus vulgaris
homolog Ci, 0,037, homolog Ci14 0,012, smés 0,111 a homolog Cis 1. Proti
kmeni Serratia rubidaea homolog C14 0,012, homology Ci2, C16 @ smés 1. Proti
kmeni Candida albicans homolog C;, 0,037, homolog C;5 a smés 0,111, homo-
log C14 0,333.

Dle literatury je homolog Ci, nejucinnéjsi proti kvasinkam a plisnim, Ci4
homolog proti G+ bakteriim a Cis proti G- bakteriim (Kuca, Kival, Dohnala,
2004 — s odkazem na Merianos, 1991). Nade vysledky ovéfeni rizné ucinnosti
jednotlivych pomologl na rizné skupiny mikroorganism( nebyly zcela jedno-
znacné. Vysledky se Casto liSili pouze o jedno fedéni. Homolog C4 vykazoval
lepSi u€innost proti grampozitivnim bakteriim, ale jen v prostfedi nezatizeném
bilkovinou. Homolog C1¢ vykazoval velmi dobré vlastnosti proti gramnegativnim
bakteriim, ale homolog C;4 mél v testech vlastnosti obdobné. Homolog C1, vy-
kazoval ve vétSiné testl horSi protimikrobni vlastnosti, pouze se ukazalo, ze je
odolngjSi proti bilkovinnému zatizeni prostfedi. Pfekvapivé byly velmi dobré
vysledky sporicidni u€innosti pfipravkd. Pozitivnim zjisténim zkousek bylo, Ze
smeés homologu prebirala lepsi viastnosti svych slozek v protimikrobni u¢innosti.
Navic ve smési mizel problém, ktery jsme méli se samostatnymi homology C14
a Cig, sjejich vysokou viskozitou a tendenci krystalizovat v roztoku. Zjisténé
protimikrobni G&inky zkouSenych pfipravka by bylo jesté vhodné ovéfit na jinych
sbirkovych kmenech. Také by bylo zajimavé jesté proveéfit protimikrobni viast-

nosti smési, pfipravené v jinych pomeérech jednotlivych homologu.
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7. Summary

We tried to compare antimicrobial effectiveness of Benzalkonium bromide
with various lengths of alkyl chains fixed in effective cationic section of the mo-
lecule in this dissertation. We worked with homologues that had the alkyl chain
length 12, 14 and 16 carbon atoms and also with the mixture of homologues mi-
xedinratiol:1: 1. We were comparing the antimicrobial effectiveness against
the members of G+, G- bacteria, torula, fungi and spores. We used agents from
the Czech collection of microorganisms of the Natural science faculty of the Ma-
saryk University Brno. Namely they are: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Proteus vulgaris, Serratia rubidaea, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Aspergillus niger and Bacillus subtilis. We determined MIC, MBC,
MBC/N and MBC-B by the help of suspense micromethod for all strains except
the fungi and spores members. Concerning the Aspergillus niger and Bacillus
subtilis we determined only the MBC. This was executed by the standard sus-
pension method.

The results of effective concentrations of particular tests are mentioned in
g/100ml.

The antimicrobial effectiveness in the MIC test was nearly identical for all
tested preparations. Concerning the bacterial strain of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli all homologues and also a mixture proved their effective-
ness in concentrations under 0,0014. Concerning the strain Pseudomonas ae-
ruginosa the effective concentrations for Cy4, C16 homologues was 0,004 and
for homologue C3, 0,0012. Concerning the Proteus vulgaris, Serratia rubidaea,
Candida albicans strains the effective concentrations of homologue Ci4, Ci6
was under 0,0014 and homologue C;, was equal 0,004.

The antimicrobial eff ectiveness against the strain of Staphylococcus au-
reus was proved in test for MBC in concentration under 0,0014 for homologue
Ci4 and the mixture of homologues, for homologue C,, and C; the concen-
tration was 0,004. Concerning the strain of Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Serratia rubidaea we proved that homologues C14, C16 and the mixture worked
in concentration under 0,0014 and homologue C;, worked in 0,004. For the
strain Pseudomonas aeruginosa the C;, and C;4 homologues and the mixture

the effective concentration was 0,012 and for homologue C;5 it was 0,037.
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Effective concentration against the strain of Candida albicans was under 0,0014
for homologue C14 and the mixture for homologue C;, and Ci the concentra-
tion was 0,004. Against the strain of Aspergillus niger homologues C14, C15 and
the mixture worked in concentration 0,012. Homologue Ci, worked in con-
centration 0,037. The homologues C;,, C14 and the mixture in concentration
under 0,0014 affected the spores of strain of Bacillus subtilis. The homologue
Ci6 affected in 0,037.

The antimicrobial effectiveness against the strain of Staphylococcus aureus
was proved in test for MBC/N in concentration under 0,0014 for homologue Ci4
and the mixture of homologues, for homologue Ci, and C the concentration
was 0,004. Concerning the strain of Escherichia coli the homologue C;¢ worked
in concentration under 0,0014. Homologue Ci4, and the mixture worked in
0,0037 and homologue Cj, in 0,333. For the strain of Pseudomonas aeruginosa
the C,2 and C;4 homologues and the mixture the effective concentration was
0,012 and for homologue C4¢ it was 0,037. The effective concentration for Pro-
teus vulgaris was under 0,0014 at C,4, homologue and the mixture and 0,004 at
homologues Ci, and Ci6. At Serratia rubidaea we proved that homologue Cis
and the mixture worked in concentration under 0,004 and homologues Ci, and
Ci14 worked in 0,012. Effective concentration against the strain of Candida albi-
cans was under 0,0014 for homologue Ci4, for homologue C;, and the mixture
the concentration was 0,004. Homologue C16 worked in 0,012.

The antimicrobial effectiveness against the strain of Staphylococcus aureus
was proved in test for MBC-B in concentration 0,0012 for homologue Ci,, Cis
and mixture and 0,037 for C14 homologue. Concerning the strain of Escherichia
coli the homologue C;, worked in concentration 0,037. Homologues Ci4 and
the mixture worked in 0,111 and homologue C3¢ in concentration higher then 1.
For the strain of Pseudomonas aeruginosa, the effective concentration for the
C12 homologue was 0,037 and for homologue Cy4 it was 0,111, for the mixture
0,333 and for the C;5 homologue 1. The effective concentration for Proteus vul-
garis was 0,037 at C;, homologue, 0,012 at homologue Cy4, 0,111 at the mix-
ture and 1 at the homologue Ci6. At Serratia rubidaea we proved that homolo-
gue C14 worked in concentration 0,012 and homologues C;, and C; and the

mixture worked in 1.
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Effective concentration against the strain of Candida albicans was 0,037 for
homologue C3i,, for homologue C;s and the mixture it was 0,111 and for Cy4
homologue 0,333.

According to the literature the C1, homologue is the most effective against
torula and fungi. C14 homologue works the best against G+ bacteria and Cis
homologue against G- bacteria (Ku€a, Kival, Dohnal, 2004 — with reference to
Merianos, 1991). The results coming from our testing of different homologues
against various microbial strains are not that unambiguous then the literature
says. The results differ only by one dilution. Homologue Ci4 shows better effi-
ciency against G- bacteria but only in media without the protein presence. Ho-
mologue Cis shows very good properties against G- bacteria but on the other
hand the C,4 has almost the same qualities. Homologue C,, embodies worse
antimicrobial qualities in a majority of performed testing but it shows that it is
more resistant against the media with a protein load. Quite good sporecidal
efficiency of all prepared preparations was very surprising. The mixture of ho-
mologues overtakes the better properties of its particular members in antimicro-
bial efficiency. This information was considered as a very positive finding. To-
gether with this positive effect we have discovered that the mixture also remo-
ves the disadvantage of homologues Cy4 and Cis with their high viscosity and
tendency to crystallize from the solution. It would be recommended to verify the
obtained antimicrobial effectiveness data against the different strains from the
microbial collection. It would also be interesting to prove the antimicrobial pro-
perties of the mixture that would be prepared from the same particular homolo-

gues but in different ratios.
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