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ANOTACE

Tato diplomova priace se zabyva schopnosti antiseptickych latek (chlorhexidin,
oktenidin, SHCI, octan stiibrny) indukovat rezistenci v zastupcich béznych patogent
chronickych ran. Zastupcem z gram pozitivnich bakterii je Staphylococcus aureus a z gram
negativnich bakterii Pseudomonas aeruginosa. Teoreticka ¢ast se pak vénuje chronickym
randm a jejich hojenim, zastupciim antiseptickych latek a bakterialni rezistenci. V praktické
Casti se zabyvam minimalni inhibi¢ni koncentraci antiseptik, stanovenim lipopolysacharidd

a vliv effluxu na rezistenci.
KLiICOVA SLOVA

Chronicka rana, bakteridlni rezistence, antiseptika, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, minimalni inhibi¢ni koncentrace, efflux

TITLE

The ability of selected antiseptics to induce bacterial resistence
ANNOTATION

This diploma thesis deals with the ability of at antiseptic substances (chlorhexidine,
octenidine, SHCI, silver acetate) to induce resistance in the representatives of common
pathogens of chronic wounds. The representative observed from gram-positive bacteria
is Staphylococcus aureus and from gram-negative bacteria Pseudomonas aeruginosa.
The theoretical part then deals with chronic wounds and their healing, representatives
of antiseptic substances and bacterial resistance. In the practical part I deal with the minimum
inhibitory concentration of antiseptics, determination of lipopolysaccharides and the effect

of efflux on resistance.
KEYWORDS

Chronic wound, bacterial resistance, antiseptics, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, minimum inhibitory concentration, efflux
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z bunky, odpovidaji za zk¥izenou rezistenci



Uvod

Tato diplomova prace se zabyva rezistenci antiseptik a problematikou hojeni chronickych
ran. Za ranu se pokladd n¢jakym zplsobem poruSené kozni kryti. NarusSi se tim bariéra
mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim. Samotné hojeni je velmi slozity proces doprovazeny
bunécnymi poruchami, coz ve vét§iné piipadii vede k tvorbé nehojicich se chronickych ran.
Rozdil chronické rany od akutni je doba hojeni. Chronické rany se pomalu hoji a v prvnich
6 az 9 tydnech nevykazuji naznak hojeni. Jde o zasadni zdravotni problém postihujici znacnou

¢ast populace.

Hojeni ran ma né¢kolik fazi. Hned na zacatku dochéazi k migraci leukocytd do mista
poranéni. Dojde k vytvoieni fibrinové matrice a za¢ina hemostaza. Velkym pfilivem neutrofilti
se uvoliuje z zirnych bunék vetsi mnozstvi prozanétlivého histaminu a vznika otok a zanét
rany. Nadmérny zanét predstavuje riziko ve tvorbé nekroz a poruseni tkdn€. Naslednou
prolifera¢ni fazi dochazi k migraci fibroblastli, keranocytti, vyplnéni mezer a celkové

remodelaci rany.

Problém Spatného hojeni ran trapi lidstvo od praddvna. Uz za doby starovéku pouzivali
Egyptané suché obvazy i vlhké kryti. Déle se poprvé podrobnéji popsal a klasifikoval zanét.
V infikovanych ranach se prokazala pfitomnost bakterii. Zasadni rozkvét v 1é¢bé nastal
az za objevu antisepse a antibiotik (20. stoleti). Cast&j§im pouZivanim téchto ptipravkd

vSak zadala vznikat rezistence.

Pro 1é¢bu chronickych ran je dulezité pouziti vhodného kryti obsahujiciho antimikrobialni
latky. Vhodnou l1é¢bou dokézeme snizit biologickou zatéz a zajistit tak dostate¢nou kontrolu
nad infekci rdny. Pro chronické rany jsou vhodnéjsi antiseptika, protoze na rozdil od antibiotik
proti nim bakterialni rezistenci. V této praci jsou popsany mozné druhy antiseptik,

zpusob pusobeni a vznik bakterialni rezistence.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit indukci rezistence patogend vici vybranym
antiseptikiim (chlorhexidin, oktenidin, stéibro a chloramid hyaluronanu) u béznych patogenti
chronickych ran. Zastupcem gram pozitivnich bakterii je Staphylococcus aureus a gram

negativnich Pseudomonas aeruginosa.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Anatomie kiiZe

K nejvétsim organim lidského téla patii kize. Povrch ktize dospélého clovéka
tvoii az 2 m?. Mezi hlavni funkce kiize patii: tvofit bariéru mezi vné&j$im a vnitinim okolim,
udrzovat stalou télesnou teplotu, syntéza melaninu a vitaminu D, vylu¢ovat chemické latky
z téla potnimi a mazovymi zlazami, regulovat teplo, chlad a bolest. Sklada se z pokozky
(epidermis), Skary (dermis) a podkozi (hypodermis) viz obrazek 1. Tyto vrstvy se od sebe lisi

strukturou a funkci kazdé vrstvy.

vias

rohové vrstva kofen

nervové
zakonZeni

Zrnitd vrstva—s

Epidermis

bazdini vrstva

Povrchovy 33
vaskuldrni plexus ‘

Dermis

viasovy vétek
pappila

| Subkuténni
| vrstva

viasovy sval
nerv

p tukové buliky
nlubokz
vaskularni plexus

Obrazek 1: Anatomie kize (Pokornd a Mrazkova, 2012)

Epidermis tvofi vrchni ¢ast kiize. Tvoii ji mnoho vrstev dlazdicovych a kmenovych
bunék, které dokdzou regenerovat kuzi. Bunky, nez se pfesunou k povrchu kuze,
se mnozi v bazalni vrstvé. Pokozka se regeneruje béhem 28 dni. Pfechod epidermis na dermis

vewvr )

je zvInény, coz ve stafi zpusobi snadné&jsi tvorbu puchyit a ran (Pokorna a Mrazkova, 2012).

Dermis je tvofena papilami (vybézky). Smeérem dolt dojde k pfechodu na tukovou tkan,
ktera obsahuje kolagenni a elastickd vldkna. Tyto vldkna vytvofii svazky a prostorovou sit.
Poranéni kiize v linii téchto svall dojde k lepSimu zahojeni. V ptipad¢, Ze je rana ptimo v téchto

vlaknech, mize dojit k rozevirani a tvorb¢ jizev (Stryja et al., 2016).
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Nejhlubsi ¢asti klize je hypodermis. Tvofena je z tukovych bunék, specifickych vlaken
a krevnich cév. Podkozni vrstva je v jednotlivych Céastech téla a mezi pohlavimi rtzna.
Nejsilné€jsi byva na hyzdich a bfise. Nejslabsi je na o¢nich vickach (Pokorna a Mrazkova,
2012).

1.2 Rana

Za ranu se pokladd jakékoliv poruSeni kozniho krytu. Naru$i se tim bariéra
mezi vnitinim a vnéj§im prostfedim. Rana muize byt riizné hluboka. Pfi¢in vzniku ran je mnoho.
Mezi externi pfiCiny fadime napt.: dermatitidy, infekce, patologicky tlak, trauma. Do pficin
internich fadime: poruchy krvetvorby, neuropatie, metabolické poruchy, autoimunitni
onemocnéni. Rany délime na povrchové a hluboké, dale lze délit podle vzniku rany
na mechanické (fezné, sttelné, trzné, zhmozdéné...), chemické (kyseliny a zasady),
termické (popaleniny, omrzliny), aktinické (radiové zatreni). Dalsi déleni je podle délky 1écby

na akutni rany a chronické rany (Valenta, 2007; Han a Ceilley, 2017).

1.3 Hojeniran

Hojeni ran je proces slozity a dynamicky provazeny bunéénymi udalostmi,
které umoznuji opravit poskozenou tkan. V piipadé poSkozeni danych bunécnych procest
spojené s hojenim ran, miize vést ke tvorbé nehojicich chronickych ran. Primérnimi rizikovymi
faktory vzniku téchto ran je vysoky vék a nekontrolovany diabetes (Wilkinson a Hardman,
2020).

+—— Remodelace ——

| +——— Proliferace PO
| Zanét —|
A —_— Neutrophils
------ Macrophages
s Fibroblasts
- Lymphocyles
]

ouy
.
o \.
.
N
™
SN
N
.

Relativni pocet bunék .

(=]

Graf 1: Zavislost po¢tu bunék v akutni rané na ¢ase (Ashley, 2018)
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Graf ¢islo 1 zndzorfiuje mnoZstvi bunééné migrace imunitnich bunék (neutrofil,

makrofag, fibroblast, lymfocyty) pii riznych fazi rany v pribéhu casu.

1.3.1 Historie 1é¢by ran

Problematikou hojeni ran se lidstvo zabyvéa uz od pradavna. Ze starovékého Egypta
(1650 pi. n. 1.) jsou na papyru zaznamy, ze uz Egyptané vyrazné zacali vyuZzivat suchych
obvazli v péci o Cisté rany. U infikovanych ran zase uzivali vlhké kryti. Hippokrates
(400 pt. n. 1) poukazoval na vyznam infekce pifi hojeni ran. Ve starovékém Rimé
(5 pt. n. 1.-50 n. 1.) doslo ke klasifikaci zanétu. Zato zkuSenosti a mySlenky od feckého 1ékaie
Galéna (200 n. 1.) se vyuzivalo az do 15. stoleti. Cisténi otevienych ran véle¢nych poranéni

a amputaci hmyzimi larvami byl popsan za vlady Karla IV. (Koutna, 2010; Porter, 2001).

Velky rozkvét v hojeni ran nastal pii objevu antisepse a asepse. Robert Koch
(1843-1910) zjistil ptitomnost stafylokoki v hnisu. Obrovsky zlom nastal objevem antibiotik
Alexandrem Flemingem (1928). Profesor Winter (1962) popsal vyznam tzv. mokrého hojeni.
Zduraznil, ze v ptipadé, ze ranu udrzujeme ve vlhkém prostfedi, dochazi z rychlejSimu
uzdraveni a remodelaci tkan¢. Roku 1968 Fox zacal pouzivat na hojeni ran krém s obsahem
sulfadiazinu stfibra. Na antibiotika v 70. letech 20. stoleti zacala vznikat rezistence,

proto se zacalo vice vyuzivat stiibro na hojeni ran (Stryja et al., 2016).

1.3.2 Bunécné aspekty hojeni ran

Pokozka se denn¢ vystavuje vn&jsSimu prostiedi a poskytuje fadu dulezitych funkei,
ktera ji ochrani. Od udrZovani teplotni stability po snimani vnéjSich podnétd a bolesti.
Primarni funkci pokozky zlstava obrannd bariéra, ktera zamezuje vysychani, mechanickému,
chemickému a tepelnému poskozeni vnitinich struktur. Obrana pokozky souvisi i s imunitni

bariérovou reakci, ktera chrani pted patogenni infekci (Broughton et al., 2006).

Kize svymi mechanismy rychle uzavird porusené bariéry a soubor téchto procest
nazyvame prave hojeni ran. Zjednodusen¢ mizeme opravu poskozené pokozky rozdélit do Ctyt
fazi: hemostaza, zanét, proliferace a dermalni remodelace. Tyto opravné mechanismy vedou

k fyziologické obnove po poskozeni (Broughton et al., 2006).

Na obrazku 2 vidime faze hojeni. VSe za¢ina hemostazou. Krevni desticky vytvoii zatku

a zabrani tak ztraté krve a vytvoti pfedbéznou fibrinovou matrici.
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Obrazek 2: Faze hojeni ran (Wilkinson a Hardman, 2020)

Nasleduje piiliv neutrofilit (podpofeno uvoltiovanim histaminu z zirnych bunék),
prevenci infekce a vznikem zanétu. Dochéazi k otoku, zarudnuti v okoli rany,
bolesti a mize se objevit i horecka. Vznikly zanét ovSem piedstavuje riziko vzniku nekroz
a poruseni tkang, proto je dilezité zanét redukovat. Pozdéji se dostavi monocyty a diferencuji
se na tkanové makrofagy, které odstrani zbytky bungk, cizorodych latek a neutrofily (Wilkinson
a Hardman, 2020).

Bé&hem proliferativni faze migruji keratinocyty, vypliiuji mezery a pokryvaji spodinu
rany. Vytvofenim této podkladové sité pro epitelidlni buiiky se granulaci rédna zaceli.
Fibroblasty nahrazuji pocate¢ni fibrinovou srazeninu granulac¢ni tkani, produkuji kolagen
I dalsi slozky extracelularni matrix. Vtomto okamziku miaze dochazek k infekci

nebo hypergranulaci. Ty mohou hojeni ran zpomalit az potlacit (Garlick, 2004).

Konec¢nou fazi hojeni je dermalni remodelace. Nahrazeni poSkozené tkané jinou tkani
je doprovazeno granulaci. Epitelové bunky migruji z okraje rany nebo uvnitf rany po vlhké
spodin¢ a vytvaieji novou pojivovou tkan a ranénou pokozku piekryvaji (Wilkinson a Hardman,
2020).
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Komplikaci byva vznik nekro6z a fibrinovy povlak. Pravé u chronickych ran se vyskytuje
velké mnozstvi neutrofilnich proteinaz, které mohou zpusobit chronicky zanét a vytvofi
se tim nerovnovaha mezi proteindzami a jejich inhibitory. Tato nerovnovaha v hladinach
je vSak zasadni pifi dlouhodobém zanétu. Nasledné hojeni a obnova pokryti epitelem

se tim prodluzuje (Gurtner et al., 2012).

1.3.2.1 Hemostiaza

Poskozené cévy po poranéni se okamzité stahuji a tvoii trombus zabranujici vykrvaceni
Z rany. Trombocyty se aktivuji, kdyZ narazi na vaskularni matrici a pfispivaji k hemostaze
a koagulaci. Receptory krevnich desti¢ek napi.: glykoprotein VI, vzajemné ptisobi s proteiny
extracelularni matrix (jako je fibronektin, kolagen a von Willebrandiiv faktor) podporuji
ptilnavost ke sténé cév. Trombin spousti aktivaci trombocytli a vyvolaji prostorovou zménu
tkdn¢ a uvoliiuji molekuly, které posiluji koagulaci. K ucpani a prevenci pred krvacenim slouzi
nerozpustna srazenina (eschar, strup) ve formeé fibrinu, fibronektinu a trombospondinu (Velnar

et al., 2009).

Krevni desticky maji zasadni vliv pro lokalizaci imunitnich bun¢k. Bud’ piimo zachyti
imunitni buiiky v escharu nebo uvolnéni chemokinové 1latky podminujici pohyb po degranulaci.
Ve skute¢nosti je to sled nékolika faktori, které povzbuzuji rezidentni kozni buiiky vcetné

keratinocytt a fibroblastl (Koutnd, 2010).

Nejvice jsou zastoupeny béhem hojeni pravé krevni desti¢ky. Inhibuji bakterialni
infekci, vyluuji mnoho receptori, které reguluji produkci antimikrobialnich peptidu.
Pfi vytvofeni  dostatecného mnozstvi  srazeniny se koagulatni proces vypne.
Zabrani se tak nadmérné tromboze. Shlukovani trombocytd je inhibovano prostacyklinem.
Trombin je inhibovan antitrombinem III. Koagulaéni faktor Va VII je degradovan
aktivovanym proteinem C. PoSkozena sténa cévy je opravovana i buitkami hladkého svalstva

a endotelovymi bunikami (Delavary et al 2011).

1.3.2.2 Zanét

Prvotni obrana proti patogennim a infekénim ranam je zanct. Imunitni odpoveéd
zpiisobend poranénim aktivuje Zirné bunky, T buiiky, makrofagy vazbou na receptory
pro rozpoznani a vyvolani zanétu. Nasledné se uvolni prozéanétlivé cytokiny a chemokiny,
které pfitahuji leukocyty do mista rany. Dale povzbuzuji vazodilataci, kterd spole¢né
s adhezivnimi endotelidlnimi bufikami jako jsou napfi. selektiny stimuluji adhezi a diapedézu

neutrofil (Snyder et al., 2016).
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Neutrofily  jsou pfitahovany  chemoatraktanty (v€etné interleukinu 1),
tumor nekrotickym faktorem alfa (TNF-a) ¢i bakterialnim endotoxinem a jsou posilany do rany
ithned po poranéni. Samotné neutrofily reakci s prozanétlivymi signdly a aktivaci zanétu
uvolnuji vlastni cytokiny. Pomoci fagocytézy a uvolnénim reaktivnich forem kysliku (ROS)

odstrani nekrotickou tkan a patogeny (Boniakowski et al., 2017).

Samotna zanétliva reakce je slozitd s mnoha vnitinimi a vn&jSimi faktory.

Jakmile je zanét nadmérny a nekontrolovany, tak brani poSkozené tkani a zpomaluje hojeni.

A Chlup

buiky

PodkoZni vrstva Potni Zlaza

Fibroblast Krevmidestitka | 0
Neutrofil Mazova Kolagen
Zlaza

Obrazek 3: Hojeni rany — zanétliva faze (Gurtner et al., 2012)

Réna v zanétlivé fazi viz obrazek 3. Zanétlivé bunky vstupuji do mista poranéni a snazi
se eliminovat patogeny. Dochazi k aktivaci makrofagt. Rychlost reakce na vznikajici zanét
zavisi na dostupnosti kysliku. Nedostatkem kysliku mize dojit az k hypoxii, coz vede k selhani
bunééné ochrany a ke vzniku infekce. Timto se rdna stava Spatn€ hojitelna. Veskeré rany

potiebuji a spotiebovavaji mnohem vice kysliku nez zdrava tkan (Ashley et al., 2018).

1.3.2.3 Proliferace

Béhem proliferace dochézi k aktivaci fibroblastd, keratinocytl, makrofagi
a endotelidlnich buné¢k, které uzaviraji rdnu a umoznuji novotvorbu cév. Keratinocyty
se aktivuji béhem par hodin po poranéni vlivem peroxidu vodiku, patogenli a cytokinil.
Touto aktivaci mohou migrovat pfes ranu a obnovuji epidermalni vrstvu. Migrace konci,
jakmile se keratinocyty z protilehlych okraju setkaji. Vytvofi se epitelidlni tenka vrstva a nova

ptilnavost k podkladové matrici (Wilkinson a Hardman, 2020).

Fibroblasty jsou buniky zodpovidajici za ndhradu provizorni matrice obsahujici fibrin
na granula¢ni tkan. Reaguji diky signdlnim molekuldm z trombocytii, endotelidlnich bunck
a makrofagii. Pomoci téchto vlivii se fibroblasty stdvaji profibrotickymi nebo se diferencuji

na myofibroblasty, které zptisobi kontrakci poSkozené rany (Shaw a Martin, 2016).

23



o LA
*"g :

Monocyt P
’ -Makrofag Granulaéni tkan

Obrazek 4: Hojeni rany — proliferacni faze (Gurtner et al., 2012)

Na Obrazku 4 je vidét produkce kolagenu. Fibroblasty formuji finalni extracelularni
matrix. Vytvaii se nové cévy a zaklad pro epitely, které v dasledku migrace ranu zaceli.
| v této fazi je velmi dilezité dostatecné mnozstvi kysliku. Ten je nutny pro konkrétni syntézy
proteini a zrani bunék. Kyslik pfispiva k dozrani kolagenu, tak i extracelularni matrix.
V ptipadé nedostatku kysliku se nevytvori dostatecné pruzna a odolna tkan (Gurtner et al.,
2012).

1.3.2.4 Remodelace

Remodelaci se rozumi mnoho reakci od pocate¢niho ukladani fibrinové srazeniny, ktera
kon¢i vytvofenim jizvy obsahujici kolagen typu I. Hlavnimi buiikami nahrazujici pocate¢ni
fibrinovou srazeninu hyaluronanem, fibronektinem a proteoglykany a u pozdé;si opravy tvotici
zralé kolagenové fibrily jsou fibroblasty. Konstrukci zralych, zesiténych fibril podporuji

proteoglykany a pusobi zaroven jako kanal pro bunéénou migraci (Young a McNaught, 2011).

Pokozka dospé€lého je slozena z 80% kolagenu typu I a 10% kolagenu typu lII.
Zato granula¢ni tkan obsahuje pfiblizné¢ pouze 30 % kolagenu typu Il a 10 % kolagenu I.
S postupnym hojenim rany dochéazi k nahrazeni kolagenu III na kolagen typu I. Tim se zvysi
pevnost vznikajici jizvy. Samotny vzhled a neporusenost jizvy se nikdy uZ plné nevrati do stavu
pfed poranénim pokozky. Jizva postupem ¢asu vybledne a teprve zhruba po 2 letech dosahne
80% pevnosti piivodni tkdné. Proto elastin jako dal$i dermalni slozka musi obnovit elastinova

vlakna, aby si udrzela dobrou pruznost pokozky (Wilkinson a Hardman, 2020).

Uspé&snost hojeni ran klesa, jakmile se makrofagy, fibroblasty a endotelové buiiky
vystavi apoptoze. Dalsim probléme je to, kdyZ zanechaji povrchovou jizvu pii opusténi mista
poranéni. Tvorbou nové tkané€ je potieba zvySena energie. To vyZzaduje dostatek kysliku,

jako i jiné fazi hojeni (Ashley et al., 2018).
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Obrazek 5: Hojeni rany—remodelace (Gurtner et al., 2012)

V kone¢né fazi hojeni ran dochazi k bunéénému déleni a remodelaci tkani. Tuto fazi

znazoriuje obrazek 5 (Ashley et al., 2018).

1.3.3 Rozdéleni pribéhu hojeni ran
Pro diagndézu a zptsob 1écby je velmi dilezité rozdéleni, které vzniklo uz za dob feckého

1ékate Galéna. Hojeni ran délime na primarni a sekundarni hojeni (Pospisilova, 2010).

1.3.3.1 Primarni hojeni

Primérnim hojenim se oznacuje hojeni, pfi kterém se okraje rany dotykaji a v rdné
neni zadny cizi podmét, ktery by mohl branit zaceleni. Uspéch zahojeni rany zavisi na rozsahu
poskozeni tkan€. Nejlepsi progndézu maji fezné rany bez pritomnosti ciziho télesa a bez ztraty
tkang. Dalsi zasadni vliv je ten, kde se dana rana nachazi. V piipadé, ze nedojde ke vzniku
infekce, dochazi k primarnimu hojeni. Jsou to rdny po chirurgickém zékroku a vétSinou

uzavieny stehem. Dochazi k pIné obnové tkan¢ (Wound Healing, 2020).

1.3.3.2 Primarni odloZené hojeni
U téchto ran se predpoklada, ze muze vniknout infekce. Rana se zadrenuje a sleduje
se priubéh infekce. V piipade, ze se infekce rozvine a projevi, jedné se uz o sekundarni hojeni.

Pfi nepropuknuti infekce lze ranu uzavtit v prubéhu 7 dni (Ashley et al., 2018).

1.3.3.3 Sekundarni hojeni

Sekundarni hojeni se tykd ran, u kterych se okroje rany nepfilehnou
k sob& nebo jsou zasazeny infekci. U sekundarniho hojeni je potieba doplnit ranu o chybéjici
tkan, aby se rana mohla uzavfit. Protoze vznikla infekce zamezuje ptimému spojeni okrajii rany.
U sekundarniho hojeni se musi pro UspéSné zhojeni vynalozit vétsi  Usili

wewvr

po sobé jizvy (Wound Healing, 2020).
25



1.3.3.4 Chronicky pribéh hojeni

V podstaté jde o sekundarni hojeni. Opét je nutné vytvofit a doplnit ranu novou tkani
a az nasledné lze uzavfit. Lisi se pouze v délce tohoto procesu. Rana se hoji déle nez 6 tydnd,
a proto hovofime o chronickém pribéhu hojeni ran. Nejcastéji vznikaji v disledku cévniho

onemocnéni a pokrocilé destrukce tkané (Pospisilova, 2010).

1.4 Chronické rany

Réana jako takova je definovana jako poruseni nedotknutelnosti télesného krytu.
Podle pribéhu se de€li na chronickou a akutni. Akutni rana se hoji v kratkém Case a témer
vzdy bez komplikaci. Chronicka rana je takova, ktera po dobu az 6 tydnl nevykazuje zadny
naznak hojeni. S nehojicimi se ranami se setkdvame u vSech vékovych kategorii.
Mezi chronické neboli nehojici rany fadime: bércové viedy, tlakové dekubity, diabetické
defekty (syndrom diabetické nohy), malignity, kozni viedy vzniklé z operacni rany (Ma et al.,
2014).

Chronické rany jsou sekundarné se hojici rany, které¢ nevykazuji zadné hojeni po dobu
6-9 tydnl. Predstavuji zavazny zdravotni problém postihujici az 7 % populace. Od akutnich
ran se liSi dlouhotrvajicim a pomalym hojenim. Jsou velmi nachylné na vyskyt bakteridlni
infekce. Vznikaji nejcastéji pfechodem akutni rany do chronické rany dusledkem prodlouzené
zanétlivé faze a rozvojem infekce ¢i prohloubenim nekrézy kize. Typicka je nerovnovaha
mezi inhibitory zanétu, proteindzami a apoptozou ¢i nekrozou bunék. Neustale oteviena Spatné
hojici rana ptredstavuje téz riziko mozného vstupu patogenti do téla a zptisobi tak dalsi rozvoj

infekce i mimo ranu (Velnar et al., 2009).

Pii 1écbé chronickych nehojicich se ran je dilezit¢ pouzit kryti s lokalnimi
antimikrobidlnimi latkami. Cilem je snizit biologickou zat¢z a provést dostate¢nou kontrolu
infekce rany. Pravé infekce zplsobuje zpomaleni ¢i dokonce nehojeni danych ran.
Mezi antimikrobialni 1éCiva se fadi antibiotika a antiseptika. Existujici rozdil mezi témito
dvéma moznymi latkami je takovy, Ze antibiotika plisobi pouze na specificky cil
¢ili na specifickou bunku. Postupem ¢asu mize vykazovat vyssi pravdépodobnost rozvoje
bakterialni rezistence. Nadmérné uzivani i nevhodné zvoleny druh antibiotik pii 1é¢bé infekce
téz zvySuje moznost vzniku rezistence. Zatimco antiseptika maji Siroky spektrum aktivity
aneselektivni. Pro bakterie je tedy mnohem t€zS$i vytvofit si proti nim rezistenci.

Proto jsou idealni pro 1é¢bu nehojicich se chronickych ran (Stryja et al., 2016).
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Indikacni biomarkery, které charakterizuji chronické rany zahrnuji teplotu, kyslik, krevni
tlak, pH, laktat, glukdza, interleukin 6 (IL-6) a stav infekce. Identifikace, Klasifikace
a monitorovani jakychkoliv ran by pomohlo snizit prodluzovani hospitalizaci a navstév
vice Iékart. Snizily by se i naklady na slozitou laboratorni diagnostiku a testovani (Ashley et
al., 2018).

1.4.1 Faktory ovliviiujici hojeni ran

Pro pochopeni hojeni ran je dobré znat faktory ovliviiujici hojeni. Hlavni roli je vyZiva
a hydratace ktize. Dale vek pacienta, porucha imunity, schopnost metabolickych zmén (porucha
funkce nékterého organu, cukrovka, zanétlivy stav organismu atd.), uzivani nekterych 1éciv,
nadorové onemocnéni, koufeni, psychika, Zzivotosprdva, dostupnost krycich materiala.
Z pohledu rany to jsou kontrola infekce, schopnost hojeni, dobré prokrveni a transport stavebni

tkan¢. Dulezité je i udrzovat vlhké prostiedi v ran¢ (Stryja et al., 2016; Han a Ceilley, 2017).

Chronické rany jsou rany, které se obvykle nehoji a zlstdvaji nezahojené
vice nez 6 tydnti. Postihuji pfevazné a ve vétsi mife seniory a diabetiky. Pokozka diabetiki
a starnoucich je mnohem nachylnéjsi ke zrodu ¢astych poranéni a komplikuje nasledné hojeni.
Kuze se postupné ztencuje zmeénou kozni bariéry a snizuje se hydratace. Vse vede ke zvysené

nachylnosti k poskozeni pouhym téenim (Larouche et al., 2018).

Chronické rany napadaji bakterie, které zhorSuji zanét a hojeni. Vyskytuji
se téz patogeny, jako jsou Staphyloccocus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Tyto patogeny
jsou casto zapouzdiené v ochranné matrici extracelularnich latek, které poskytuji rezistenci

vici bézné pouzivanym antibiotiktim, ktera se nazyva biofilm (Wilkinson a Hardman, 2020).

Velka cast bun€k v chronické rané jako napi. fibroblasty a makrofdgy produkuji
sekre¢ni fenotyp, ktery souvisi se stdrnutim. Uvoliuji reaktivni formy kysliku (ROS) a zvySuji
tim zanét. Velké mnozstvi produkti glykace (AGE) téz vede ke starnuti v misté rany a rozvoji
zanctu. ZhorSeni buné¢né funkce a nadmérné rozpadani tkani zabrafiuje normalnimu hojeni

rany. Faktory pfispivajici k hojeni znazornuje obrazek 6 (Wilkinson a Hardman, 2020).

Dalsim dtlezitym faktorem pro samotné hojeni ran je imunitni systém. Kazdy proces
V imunitnim systému je dan svymi specifickymi buitkami a proteiny. Vyskytuji se po celém téle
a uvoliuji se podle potieby svého cilového organu. Spoleéné vSak likviduji a chrani

pied vniknutim cizich organismd, toxina a vira (Wilkinson a Hardman, 2020).
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Obrazek 6: Faktory piispivajici k chronickému hojeni rany (Wilkinson a Hardman, 2020)

Imunitni systém je klicovym procesem v celé fazi hojeni ran. Déle se aktivné
zapojuje na obnoveni homeostdzy. Mezi hlavni slozky patii fagocyty. Ty zpiisobuji pohlceni
mikrobli prostfednictvim procesu fagocytdéza. Dale makrofagy, NK bunky, neutrofily,

leukocyty a zirné bunky (Percival et al., 2010).

1.4.1.1 Rod Staphylococcus
Grampozitivni sférick¢ bakterie se vyskytuji ve shlucich pfipominajici hrozny.
Je popsano vice jak 20 druhi stafylokokid. Vyznamnymi patogeny pro lidi jsou Staphylococcus

aureus (velké Zluté kolonie) a Staphylococcus epidermidis (relativné malé bilé kolonie)

(Oliveira et al., 2018).

V mé praci se zabyvam hlavné S. aureus, ktery kolonizuje pievazné nozdry,
ale Ize ho najit i na kuzi, dutin€ Gstni a gastrointestinalniho traktu. Téméf vzdy by mél byt
povazovan za potencialni patogen. Zpusobuje jak lehci infekce kize a mékkych tkani,
tak vede i k sepsim. K jeho prvni izolaci doslo roku 1880, bylo to z chirurgické rany.
Na zakladé pigmentace, ktera se pozorovala o par let pozdé&ji doslo i k rozd¢leni podle barvy

kolonii (Tam a Torres, 2019).
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Patogeneze je ovlivnéna produkci povrchovych proteind. Ty umoZziuji adhezi
a chemotaxi bakterii v hostiteli. Sekreci extracelularnich toxint a enzymu dochazi k likvidaci

tkani (Kong et al., 2016).

Kolonie rostou pfi teplotnim rozmezi 1545 °C. S. aureus je pomérné nachylny
a rezistentni k antibiotikiim a antiseptikiim. V prib¢hu let se tato rezistence zacala klasifikovat
do né&kolik vIn. Nozokomidlni infekce vzrostly v poloviné 40. let minulého stoleni.
Doslo tedy k prvni viné rezistence, kde byly bakterie rezistentni na penicilin. V prubéhu 60. let
vznikla rezistence zplsobend genem mecA, ktery kolonizuje protein vazajici penicilin
a tim se tento kmen staval rezistentni na vSechny p—laktamové antibiotika. V poloviné 90. let

doslo k rezistenci na vankomycin rezistentni Staphylococcus aureus (Monaco et al., 2017).

1.4.1.2 Rod Pseudomonas

Bakterie, které spadaji do tohoto rodu jsou rovné az mirné¢ zakiivené gramnegativni
tyCinky. Dobie se pohybuji, patii i mezi nejrychlejsi bakterie. Za rychlost ve vétSin€ piipadi
mize polarni bic¢ik. P. aeruginosa ma téz schopnost tvofit polarni fimbrie typu IV a polarni
bicik. Ty pfispivaji k adhezivit¢ a chemotaxi bunky k povrchu. Mezi dalsi virulentni slozky,
které mohou vyvolat zanét a poSkodit epitelové bunky jsou protedzy a toxiny jako je exotoxin
(Al-Wrafy et al., 2017).

Bunéénou sténu tvofi vrstva peptidoglykanu a vnéj$i membrana. Ukotvené poriny
umoziuji prunik molekul do prostoru mezi cytoplazmatickou membranou a vnéj$i membranou.

U Pseudomonas jsou poriny slozené z monomernich proteint (Al-Wrafy et al., 2017).

Zastupci Pseudomonas patii do ¢eledi Pseudomonadaceae a mohou byt izolované
z vody, pudy, zivoc€ichl, gastrointestindlniho traktu aj. Rostou v rozmezi teplot 4-42 °C,
Vv kyselém i zasaditém prostiedi (pH okolo 4,5-8). Zvysend koncentrace soli jim nedéld problém
a byvaji ptirozen¢ rezistentni k antibiotiktim, antiseptikiim a dal§im toxickym latkam (Azam a

Khan, 2019).

P. aeruginosa byla poprvé sledovana a klasifikovana roku 1862. Prvni zminky popisuji
Castice ve tvaru ty¢inek z lidské infekce v modrozeleném hnisu. Toto zbarveni bylo zplisobeno
pigmentem pyocyaninem, ktery pravé tyto bakterie produkuje. Kromé zminénych infekci ktize
a chronickych ran, P. aeruginosa zpusobuje mnoho dalsich infekci. Miize napadnout i plice,
tim Ze poskodi plicni epitel a narusi homeostazu dolnich a hornich cest dychacich (Wolcott et

al., 2016).
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1.4.2 Biomarkery chronickych ran

Pro zajisténi piesného monitorovani a identifikaci ran se vyuziva flexibilnich
biosenzort s detekci vyznamnych biomarkera. Kritické biomarkery mohou poskytnout klinické
a kontinualni informace pro objev a zjisténi stavu ran. Hodnoty teploty a krevniho tlaku v misté
poranéni ¢i hodnoty glukdzy, laktatu, pH, interleukinu—6 mohou urcit pribéh hojeni ran

a v jakém stadiu zanétu se nachazi (Fu et al., 2015).

1.4.3 Bakterialni identifikace

V diagnostice a posouzeni stavu rany je dulezitd bakteridlni identifikace. Na chronické
rané vétSinou kolonizuji bakterie, které zbavuji ranu dostatku kysliku a zivin. Tim padem
nékolikandsobné prodluzuji zanétlivou fazi a Spatné hojeni ran. Dilezita je tedy vcasna
diagnostika a identifikace bakteridlni kolonizace. Umozni tak 1ékaftim zajistit spravny lécebny

postup pro specifické antibiotické a antiseptické terapie (Zhao et al., 2013).

Rychlost je tu zdsadni, proto se za¢inaji i tady vyuZzivat rychlého screeningu pienosnymi
biosenzory. Tradi¢ni identifikace na kulturach je velmi spolehliva, ale Casové néarocna
coz je nezadouci. Vznikajici biosenzory pro urCeni bakterii se spoléhaji na oligonukleotidy
nukleovych kyselin s maticovou platformou a enzymy. Sou€asné vyvinuté mikrobiologické
biosenzory dokdzou identifikovat Sirokou S$kalu organismii. Minusem je stale jejich
nedostatec¢na citlivost a selektivita. Zafizeni ,,Point—0f—care testing* (POCT) poskytuji na misté

okamzité vysledky (Chen et al., 2016).

Nejcéastéji se vyskytujici typy bakterii pfitomné v chronickych ranach jsou
P. aeruginosa a S. aureus. Konkrétnéji je pseudomonada béZznym patogenem
u nozokominalnich infekci, coz je velmi rizikové pravé pro pacienty s chronickymi ranami (Lim

et al., 2015).

Pro detekci se v souc¢asné dobé pouziva mikrobiologicka technika zalozena na pocitani
kultivovanych bakterii na destickach. Siesmaetiv tym popsal levny, jednorazovy
a elektrochemicky senzor schopny detekovat pyocyanim. Jde o molekulu snimajici redox
aktivni kvorum specifickou pro P. aeruginosa v exsudatu z rany. Na rozdil S. aureus produkuje
silnou vrstvu polysacharidu, ktery omezuje vyvoj a detekci biosenzorti. Zptsobuje nedostatecné

detek¢ni limity (Siemaet et al., 2016; Yue et al., 2017).
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1.4.3.1 Reakce Pseudomonas aeruginosa na antiseptika
Duvod, pro¢ je P. aeruginosa odolny vuci nékterym antiseptikiim, antibiotikim
a Co zapii¢ini, Ze se stavaji rezistentni po vystaveni téchto latek je zpusobena kombinaci

téchto faktoru:

e Vnitiné odolny vici antimikrobialnim latkam, kvili nizké propustnosti jejich bunééné
stény

¢ Rezistentni kK mutacim v chromozomalnich genech, které reguluji geny rezistence

e Geneticka kapacita vyjadiujici Siroky repertoar mechanismt odporu

e Ziska geny rezistence od jinych organismui prostfednictvim plazmidi, transpozont

a bakteriofagii

P. aeruginosa reaguje multifaktoridlnimi mechanismy na rezistenci antimikrobialnich latek

(Moya et al., 2009).

1.44 Vhodna terapie

Kuze je schopna zajistit dokonalé hojeni rany. Musime vSak zajistit optimalni prostfedi.
Pfred vybérem vhodného piipravku je dilezité zjistit charakter a plivod vzniklé rany.
Mizeme mit nekrotické, mokvajici, granula¢ni infekéni chronické rany (Mrazkova et al.,

2012).

Cilem vhodné terapie je vytvoreni optimalniho prostfedi v ran¢. Eliminovat vSechny
nezadouci vlivy branici hojeni a obnovu vytvofit granula¢ni tkan. Dal§im dilezitym krokem
je odstranéni odumfielé kuze, ktera zabranuje hojeni a vytvaii idealni podminky pro Zzivot

mikroorganismu (Pospisilova, 2010).

Dilezité je tedy zvolit vhodnou formu lééebnych ptipravki (hydrogel, roztok, péna,
obvazy atd.). Voli se to podle umisténi rany, vzhledu a rozsahu vzniklé rany.
Hlavnimi prostiedky, které se pouzivaji ke snizeni mikrobialniho osidleni v ran€ jsou: topicka
antiseptika, antibiotika (systémova a lokalni), antimikrobialni kryti, larvy a dalsi (Abdelrahman
a Newton, 2011).
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1.4.4.1 Topicka antiseptika

Antiseptika se vyrab&ji v mnoho formach od roztoku, geli a ploSnych kryti.
Jednotlivé ptipravky obsahuji napiiklad chlorhexidin, jod-povidon, betain, oktenidin
dihydrochlorid ¢i superokyselicenou vodu. Vsechny tyto latky maji rozsahly spektrum
ucéinnosti na bakterie, spory viry i houby. K dostate¢nému ucinku je nutné aplikaci opakovat,
jinak ptipravek ptisobi kratkodobé. Avsak pii opakovaném kontaktu mohou vyvolat alergickou

reakci v okoli rany a rozviji se ¢ast&ji dermatitidy (Pokorna a Mrdazkova, 2012).

1.4.4.2 Antiseptické kryti

Mechanismus ucinku kryti zavisi na specifické aktivni slozce a nosici,
ktera tvoii antiseptické kryti. EXxistuje mnoho riznych ucinkti a indikaci tohoto druhu
antiseptik. Na pfitomné mikroorganismy Ve vytvofené ran€ plsobi antimikrobidlni latky,
které vykazuji tzv. baktericidni (usmrcuje bakterie) nebo bakteriostaticky (zastavuje mnozeni

bakterii) efekt (Stryja et al., 2016).

Antiseptickym krytim je material s obsahem stiibra, jodu, chlorhexidinu, oktenidinu
a polyhexidinu. Opét vSechny tyto latky maji Siroky spektrum uc¢innosti na bakterie, spory viry
i houby. U¢inek antiseptickych kryti na bakterie je komplexni. Napiiklad ionizované stiibro
uvolnéné z antiseptického kryti se nevaze pouze na jeden receptor, ale reaguje s bakterialni

burikou na né€kolika mistech (Mrdzkova et al., 2012).

Dokaze se vazat na sténu, plazmatickou membranu, nukleové Kkyseliny,
zasahuje do respiracniho cyklu v mitochondriich a denaturuji bakterialni enzymy. Nejen diky
tomu je rezistence mikroorganismu na stiibro ojedinéla a vzacna, ale i tak se ¢as od ¢asu muze

vyskytnout (Pospisilova, 2010).

Rada vyzkumi odhalila, Ze naprostd vétSina antiseptik pusobi cytotoxicky
na fibroblasty. Pfi dlouhodobé aplikaci na otevienych ranach mohou vyvolat reakci pozdni
precitlivélosti a zamezit hojeni. Latky obsazené v kryti mohou dokonce ovlivnit ¢innost dalSich
organu (uloZeni stiibra v jatrech a ledvinach, naruseni ¢innosti §titné zlazy jodem) (Valenta,
2007).
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1.5 Antiseptika

Antiseptika, dezinfekéni prostfedky, konzervacni latky a sterilizacni prostiedky
se daji zafadit mezi biocidy. Pouzivaji se v klinické medicin¢ Kk prevenci a zastaveni Sifeni
nozokomialnich chorob ¢ili chorob vyskytujicich se a vznikajicich v nemocnicich pii hojeni
ruznych chirurgickych zakrokti. Kromé mediciny se biocidy dale pouzivaji pro osobni hygienu
jako ochrana a prevence proti kiizové kontaminaci patogeny, které jsou schopné pienaset
se potravinami. Studie in vitro poukazuji na to, Ze expozice biocidii vede ke snizeni citlivosti
na antiseptika i antibiotika. Na expozici biocidi se ptizpusobuji i mikroorganismy.
Problém vSak nastava stejné jako u antibiotik. Pfi nadmérném pouzZivani je mozny vznik
rezistence. Pro nékteré patogeny jsou méné¢ ucinné a stavaji se tedy méné nachylné,

a tedy odolné na antiseptika (Han a Ceilley, 2017; Gottrup et al., 2014).

Je dulezité tedy zvazit mozné riziko a piinosy pouzivani nadmérného mnoZstvi
antimikrobidlnich latek. Jako pfiklad v dnesni moderni medicin€ bych uvedla Semmelweistiv
mandat. Ten ukazuje na to, aby si Iékafi po vySetieni umyli prsty chlorem a ptredesli
tak puerperalni hore¢ce. Nastala tak snizena iimrtnost a nemocnost v porodnicich. Tato studie
je velmi pfinosnd a poukazuje na to, ze u¢inek pouzivani lokalnich antiseptik vede ke snizeni
sifeni klinickych onemocnéni. Biocidy jak antiseptika a dalsi latky jsou nedilnou soucasti kazdé
1ékatské praxe. V dnes$ni dobé existuje kampan Svétové zdravotnické organizace na hygienu
rukou. Kampan se zaméfuje pravé na tuto problematiku a zvySuje povédomi nejen

zdravotnikiim o hygien¢ rukou pfi 1écbé ran (Gottrup et al., 2014).

Vybér vhodného antiseptického piipravku se netyka pouze stavu pacienta, ale bohuzel
mnohdy i finan¢nich moznostech zdravotnického zafizeni. V praxi se ¢asto vyuziva toho,
ze jakmile dany ptipravek nevycisti a nezhoji ranu do 1-2 tydnt, nahradi se léCebny piipravek
jinym. VétSina antiseptik ma Siroké antimikrobialni spektrum a doznivajici antiinfekéni
aktivitu. Casto viak byvaji toxické pro hostitelskou tkafi. Z tohoto ditvodu se tedy pouzivaji

v lokalni aplikaci na rany ¢i neporusenou kazi. (Stryja, 2017).

V dneSni dobé se hojné vyuzivaji antiseptické piipravky a kryti se stfibrem, jodem
I chlorem. Dale s obsahem chlorhexidinu, betainu a polyhexamethylen biguanid (PHMB).
Tyto latky inhibuji rist a vyvoj mikroorganismi. PouZivaji se pfedevSim na rany traumatické
a chronické, které mohou byt kontaminované mikroorganismy a z toho divodu se Spatn¢ hoji

(Lipsky a Hoey, 2009).
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Cilené dodani i s velmi vysokymi koncentracemi antiseptik do mista infekce je velkou
vyhodou pouzivani antiseptik. Diky tomu je mén¢ systémovych vedlejSich u¢inkt a toxicity.
Nevyhodou muiZze byt vznik lokalnich alergii a dermatitid. Casta a neomezena aplikace

muze vést az k rezistenci, a to zejména kiizova rezistence s antibiotiky (Gottrup et al., 2014).

1.5.1 St¥ibro

V mediciné je nejzndméjsi a nejrozSifenéjSi pouziti pravé stiibrnych piipravki.
Stiibrné antimikrobialni latky se aplikuji k 1écbé zavaznych popalenin a chronickych ran.
Sttibro se vyuzivd nejCastéji ve dvou formach (stfibrné soli a elementdrni stfibro).
Stiibrné ionty jsou reaktivni a vazi se na bunétné stény bakterii. Tim dojde k naruseni,
uniku bun&¢ného obsahu a smrti buniky. Déle inhibuje oxida¢ni enzymy ¢imz ovlivni bunééné
dychani. V cytoplazmé se vaze na ribonukleové kyseliny a proteiny, tim znemozni déleni buné¢k

(Khansa et al., 2019).

Stribrne ionty

p;rochazejl Stribrne ionty
s naruiuji
buné¢nou bunééné

sténu d,\"chéni

Stribrne lonty
napadaji DNA

' mikrobi a zastavuji
replikaci bunky

Obrazek 7: Antimikrobialni G¢inek Ag (Stryja, 2017)
Topicky krém nemisitelny s vodou obsahuje 1% stiibrny sulfadiazin a 0,2% chlorhexidin
diglukonat je v medicin€ hojné vyuzivan. Znamy pod nazvem Silvazine v USA a Flamazine

Vv jinych zemich (George et al., 1997).

Utinné latky se aplikuji pfimo do obvazi pouzivanych na spalené povrchy kize
I oteviené chronické rany jiz od pocatku pouzivani krémi. Dale se zkouma material
metakrylatového povlaku potazeného sulfadiazinem, ktery poskytuje stabilni uvoliiovani Ag
behem par dnli. Na tomto principu vznikly nové produkty s ndzvem Acticoat (nanokrystalové
stiibro) a Silverlon (obsahuje sttibrnou stl), kde se obsazené stfibro snaze nanasi a odstranuje
z velkych ran. Tyto produkty jsou klinicky uc¢inné a uvolnéné sttibro je baktericidni a poskytuje

ptimy terapeuticky ucinek (Simon, 2003).
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Plastové zavadéci katétry potazené slouceninami Ag zpomaluji tvorbu mikrobidlnich
biofilml na katétrech a infekci nosokomialnimi bakteriemi. Nylonové nité¢ potazené stiibrem
v elektroretinogramech (EGR) umoziuji detekci poskozeni tkan¢ bez nasledkti a mozné infekce

(Simon, 2003).

1.5.1.1 Rezistence viici stfibru
Oxidovany stav iontl stiibra je v posledni dob¢ vyznamny pro vyzkum pro jeho vyuziti
jako antimikrobidlni ¢inidlo na vzniklé rany. Jeho velky vzestup je zpisoben

jeho sirokospektralnim ptisobenim.

Rezistence je zplsobend produkci adhezivniho proteinu biciku flagelinu
(pouze u bicikatych bakterii — Pseudomonas fluorescens, Proteus, Escherichia) a ta je spusténa
shlukovanim nanocéstic. Vyviji se bez genetickych zmén a je zapotiebi pouze fenotypova

zmeéna snizujici koloidni stabilitu a eliminuji antibakterialni aktivitu (Schacht et al., 2013).

Patogenita a adaptivita bakterii na antimikrobidlni latky se dale pfipisuje jejich
schopnosti tvofit biofilm. Coz jsou povrchové vazané biologické kolonie tvofené jednim
nebo vice bakteridlnimi druhy uzaviené matrici zvané extracelularni polymerni latka (EPS).
Biofilmy poskytuji ochranu pifed stresory prostiedi a cizimi latkami a toxiny. PoSkozeniproteinti

indukované Ag* a kondenzace DNA vede k bunééné smrti (McNeilly et al., 2021).

Molekularni rezistence na stiibro byla popsana uz roku 1999 v plazmidu nazvaném
PMGao1. Dalsi rezistence vii¢i Ag* byla popsana v kombinaci s efflixnim proteinem. Rezistence
na AgNP byla zjisténa u riznych bakteridlnich kmenli vyvoland oxidaéné—stresovymi

mechanismy (McNeilly et al., 2021).

U kmene S. aureus byl objeven vyskyt genu silE, ktery pravdépodobné udéluje
prechodnou rezistenci po expozici Ag® prostiednictvim iontové vazby. Tato expozice

vsak vedla k buné¢né smrti (Loh et al., 2009).

Vyzkum (Valentina et al., 2020) zase prokazal vyvoj rezistence na AgNP
aAg" u S. aureus pii prodlouzené expozici. U tohoto kmene se objevila fyziologicka geneticka
mutace. Pfedpoklada se mutace v purR, ktery koduje protein regulatoru purinového represoru
zaméienou na DNA. Dalsi mutace byla indukovéana v tcyA, ktery koduje protein vazajici
L—cystein. Ten sniZuje pfiliv extraceluldrniho cystinu, ktery napomahd sniZit oxidacni stres

pomoci ROS.
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1.5.1.2 Antimikrobiilni mechanismus piisobeni stiibra
Stiibro ve vSech vyskytujicich forméch se pouziva jako ucinny antibakterialni ptipravek
uz fadu let. Ionizované stiibro Ag* je vysoce reaktivni a G¢inné vici Sirokému spektru gram

pozitivnich (G*) i gram negativnich (G) bakterii (Cameron et al., 2018).

Ionty stiibra maji schopnost vytvofit kovalentni vazbu s thiolovymi a disulfidickymi
vazbami, které se nachazeji na riznych mistech buiiky. Diky tomu stiibro reaguje s bilkovinami
a enzymy ve sténé bunky bakterii. Tu poSkodi a naru$i jeji ochrannou bariéru,
ktera snizi citlivost buiikky vedouci k tniku dtlezitych latek a zptsobi nekrozu az apoptdzu

(Cameron et al., 2018).

Stiibro tedy zasahuje a ovliviiuje syntézu nukleovych kyselin, denaturaci proteini
a vytvafi nefunkéni a nerozpustné slouceniny. Dosud vSak neni objasnéno, zda poSkozeni
biologickych systémii zpiisobuji nanocastice stifbra ¢i Ag*. Je naroéné piesné uréit jaka Cast

stiibrné slozky vede k cytotoxicité (Punjataewakupt et al., 2019).

Stiibrné ionty zpusobuji pokles peptidoglykanové bunééné stény a zanik buiky.
Tim se zabrani dalSimu rozmnozeni bakterii. Nasleduje proniknuti do vnitini Casti bunky
anavaze se na baze DNA. Zakoncentrovana DNA ztraci naprostou schopnost replikace,
¢imz se zabrani reprodukci bakterii. Dal§im jevem zpiisobenym stfibrnymi ionty muize byt
chromosomalni vychylka. Ionty ve vnitini ¢asti buiiky narusi funkci mitochondrii a poskodi
ribosomy. Snizi se syntéza proteinii a plazmaticka buiika je znehodnocena. Uginek
a mechanismus stiibra je tak mnohostranny. Pravé to miize mit za nasledek vznik bakterialni

rezistenci vuci stiibru (Punjataewakupt et al., 2019).

vvvvvv

ucinku. Proto je nesmirné dileZité vyhodnotit koncentraci uvolnénych Ag iontil v zavislosti
na case. Koncentrace téchto iontd musi dosahovat hodnot minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC). Rychlost uvolnovani zavisi hlavné na velikosti a chemické formé sttibra. Dale to muize

ovlivilovat teplota, funkénost a povaha povrchu (McShan et al., 2014).

1.5.1.3 Cytotoxicita

Stiibro je vysoce toxické pro keratinocyty, fibroblasty bez ohledu na typu terapeutik
obsahujici a téZ uvoliyjici stfibro. Pfi in vitro studiich bylo prokazéano, ze u 50 % fibroblastl
mysi pii 0,0018% AgNOs a 0,006% SSD byla pozorovana smrt. Jedna se o studii Kramera
a Miillera (Szmyd et al., 2013).

36



Zato vyzkum Domingueze a Hidalga prokazal cytotoxicitu AgNO3 uz pii 0,00007 %
jiz na lidskych dermalnich fibroblastech. V dal$ich studiich bylo prokazano toxické ptisobeni
iontll stiibra pfi proliferaci fibroblasii, inhibuje syntézu DNA a ATP. Na glioblastomech
a plicnich fibroblastech se prokazala cytotoxicita nanokrystalického stiibra (AgNP). Poskozuji
mitochondrie a zvy$uji produkei kyslikovych radikali ROS (Zhang et al., 2014).

Dale negativné ovliviiuji proliferaci bun¢k. Zvysuje superoxidaci NK bunck a aktivitu
neutrofild, proto ndsledkem tohoto plsobeni je G€inngjsi bakterialni funkce a poskodi se,

tedy i vlastni tkan¢ (Zhang et al., 2014).

Mohou se lisit nékteré ucinky na bunky a ptisobeni jednotlivych prostiedkli uvolnujici
AgNP. Jsou prokazany rozdily mezi antiseptiky. Pfi testovani se rozd¢lili a oznacili antiseptika
na toxické a netoxické. Do toxické skupiny patfi Suprasorb Ag (Ag*), 1 % polyhexmethylen
biguanid (PHMB) a 1% SSD umocnénd v kombinaci s0,2% chlorhexidinem (CHX).
V netoxické skuping bézné pouzivanych antibakteridlnich antiseptik jsou Acticoat (AgP),
Aquacel Ag (Ag"), povidon jod (PVP-I) a oktenidin (OCT) (Hajskd et al., 2017; Szmyd et al.,
2013).

1.5.2 Nano-stiibro AgNP

Zcela presny mechanismus pusobeni nano—stiibra neni dodnes zcela objasnén.
Predpoklada se, ze piisobi dvéma zptsoby. Bud’ uvolilovani stiibrnych iontl do okoli média
a nasledna interakce s bunikou. Nebo pfimym kontaktem bakterialni buiiky s Kovovym stiibrem.
Hlavni roli u pfimého kontaktu hraje morfologie, drsnost a hydrofilni nebo hydrofobni vlastnost
povrchu. Bakteridlni buiika interaguje se stiibrnymi ionty v bunécné sténé, bakterialni DNA,

bunééné sténé a s proteiny, které se podileji bunéénych procesech viz. obr. 8 (Schacht, 2013).

AgNP nebo stiibrné ionty prochézi do bunky diftzi, endocytézou nebo za pomoci
transmembranovych protein. Uvnitf buiiky pievdzn€ v plazmatické membrané se AgNP
rozpusti a uvolni se aktivni ionizovany stiibrny iont Ag*. Ten nasledné zptisobi mitochondrialni
dysfunkci, poskodi DNA, oxidativni stres, inhibici proliferace a vSe vede az k apoptoze

¢i nekroze bunék (Ahmed et al., 2017).

Nanocastice se pohybuji v rozmezi 1-100 nm a kazda castice obsahuje pftiblizné
10 000-15 000 atomu sttibra, ¢imz se stava vysoce reaktivni. Velikost a tvar alespoil ¢aste¢né
urcuje koncentraci ¢astic potfebnou pro efektivni toxicitu. Vyssi koncentrace AgNP je nutna
pro grampozitivni bakterie, v porovnani s gramnegativnimi bakteriemi. Predpoklada se,

Ze to souvisi s piitomnosti vn&jsi tvrdsi vrstvy bunééné stény u G* (McNeilly et al., 2021).
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Dalsi faktor, ktery mtZe ovlivnit toxicitu je pfitomnost funkénich skupin na povrchu
nanocastic, které mohou piisobit jako stabilizatory. Pfitazlivost umoznuje vetsi adherenci

a akumulaci nanosttibra na bakterialni povrch (McNeilly et al., 2021).

Bunééna sténa

Plazmatickd membrana
2

Membranovy protein

Ag*ion \
Fmbrie{ @ ,

Ribozom

Nukleoid (DNA)

N gigiky

Degradace bunééné stény a
plazmatickeé membrany

Mitochondie

Obrazek 8: Buiika vystavena ucinku Ag ionti (McShan et al., 2014)
Ucinnost nano&astic stibra je lepsi u G nez u G*. Zpiisobeno je to tim, Ze negativni
naboj lipopolysacharidl zevni vrstvy gram negativnich bakterii je pfitahovan slabym nébojem
na dané ¢astice. Nanocastice o velikosti 100 nm nemohou projit buiikou, ale ovlivituji signélni

drahy burnky pies transmembranové receptory (Simon, 2003).

Stiibro negativné ovlivituje transport elektronti, a to vede k produkci a vzniku
reaktivnich forem kysliku (ROS) a vzajemné piisobi s enzymy reduktdzy. Nadprodukce
reaktivnich forem kysliku vede z denaturaci antiapoptickych proteini a vytlaceni
proapoptickych proteinii. Ag* zvySuje poSkozeni DNA, to vede k problémim pii replikaci
a zastavi se bunéény cyklus v G2 fazi (Chen et al., 2013).

1.5.2.1 Cytotoxicita
Pii kratkodobém ptisobeni SSD zpiisobuje mirné podrazdéni, ovsem po jedné hodiné
ma za nasledek vazné podrazdéni cév. Jedna védecka studie potvrdila vstiebavani stiibra kuzi

na mysich a bylo namétfeno velké mnoZstvi stfibra ve vnitinich organech i krvi z 1% SSD

(Hajska et al., 2017).
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I ptesto, ze AgNP obsahuje mnohonasobné vice stfibra nez pravé 1% SSD.
Ale uvolnovani a vstiebavani stiibra zalezi na pocateéni koncentraci. AgNP zputisobi toxicitu
tim, ze se dostanou do ob&hového systému, kde tvoii plazmatickou vazbu s bilkovinou
a krevnimi butikami. Prochazi i hematoencefalickou bariérou, proto je dilezité sledovat hladinu

stiibra v plazmé a mo¢i (Szmyd et al., 2013).

Obrazek 9: Antimikrobialni mechanismy nanocastic stéibra (McNeilly et al., 2021)

Dalsi studie navrhy ¢&tyfi hlavni  antimikrobidlni mechanismy viz obr 9.
Bakterialni obalka adheze nanocastic, ktera poSkodi obdlku a bunéfnou penetraci (A).
Dale odpojeni dychaciho fetézce (B), poskozeni bunéénych biomolekul a jejich funkci
prostiednictvim ROS (C). A ctvrtym mechanismem je naruseni bunééné signalizace

prostiednictvim defosforylace proteinti (D) (McNeilly et al., 2021).

1.5.2.2 Aplikace nano-sti'ibra

Nano-stfibro je dnes nejpouzivanéj$im nanostrukturovym kovem vyuzivanych nejen
Vv biologickych aplikacich. Toto stfibro ma mnoho vyhod, nejvyznamnéj§imi jsou chemicke,
fyzikalni a biologické vlastnosti. Pfevazné€ jeho mnohostranny mechanismus antibakterialniho
ucinku muze zabréanit i vznik bakterialni rezistence. Inhibuji mikroorganismy zptsobujici

infekce, které souvisi s 1é¢bou vV nemocnicich (nozokomialni infekce) (McShan et al., 2014).

Mnoho studii prokdzalo mnohostranny antimikrobidlni u¢innost nanocastic stiibra
(AgNP), ktera je jedineCnd a pravdépodobné se i1 proto se stala oblibenym alternativnim
antibakteridlnim ¢inidlem. Nanocéstice stfibra se pouzivaji uspé€sné jak v biomedicinskych

a antimikrobialnich technologiich (Simon, 2003).
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V lékatské aplikaci se pouZivaji prevazné kvuli vyvoji a Sifeni bakteridlni rezistenci na
antibiotika, ktera omezuje ucinnost 1é¢by infekénich chorob. AgNP je obsazen i v mnoha
vyrobcich bézné domécnosti. Jako je textil, kosmetika, obaly a nddoby na potraviny

se vyskytuje u biologickych aplikaci v mnoha podobach a formach (Simon, 2003).

Stiibrné nanocastice vykazuji vysokou baktericidni aktivitu, které nejsou cytotoxické
pro lidské buiky. Silné¢ zvySuji antibakteridlni aktivitu béZnych antibiotik

proti multirezistentnim bakteriim (Kramer et al., 2018).

Obvaz obsahujici AgNP pfi studiich in vivo mél pfiznivé G€inky na granulaci a vyrazné
urychlil hojeni popalenin a chronickych lidskych ran. Vykazuje velmi silné antibakterialni
| protizanétlivé uéinky. AgNP vykazuji zvySenou bunéénou apoptézu a potlacuji uvoliiovani
matrixové metaloproteinazy (MMP), tim se snizuje lokalni hladina AgNP a minimalizuji
se (McShan et al., 2014).

1.5.3 Chlor

Chlor ma velmi dobré dezinfekéni a antiseptické vlastnosti. V 1ékaistvi se diky tomu
pouziva snad uz od 18. stoleti. Nejcastéji se pouziva ve slouceninach jako chlornan sodny
(NaClO), kyselina chlornda (HOCI) a N-chlorové slouceniny. Chlorova antiseptika
Jsou nejucinngjsi pii nejvyssi koncentraci. Tudiz HOCI v porovnani s ostatnimi piipravky
je nejlepsi. Chlornan se ve vodé ionizuje a uvolni Na* a OCI", nebo popfipadé vytvoii reaktivni

HOCI. Tato kyselina se $tépi na HCI a superoxidové radikaly ROS (Peck et al., 2011).

Dakintiv roztok neboli roztok chlornanu sodného, dnes zndmi jako chlorové bélidlo
(SAVO) se zacal pouzivat uz za svétové valky jako lokalni antiseptikum na oteviené rany.
Jde o alkalicky roztok s dobrym antibakterialnim ucinkem. Usmrti bakterie a rozpusti

nekrotickou tkan (Nagl et al., 2003).

Diky své oxidativni aktivité¢ ni¢i viry, plisné, houby, gramnegativni a grampozitivni
bakterie. Do této skupiny antiseptik patfi chloramid SH—CIl, coz je derivat kyseliny

hyaluronové, vyrabény ve spolecnosti Contipro a.s.
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1.5.3.1 Rezistence vuci antiseptikiim obsahujici chlor

Antiseptika obsahujici chlor obvykle ptlisobi na vice cilovych bunck a plsobi
nespecificky. Chlor reaguje s buné¢nou sténou, membranou a poskodi je, ¢imz se deaktivuje
mikroorganismy. Hlavnim zdrojem odolnosti vii¢i chloru je bariéra propustnosti a spotiebou
chloru. Rezistentni ucinky jsou ur€ovany geny a ovliviilovany prostfedim. Mnoho studii ukazuji
na to, Ze chlor indukuje expresi mnoha funk¢nich geni, véetné oxidac¢niho stresu, effluxni
pumpy, sekrece antioxida¢nich enzymu, oprava bunécné stény a DNA. Grampozitivni bakterie
jsou povazovany za odolnéjsi vic¢i chloru. Maji siln€jsi bunécnou sténu nez gramnegativni
bakterie. Dalsi studie zjistila, Ze bakterie rezistentni na chlor ma zna¢né rozdily v obsahu

mastnych kyselin v bunéénych sténach a membranach (Luo et al., 2021).

Nejde vsak bezpecné urcit, zda ochranna funkce téchto intraceluldrnich molekularnich

reakeci je silngjsi nez bariéry propustnosti nebo latky spotfebovavajici chlor (Luo et al., 2021).

1.5.3.2 Antimikrobidlni mechanismus piisobeni

Chlor je fungicidni a baktericidni. Tyto aktivity se zvysi ptitomnosti bilkovin
(transchlorace). Cést aktivniho chloru pfenesen na aminokyseliny patogent, tak i lidského t&la
a poskodi se aktivita proteind. Radikaly vzniklé z HOCI a chloraminti reagujici s nukleotidy
a lipidy podporuji peroxidaci ve fosfolipidovych membranach. Zvysi se tim jeji permeabilita

(Punjataewakupt et al., 2019).

Chlornan sodny zase pronikd do bunééné membrany a reaguje senzymy.
Porusi se oxidativni fosforylace a je narusena i funkce biologickych membran. Uvniti bunck
ionizaci z Chlornanu vznika kyselina chlorna a zpiisobi halogenizaci bakterialni bunééné stény.
Tato kyselina produkuje kyslikové radikaly poskozenim mitochondrii a dochazi Kk nekroze
a apoptoze. Muze nastat i situace, Zze se chlor vaze na aminy nukleotidovych bazi a vytvofi

se derivaty chloru, které poskodi DNA (Cardile et al., 2010).

1.5.4 Oktenidin®

Oktenidin dihydrochlorid wound irrigation solution se vyuziva jako antisepticky
pripravek Vv nemocnicich od roku 2013. Jedna se o bezbarvy roztok na ¢isténi a zvlhcovani
chronickych ran. Dale existuji 1 dal$i formy oktenidinu (Sorelex v pevné formé). Vhodné pro
efektivni, rychlé a bezbolestné vyplachy chronickych ran a popalenin. Diky svym vlastnostem
a nizkému povrchovému napéti roztoku je vynikajici pro zvlhcovani a ¢isténi povrchu tkani
I na huire dostupna mista. Vykazuje i vyborny u¢inek na mikroorganismy biofilmu a zamezuje

pfipadnému ristu mikrobii v obvazech a kryti zvlhéenych roztokem (Schiilke, 2021).
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Oktenidin dale vyrabg&ji ve form& masti, gelti a krycich obvazii. U¢inna latka je velmi
stabilni a povrchové kationtové aktivni. Obsahuje dvé centra, kterd jsou od sebe oddélena
dlouhymi alifatickymi uhlovodikovymi fetézci. Diky témto vazbam se snadno vaze

I na negativné nabité povrchy (bunééné stény, eukaryotické membrany) (Hiibner et al., 2010).

1.5.4.1 Cytotoxicita Oktenidinu

OctWIS mize tvofit interakci s lipofilnimi latkami a fosfolipidy jak lidskych,
tak savéich bunéénych membran. Nekteré studie prokazaly, ze se vaze i na povrch mysich
fibroblastl, lidskych epitelidlnich bunék a keratinocytli s kterymi tvoii stabilni komplexy.
Cytotoxicky ucinek oktenidinu je v téchto komplexech redukovan, ale jeho antibakterialni

aktivita se nezméni (Stahl et al., 2010).

1.5.4.2 Antimikrobiilni mechanismus pisobeni

Vaze se na bunétné stény a membrany bakterii diky pozitivhé nabitym centrim
a hydrofobnim fetézctim OctWIS. Dochazi ke ztrat€¢ rovnovahy, ktera vede ke smrti bun¢k.
Oktinidin pusobi velmi rychle i pii nizkych koncentracich. Udava se, ze do 15 minut
depolarizuje ¢i dokonce uplné permeabilizuje membrany mikroorganismti. Predpoklada se,
ze OctWIS vzijemné piisobi se solemi glycerolovych fosfati mastnych kyselin. Tyto kyseliny
se objevuji v bunéénych membranach a snizuje jeji propustnost. Vytvofena vazba v bunééné
sténé¢ mikroorganismi s proteiny a polysacharidy zpiisobuje uvoliiovani cytoplazmatickych
sloZek. Svou silou a vlastnostmi u¢inné zabira proti Sirokému spektru gram pozitivnich G*
a gram negativnich G bakterii a plisni. Oktinidin ptsobi i proti obalenym virGm.
Zadny pozitivni uéinek viak nevykazuje na neobalené, hydrofilni viry jako jsou adenoviry.
Dobra snasenlivost byla potvrzena mnoha klinickymi zkuSenosti v pribéhu mnoha let

pii klinickych studiich na chronickych ranach (Obermeier et al., 2018, Hiibner et al., 2010).

1.5.4.3 Rezistence na oktenidin

Oktenidin se snadno pfizpisobi, ale nevykazuje z4dné zndmky rezistence.
Studie ukazuji, ze i za nejnepfiznivejSich podminek zistava OctWIS jako antimikrobialni
antiseptikum bez rezistence a plné u¢inné. Pouze nespravné pouziti a ddvkovani mize zptsobit

riziko bakterialni rezistence a odolnost na oktenidin (Shepherd et al., 2018).

Oktenidin pusobi pfevazné naruSenim bunééné stény a plazmatické membrany.
Oslabi primarné virovou obalku a ma tudiZz omezenou ucinnost proti neobalenym viram.
Nové studie ukazuji i na to, Ze ucinnost antiseptik mize zhorsit a snizit organicky materil

(Jako je krev), ktery je pfitomen v ranach (Barreto et al., 2020).
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OctWIS rychle inaktivuje biofilmy stafylokoki na polystyrenové desticce,
nerezu a moc¢ovych katetrti v pfitomnosti nebo i v nepfitomnosti sérovych proteint (Barreto et

al., 2020).

1.5.5 Chlorhexidin

Chlorhexidin CHX je dvojmocna kationtova biguanidova molekula, ktera se pouziva
v antiseptickych a dezinfekénich piipravcich od roku 1954. Hojné je vyuzivan zejména
pti chirurgickych zakrocich, v pfipravcich na myti rukou, ve stomatologii jako prevence
pfed infekci a jako konzervaéni prostfedek. Topicka antiseptikum CHX ve formé gelu
se pohybuje v koncentracich 1-2 %, ustni vody pouze vrozmezi 0,02-0,2 %.
Jednase o alkalickou latku, ktera je ve vod¢ témét nerozpustna (Karpinski a Szkaradkiewiecz,
2015).

V ptipravcich se vyuziva jeho acetatové a glukonatové soli, které jsou ve vode rozpustné.
Pti 1écbé chronickych ran je vhodny jako zvlhéovadlo ran a pro ocisténi kontaminovanych
poranéni. CHX se vyskytuje jako kationtové ¢inidlo a tim padem neslucitelné s aniontovymi
povrchové aktivnimi latkami. Uginna koncentrace a toxické aktivita je sniZend v piitomnosti
neiontovych aktivnich latek. Organické latky a fosfolipidy téz snizuji celkovou aktivitu

chlorhexidinu (Punjataewakupt et al., 2019).

1.5.5.1 Cytotoxicita

Toxické mechanismy nejsou Selektivni jenom na mikroorganismy. PoSkozuje rizné
lidské buiiky, které se podileji na hojeni ran (fibroblasty, lymfocyty, makrofagy...) v zavislosti
na koncentraci a ¢ase. Aplikace CHX zpomaluje tvorbu granulaéni tkan¢ a rychlost epitelizace
jiz v koncentracich od 0,1-0,5 %. Lokéalni aplikace CHX na kiizi ma 1 v n¢kterych ptipadech
nezadouci G¢inky. Nejcastéji zpltisobuje dermatitidy, vzacnéji i alergickd reakce a anafylakticky

Sok (Li et al., 2014).

1.5.5.2 Antimikrobialni mechanismus ptisobeni

Toxicky ulinek pro kvasinky, plisné a G* a G- bakterie. Zabrafiuje ristu spor
I pfi vysokych koncentracich. Velmi malou G¢innost vykazuje i proti virim. Jeho aktivitou
dochdzi k naruSent lipidovych obald, a tudiZ neobalené viry nedokéaze inaktivovat. Vné&j$i vrstva
bunék nese ve veétSin€ piipadii negativni naboj stabilizovand dvojmocnymi kationty
(Ca?" aMg?"). Je spojend s polysacharidovymi slozkami gram pozitivnich bakterii
nebo lipopolysacharidy gram negativnich bakterii a samotnou cytoplazmatickou membranou

(Punjataewakupt et al., 2019).
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CHX svym kladnym nabojem a hydrofobni oblasti vzdjemné plisobi s bunénym
povrchem a cytoplazmatickou membranou. I pfi nizké koncentraci se vytésni dvojmocné
kationty a nespecificky se vdze na negativné¢ nabité fosfolipidy v bunééné membrang.
Tato vazba porusi bunécény riist a membrana ztraci svoji tekutost a prestava byt semipermeabilni
pro bunéény material. Uvolni se draslik, fosfor a dalsi ionty, které vedou k bunétné smrti

(Cooper a Kirketerp—Maoller, 2018).

Ucinnost chlorhexidinu je zavisly na koncentraci, pH prostiedi a ¢ase. Pii nizkych
koncentracich do 0,06 % plsobi bakteriostaticky. Koncentrace vyss§i nez 0,12 %
ma baktericidni aktivitu (smrt bunék zptsobi cytolyzou). CHX prochazi bakteridlni sténou
nebo vnéjSi membranou pomoci diftize. Se vzriistajici koncentraci uvnitt builky dojde
k znehodnoceni cytoplazmy a vyvola koagulaci intracelularniho obsahu, ktery vede ke smrti

bunék (Karpinski a Szkaradkiewicz, 2015).

Dalsi poskozeni na mitochondriich a tim mtze dojit k vyCerpani ATP v bunce a vyssi
produkce ROS. Tato vys§i produkce ROS poskozuje DNA a vede ke genotoxicité.
Timto je potlacena syntéza DNA tvorbou kovalentnich vazeb, snizuje se tak bunécna
proliferace anegativné pusobi na syntézu a hromadéni proteint. ZvySeny obsah
intracelularnich vapnikovych iontd pfispivaji k oxida¢nimu stresu v bunkach vedouci
az Kk nekrotické buné¢né smrti. Cytoskelet bunék je téz naruSen a méni jeji konformaci (Percival
etal., 2010).

1.5.5.3 Rezistence na chlorhexidin

Chlorhexidin piisobi u¢inné proti infekcim a nema vedlejsi ucinky. Béhem poslednich
60 let se nevyskytly rezistentni organismy, které by vykazovali rezistenci na CHX.
Nenapomahd vzniku mikrobidlnich rezistenci a nenavysuje pfitomnost jiz ptitomné rezistentni
mikroflory. Nizké koncentrace ovliviiuji integritu cytoplazmatické membrany a vysoké
koncentrace naopak zptsobuji tuhnuti cytoplazmy. Membranové aktivni latky moou poskodit
bunécnou sténu a vnéj$i membranu. Coz vede az ke kolapsu membranového potencialu
a intracelularniho uniku. V dtsledku pasivni difuze a dalsi adaptaci dochazi ke koagulaci

cytosolu (Cooper a Kirketerp—Moller, 2018).

Chlorhexidin je Sirokospektralni antiseptikum. Vykazuje dlouhodobou aktivitu
ve srovnani s ostatnimi biocidy. CHX maé bakteridlni 1 baktericidni aktivitu v zavislosti
na pouzité koncentraci. Je kladné nabity a jako takovy se vaze na zaporné nabitou bakterialni

bunéénou sténu (Williamson et al., 2017).
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Pii nizkych koncentracich CHX dochazi ke ztrat€ osmoregula¢niho ucinku.
Metabolicka kapacita vede ke ztrat¢ ionti dusiku s nédslednou inhibici bunééného dychani.
Vysoké koncentrace vedou k uplné ztraté¢ integrity membrany s naslednym tunikem obsahu

bunék, a nakonec bunécna lyza a smrt (Williamson et al., 2017).

Neexistuji zadné standardni metody pro testovani citlivosti na chlorhexidin.
Nejcastgj$Sim uvadénym mechanismem rezistence jsou effluxni pumpy. Tyto proteinové
komplexy jsou schopné aktivné pumpovat chlorhexidin z buné¢k. Pumpy jsou Siroce
distribuovdny mezi grampozitivni a gramnegativni bakterie. Effluxni systém QacA je nejvice
studovany, a praveé byl spojen se zvysSenou rezistenci k chlorhexidinu. Nejc¢astéji se nachazi

u stafylokoku a ostatnich grampozitivnich bakterii (Williamson et al., 2017).

1.6 Bakterialni rezistence na antiseptika

Rezistence €ili odolnost vii¢i antimikrobidlnim latkam se stala zdvaznym celosvétovym
zdravotnim problémem. Bakterie, aby zabranili plisobeni antimikrobialnich latek pouZzivaji
mechanismus, kterym zméni specificky cil. Tim znaéné narusi mikrobialni riist. Upravou cile

dochazi nejcastéji ke snizeni afinity k 1éku (Tumah, 2009).

Interakce na povrchu buné€k miize mit vliv na Zivotaschopnost, ale vétSina antiseptik
je intracelularné aktivni. Vné&jsi vrstvy mikrobidlnich bunék ma vyznamny vliv na nachylnost

k antiseptikim (Gottrup et al., 2014).

K dispozici je n€kolik technik pro studium mechanismi pisobeni antiseptik. Naptiklad
vySetieni absorpce, lyza a unik intraceluérnich slozek, porucha bunééné homeostazy, inhibice

enzymu, transport elektrond, mikroskopické vySetfeni bunck vystavenym antiseptikim

(McDonnell a Russell, 2020).

V poslednich n¢kolika letech byl dosazen pokrok v pochopeni odpovédi riznych typl
bakterii na antibakterialni latky. Vysledkem byva rezistence pfirozenou vlastnosti organismu
(vnitini rezistence), ziskand mutaci nebo ziskanim plazmidid (samoreplikujici se)
nebo transpozomii. Vnitini rezistenci vykazuji gramnegativni bakterie, bakterialni spory

a mykobakterie. Ziskand rezistence zprosttedkovand plazmidy se pozoruje prevazné

u stafylokoku (Lee et al., 2017).
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1.6.1 Mechanismus vnitini bakterialni rezistence

Aby se antiseptikum ¢i dezinfekéni molekula dostala do mista svého cile,
musi byt prekiizeny vné&jsi vrstvy bunky. Slozeni a povaha téchto vrstev je dana typem
organismu. Plsobi jako bariéra propustnosti, kde dochéazi ke sniZzené absorpci a mén¢ Casto
Kk degradaci sloucenin. Vnitini rezistence je vrozena a tudiz pfirozena, chromosomalné fizena,
ktera umozni obejit plisobeni antiseptik. Gramnegativni bakterie maji tendenci byt odolné;si

nez grampozitivni organismy (Tumah, 2009).

Rezistence bakterialnich spor vici antiseptikim se vyviji béhem sporulace. Sporulace
sama o sob¢ je proces, pii kterém se z vegetativni buniky vyvine spora. Nastup rezistence

na konkrétni antiseptikum souvisi s konkrétnim stadiem vyvoje spor (Alibert et al., 2017).

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii se sklada z peptidoglykanu a kyseliny teichové.
Ani jeden z nich vSak nepusobi jako ucinna bariéra pro vstup antiseptik. Latky S vysokou
molekulovou hmotnosti prochdzi bunécnou sténou pomérné snadno. Zmeénou tloustky a stupné
zesitovani peptidoglykanu se zméni bunécna citlivost na antiseptika. Nonmucoidni kmeny
jsou usmrceny rychleji nez mukoidni kmeny. Sliz ma dutlezitou ochranou funkci,
bud’ jako fyzicka bariéra proti antiseptikim nebo jako volna vrstva integrujici s molekulami

antiseptik (McDonnell a Russell, 2020).

Gramnegativni bakterie jsou odolnéjsi viici dezinfekénim piipravklim a antiseptikiim
neZ nesporulujici grampozitivni bakterie. Vnéj$i membrana G- bakterii plsobi jako bariéra,

ktera omezuje vstup mnoha antiseptikiim (Alibert et al., 2017).

1.7 Bakterialni rezistence na antibiotika

Enzymy zapojené do syntézy peptidoglykantl jako je naptiklad PBP, se stavaji tim danym
cilem. Zodpovédnost za rezistenci na antibiotika u Staphylococcus aureus je praveé hlavné dana
zména PBP. Mame nékolik PBP (1a, 1b, 2a, 2b, 2x a 3) ve kterych mtze vznikat bodova mutace,
kterd byva zodpovédnd rezistenci. Dal§im piikladem miize byt vysokd odolnost vici
methicilinu. Zpisobeno to byva ziskanim genu mecA, ktery odpovidéa za syntézu nového PBP,
PBP2a. Nizkouroviiovy odpor nastava pii celkové absenci mecA v dasledku nadprodukce

PBP4 nebo modifikaci PBP2 (Périchon et al., 2019).
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Mutace Vribozomalnich proteinech jsou také zodpovédné za rezistenci.
Hlavnim mechanismem rezistence u ribozomadlnich proteinii je zména cilii fluorochinolonii
topoizomeraz typu II, DNA gyrazy a topoizomerazy IV. Enzymy podilejici se na syntéze
bakterialni DNA se skladaji zdvou podjednotek (pro DNA gyrazu GyrA a GyrB)
a (pro topoizomerazu IV ParC a ParE). Mutace v téchto specifickych oblasti zabranuje fixaci
chinolon na komplex DNA-enzym. Uroveii rezistence zavisi na bakteridlnich druzich
a na chinolonu. U gram negativnich bakterii je cil DNA gyraza, natoz u gram pozitivnich
bakterii je to topoizomerazu IV. Cast&j§i mutace byvaji u podjednotek GyrA nebo ParC

(Périchon et al., 2019).

Gram negativni bakterie maji vnéj$i membranu vné peptidoglykanu. Sklada se
Z lipopolysacharidu a fosfolipidli. Vnéj$i membrana funguje jako bariéra. LPS u ni zodpovida
za nepropustnost pro mnoho molekul. Nékteré proteiny jako jsou poriny pusobi jako vodné
kanaly, které vyuzivaji antimikrobialni latky, aby pronikly do membrany. Odolnost porint
zavisi na poctu kopiim, velikosti port. Velmi nizkou propustnost pro malé hydrofilni molekuly

ma vnéj$i membrana u P. aeruginosa (Rousselle et al., 2019).

Rezistence na antibiotika, se ¢im dal vice stava celosvétovym problémem. Jejich rozkveét
a castéjsi pouzivani mél vSak velké cile a nadéji v 1é€bé infekénich nemoci. S rostoucim
pouzivanim na cokoliv pfestaly dostate¢né¢ pusobit a zacala vznikat multirezistentnost
bakterialnich kmenti. Opakované pouzivani antibiotik, je pravé hlavni pficinou vzniku

bakterialni rezistence (McDonnell a Russell, 2020).
Existuji dva hlavni typy resistence. Vnitini a ziskana rezistence.

1.7.1 Vnitfni odolnost
Ptirozena ¢ili vnitini rezistence je pfitomna ve vSech bakteriich daného rodu nebo druhu.
Tento typ rezistence Casto byva vysledkem fyziologickych charakteristik bakterialniho druhu.

Casto je zpiisobena nepiistupnosti daného antibiotika, nizkou afinitou k cili nebo neptitomnosti

cile (Périchon et al., 2019).

Naptiklad pfitomnost vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii (pf.: Eschericha coli)
Casto vede k odolnosti vici riznym tfidam 1éCiv diky nepropustnosti. U Pseudomonas
aeruginosa je typicky siroky rozsah substratové vnitini rezistence vyplivajici z obzvlasté nizké
permeability vn€j$i membrany, kterd je spojena s fadou endogennich multidrug effluxnich
systétmii (MexAB-OprM a MexXY-OprM) a chromosomalné¢ koédovanym [p—laktamaza
(AmpC) (Siddiqui a Bernstein, 2010).
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1.7.2 Ziskana odolnost
Tato rezistence je pfitomna pouze u nékterych kmenil stejného rodu nebo druhu.
V nékterych piipadech muze 1 prevladat. Jednd se tfeba o produkci penicilinazy

ve stafylokokach, objevujici se az u 90 % kment (Périchon et al., 2019).

1.7.3 Mechanismy rezistence

Bakterie si z biologického hlediska vyvinula hlavni mechanismy rezistence. Na obrazku
10, lze pozorovat seshora smér proti hodinovym rucickdm zndzoriujici zménu cile,
ztratu Nebo sniZeni afinity 1é¢iva (1), dale produkce enzymu inaktivujici nebo modifikujici dané
1é¢iva (2), nepropustnost mutaci v porinovém kanalu nebo znemseni jeho priméru u gram
negativnich bakterii (3) a nepropustnost aktivnim energeticky zavislym odtokem 1éciva (4).
Spolecnym cilem téchto odliSnych mechanismu je zabranit interakci daného 1é€iva s jeho cilem

(Périchon et al., 2019; Schreml et al., 2010).

Obrazek 10: Mechanismy rezistence (Périchon, 2019)

1.8 KF¥FiZova rezistence

Zkiizena rezistence odpovidd rezistenci vi¢i vSem antimikrobidlnim latkdm
(jak antiseptika, dezinfekce i antibiotika) patficim do stejné tiidy s jednim druhem
mechanismu. Do stejnych tfid patii chemicky piibuzné latky, které jsou rezistentni na jednoho

¢lena dané tiidy (Chandan et al.,2017).

Cim vic se stava 1€k aktivnéjsi, tim je nizsi Groven rezistence. Plati, ze nové vyvinuté
latky jsou aktivnéjsi nez staré molekuly ze stejné tfidy. Uroven rezistence zavisi i na stupni

citlivosti hostitelské bakterie (Périchon et al., 2019).
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Pro dosaZeni kiizové rezistence jsou nejucinnéjsi integrony. Ty pfedstavuji geneticky
systém pro zachycovani a expresi genu rezistence. Integrony byvaji umistény v chromozomech
nebo plazmidech. Jsou slozeny z genti, které se ziskaji specifickou rekombinaci. Bylo popsano
pet tfid integrond zapojenych do Sifeni rezistence. U integrond tfidy 1 se nachazi vétsina gent
rezistence a byly detekovany u mnoha gram negativnich a méné u gram pozitivnich bakterii

(Chandan et al., 2017).

Tyto geny maji aparat, ktery je nezbytny k zachycovani exogennich gent. Je slozen
Z integrazu (intl), kterd zapfti€ini rekombinaci cirkularizované DNA. Dale rekombina¢ni misto
(attl) a promotor (pant), ktery celkové fidi transkripci zachycenych gend. Tento integracni
proces je reverzibilni. Polohou DNA vintegronu je danda mira rezistence.

Cim blize k promotoru, tim vy3§i je Giroven exprese gentl rezistence (Wang et al., 2014).

1.8.1 Rozsifena kiiZova rezistence

Rozsifena kiizova rezistence je zpusobena jednim moznym mechanismem,
tudiz je to totozné s kiizovou rezistenci. Rozdilem vsak je to, ze vyvolava rezistenci riznym
ttidam 1éciv. Proto to nazyvame rozSifenou kiizovou rezistenci. Ptikladem tohoto typu
rezistence je nadmérna exprese effluxnich pump, které mohou mit velmi Siroky rozsah substrati

(Périchon et al., 2019).

1.9 Bakterialni rezistence antiseptika vs. antibiotika

Stejné jako u antibiotik, tak i u antiseptik a dezinfekénich prostfedkii mohou vznikat
rezistence. Na rozdil od antibiotik nemusi rezistence nebo zvySeni MIC antiseptik nutné
souviset se selhanim a narusenim funkci. Zvyseni MIC antibiotik mlize mit vazné vyznamné

dusledky, ale cilovy organismus neni ovlivnén svym antimikrobidlnim a¢inkem (McDonnell a

Russell, 2020).

1.10 Effluxni pumpy

Jednim z hlavnich zptsobti, jak bakterie ptezivaji €inek téchto latek je jejich efflux,
tedy vylucovani. Antiseptikiim i antibiotikim je v dusledku snizené koncentrace v burice
zamezen pristup k cilové bunice. Ztraci tim tak svoji u¢innost v misté ptisobeni. Vylucovani
probiha prostfednictvim proteinovych pump obsazenych v cytoplazmatické membrané bunky.

Ty jsou pfitomné jak v gram negativnich, tak i gram pozitivnich bakterialnich kmena (Piddock,

2006).
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Cinnost effluxnich pump nesouvisi pfimo s antiseptickymi latkami. Pfirozenou a hlavni
roli pump je obrana proti Skodlivym latkdm. Ve spojeni se vznikem bakterialni rezistence
vSak znazornuje vyznamny faktor zvySujici Zivotnost a patogenitu mikroorganismi.
Pumpy rozeznivaji jednu ¢i dokonce fadu navzdjem neptibuznych latek. Chromosomalné
kodované effluxni pumpy mohou byt zodpoveédné za vnitini rezistenci na rizné antimikrobialni
latky, i pro latky, u kterych se pivodné pocitalo se snizenou propustnosti vnéj$i membrany

(Blanco et al., 2016).

Effluxni pumpy jsou piitomny ve vSech organismech. Dodnes bylo popsano pét rodin
multirezistentnich effluxnich syst¢émt MDR: Major Family Facilitator Superfamily (MFS),
ATP-binding cassette (ABC), the Resistance—Nodule—cell Division (RND), the Small
Multidrug Resistance (SMR) a Extruze vice drog a toxickych slou¢enin (MATE). Ptehled pump
v tabulce 1 a obrazku 11 nize (Périchon et al., 2019).

Tabulka 1: Typy effluxnich pump

Zkratka Cely nazev skupiny Zdroj energie
RND Resistance nodulation division family Protonovy gradient
MFES Major facilitator superfamily Protonovy gradient
SMR Staphylococcal multiresistance family Protonovy gradient
ABC ATP biding cassettle Hydrolyza ATP

i . i Prot y gradient
MATE Multidrug and toxic compound extrusion rotonovy 9
Gradient Na+ ionta
RND SMR MFS MATE ABC

EXTRACELLULAR
MEDIA

PERIPLASM

ADP+Pi

®

Antibiotic @ @ @ @

CYTOPLASM

Obrazek 11: Typy pump a vylucovani substrati (Blanco et al., 2016)
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Jelikoz jde o aktivni vylucovani, musi se Cerpat dostatek energie. Témét vSechny pumpy
vyuzivaji energii Z protonového gradientu na membrané. V piipad¢ sekundarniho aktivniho

transportu jde proton do cytoplazmy na ukor vylou¢ené molekuly antimikrobialni latky.

Vysokou odolnost vici antiseptickym a antimikrobidlnim latkam vykazuji gram
negativni bakterie. Membrany obsahuji proteinové pumpy ze skupiny RND. Vyznacuji
se Sirokou substratovou specifitou. Vylucovani téchto pump se skladd ze tii casti,
a to z transportniho proteinu ve vnitini membrané (IEP), pfidavny protein v periplazmé (PEP)

a protein vn&j$i membrany (OEP) (Piddock, 2006).

Protein IEP uchyti substrat ve fosfolipidové dvojvrstvé vnitini membrany bunky a pieda
ho proteinu vnéj$i membrany k findlnimu vylouceni. Spoluprace mezi proteiny umisténymi
Vv periplazmatickém prostoru mezi membranami zajist'uje ptidavny protein. Diky schopnosti
vylucovat velké mnozstvi odlisnych latek jsou RND pumpy povaZovany za hlavni pficinu
vzniku multirezistentnich bakteridlnich kment (viz obr. 12). Substraty nejmensich
multirezistentnich pump jsou detekovany u S. aureus (Smr) a E. coli (EmrE).
A zrovna tyto substraty jsou piitomny U mnoha antiseptik, a i v dezinfekénich prostredcich
(Blanco et al., 2016).
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Obrazek 12: Effluxni systém RND AcrAB-TolC gramnegativni bakterie (Alvarez—Ortega,
2013)
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Pravé effluxni pumpy u P. aeruginosa nebo S. aureus maji velky klinicky vyznam,
protoze tyto bakterie nadprodukuji tento druh pump. Metoda, ktera se pouziva na detekci
¢innosti téchto pump jsou zalozeny na pouziti fluorescen¢niho barviva ethidium bromidu EtBr.

Pouzivaji se ptipravené misky o riznych koncentraci EtBr (Alvarez—Ortega et al., 2013).

[ 4

jsou effluxni pumpy zrodiny RND (the Resistance—Nodule—cell Division). Tento systém
sloZzeny z proteinll vnitini membrany spojeny s faktorem vné¢j$i membrany je schopen vytlacit

substrat z cytoplazmy do prostiedi (Périchon et al., 2019).

1.11 Zmény ve sloZeni LPS jako ochrana pred piisobenim antiseptik
Lipopolysacharidy jsou hlavni sloZkou vnéj§i membrany gramnegativnich bakterii.
Jde 0 imunodominantni molekulu skladajici se z lipidu A (uloZena ve vnéjs$i membrang), jadra
oligosacharidi a opakujici se jednotku O-antigenu (sméfuji ven zpovrchu buiiky).
LPS molekula je dulezitd pro patogenezi a virulenci mnoha bakteridlnich druhd vcetné

Pseudomonas aeruginosa (Davis a Goldberg, 2012).

Gramnegativni bakterie vykazuji vysokou uroven rezistence vuci antiseptikim
a dezinfekénim prostfedktim. Vng&jsi membrana P. aeruginosa je zodpoveédna za jeji odolnost.
Ve srovnani s ostatnimi organismy existuji zna¢né rozdily ve slozeni LPS a obsahu kationtii
ve vnéj$i membrang. Rozdily ve slozeni LPS O-antigenu hraji vyznamnou roli pro sérotypizaci

kmend (McDonnell a Russell, 2020).

LPS se podili na pfipojeni k hostitelské burice jiz uz pii po¢atku vzniku infekce. Poskytuje
ochranou funkci pred usmrcenim zprostfedkovanym komplementem. Vysoky obsah Mg?*
napomaha vytvaret silné vazby LPS-LPS. V dusledku své malé velikosti nemusi poriny
umoznovat difuzi skrz né. Vysoky obsah arabiozy vazané na fosfaty v LPS snizuji afinitu vné;si
membrany k polymyxinovym antimikrobialnim latkam. Je velmi dilezité interpretovat
ptitomnost LPS, protoze kmeny, u kterych neni obsaZzena molekula LPS, mohou mit oslabenou

virulenci (Davis a Goldberg, 2012).

Dusledkem vzniku rezistence miZze byt stres z prostfedi na povrchu buiiky.
Zména mastnych kyselin na povrchu bunck zabrdni vstup cizich latek (i antiseptik)
do cytoplazmy. Modifikace slozeni lipidi v bunééné sténé, a to pievazné lipopolysacharidi
alipidi pomdha zabranit proniknuti antiseptik do gramnegativnich bakterii. Zmény

u grampozitivnich kmeni neni doposud znamy a dostate¢né prostudovany (To et al., 2020).
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Material

2.1.1 Laboratorni pomicky
Automatické pipety

Inokula¢ni klicky

Kédinky

Mikrotitracni desticka s vickem
Mikrozkumavky

Odmérny valec

Petriho misky plastové

Plastové stojany na zkumavky

Plastové $picky

PrisluSenstvi pro elektroforézu (plastova nadoba, sklicka, drzak...)

Spektrofotometrické plastové kyvety

Zkumavky

2.1.2 Laboratorni pristroje
Analytické vahy

Autoklav

Centrifuga

Hlubokomrazici box -80 °C
Chladnicka

Laminami box

Mrazak

pH metr

Spektrofotometr

Syngene G-box

Termostat

Vortex

Vyhtivana trepacka

2.1.3 Software

Detekeni systém Alliance

(Mettler Toledo, Ceska republika)
(BMT, Ceska republika)
(Unimed, Ceska republika)
(Eppendorf, Némecko)

(Liebherr, Ceska republika)
(Thermo Fisher Stientific, USA)
(Gorenje, Slovinsko)

(XS Instruments, Italie)

(Thermo Fisher Stientific, USA)

(Chemi 16 Bio Imagingsystem, Velka Britanie)

(Edmund Biihler, Némecko
(IKA-Werke GmbH, Némecko)
(Benchmark Scientific, USA)

(Tokio)
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2.1.4 Bakterie

Ve vSech experimentech jsem pouzivala kmeny Staphylococcus aureus (CCM 4223)
a Pseudomonas aeruginosa (CCM 1961), které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi
CCM.

2.14.1 Ptiprava bakterii

Vysusené¢ kmeny jsem ozivila v TSB tekutém médiu v 50 ml Erlenmeyerové buiice.
Bakterie se nechaji kultivovat pii teploté 37 °C ptes noc. Nasledné se z téchto bakteridlnich
kultur ptipravila glycerinova konzerva (cca 1 ml kultury + 250 ul sterilniho glycerolu),

Ktera se ptipravi do kryozkumavek a uchovavaji se v mrazicim boxu pii —80 °C.

Bakterialni inokulum se pfipravilo ze zasobnich alikvoti bakterii den pfed prvnim
pouzitim pienesenim a zaoCkovanim na Petriho misku s TS (Tryptone Soya) agarem nebo na
Miieller—Hinton agar. Dany bakterialni kmen se nechal rist v termostatu pii 37 °C po dobu 24
hodin. Takto pfipravené kultury se uchovavaly maximalné tyden pii teploté 4 °C a pouzivaly

se podle potieb.

Nasledujici tabulka 2 shrnuje slozeni jednotlivych agart, které jsem v prabéhu

experimentll vyuzivala.

Tabulka 2: SloZeni jednotlivych agari

Agar Vyrobce SloZeni

Hovézi masova infaze (300 g/l)
Kaseinovy hygrolyzat (17,5 g/l)
Skrob (1,5 g/1)

Agar (17 g/l)
pH pii 25 °C (7,3 £ 0,1)

Oxoid Limited,

Miieller—Hinton o, .
" Velka Britanie

Pankreaticky traveny kasein (15 g/1)
Enzymaticky rozklad sojovych bobti (5 g/l)
Chlorid sodny (5 g/l)

Agar (15 g/l)
pH pfti 25 °C (7,3 £ 0,2)

Oxoid Limited,

Tryptone soya Velka Britanie

Pudy jsem ptipravovala podle tabulky 3 viz nize. Pfislusné mnozstvi se necha sterilizovat
v autoklavu pfi teploté 121 °C na 15 minut. Nasledn¢ jsem rozlévala cca 25 ml sterilniho agaru

do Petriho misek. Misky se skladovaly v letnici o teploté 4 °C maximalné 3 mésice.
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Tabulka 3: Hmotnost agari

Slozka Mnozstvi
Tryptone Soya agar 409
Destilovana voda 1 000 ml
Miiller—Hinton agar 21¢g
Destilovana voda 1 000 ml

Pro dalsi dany experiment probihala kultivace v tekutém Miiller—Hinton bujonu (MHB)
(slozeni viz tabulka 4). PfeoCkovanim z agaru na Petriho miskach do 4 ml tekutého média
se pripravila na dany den bakteridlni suspenze. Samotnd kultivace probihala na tiepacce
ve zkumavkach pfti teploté 37 °C po dobu minimélné 2 hodin, v piipadé potteby az do druhého

dne.

Tabulka 4: SloZeni Miiller-Hinton bojén

Slozka Mnozstvi
Miiller—Hinton bujon 219
Destilovana voda 1 000 ml

Nasledovalo zméfeni optické denzity (OD) v plastové kyveté na spektrofotometru pii
vinové délce 600 L. Vznikly zakal se upravil na hodnotu 0,5 McFarlandovy fady. Tento zakal
odpovida pozadovanému nartistu bakterii (1-2 x 108 CFU/ml), coz souhlasi s hodnotami

cca ODgoo = 0,08 — 0,13. Redila jsem v MH bujonu, ktery se pouziva i pro méfeni pozadi.

2.1.5 Antiseptika

Pouzivala jsem tato antiseptika viz tabulka 5.

Tabulka 5: Testovana antiseptika

Testované antiseptikum Aktivni latka Cislo SarZe Vyrobce
Chlorhexidin diglukonat | chlorhexidin  20% roztok | BcBQ5163V | Sigma, Némecko
Oktenidin dihydrochlorid oktenidin  0,05% roztok| 9460218 |Schiilke, Némecko
Octan stiibrny AgAc aktivni sttibro 0,002 mg/I 730815 Sigma, Némecko
Derivat hyaluronatu SHCI chlor 97% prasek 190722 Contipro, CR
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2.1.5.1 Priprava antiseptik
Vsechny antiseptika ve formé roztokt se postupné nafedila za pomoci MHB
do pozadované koncentrace. Pevna ¢i praskova antiseptika se nejprve navazila na analytickych

vahach, rozpustila ve sterilni vod¢ a nafedila opét na poZadovanou koncentraci.

2.1.6 Priprava roztoku
2.1.6.1 Akrylamid (AA) 30%

Do kadinky s michadlem bylo navazeno 29,2 g AA a 0,8 g methylenebisakrylamid
(MBAA). Nasledné se doplnilo demineralizovanou vodou na 100 g. Po rozpusténi byl roztok

uloZen v temnu pfi teploté 2—8 °C.

2.1.6.2 Tris (1,5 M) + tetramethylethylenediamin (TEMED), pH 8,9

Do kadinky s michadlem bylo navdzeno 45,43 g Tris a pomalu se ptidalo 575 pl
TEMED. Vse doplnéno demineralizovanou vodou na 230 g. Pomoci HCI 35% se upravilo pH
na hodnotu 8,9 a doplnilo vodou na 250 g. Roztok se uklada v temnu pfi teploté 2—8 °C.

2.1.6.3 Tris (0,5 M) + TEMED, pH 6,9
Do kéadinky s michadlem se navazilo 3,0 g Tris a pomalu se pfidalo 230 ul TEMED.
Vse doplnéno demineralizovanou vodou na 45 g. Pomoci HCI 35% se upravilo pH na hodnotu

6,9 a doplnilo vodou na 50 g. Roztok se uklada v temnu pii teploté 2—8 °C.

2.1.6.4 SDS (sodium dodecyl sulfat) 10%
Do kéadinky s michadlem se navazilo 2,5 g SDS a doplnéno demineralizovanou vodou

na 25 g, michano do uplného rozpusténi.

2.1.6.5 APS (ammonium persulfat) 3%
Do kadinky navazeno 0,3 g APS a doplnéno na 10 g demineralizovanou vodou.
Skladovat pfi teploté 20 °C.

2.1.6.6 Pufr pro elektroforézu 10krat (zasobni roztok—SS)

Do 1000 ml plastové kadinky s michadlem navazit 10,0 g SDS, 30,3 g Trisa 114,0 g
Glycinu. Pfida se cca 600 ml demineralizované vody, nechame rozpustit a doplnime na 1000 ml
demineralizovanou vodou. Zkontrolujeme pH a pfipadné¢ upravime na hodnoty v rozmezi

8,0-8,5. Roztok uchovavame ve sklenéné lahvi v temnu pii pokojové teplote.
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Pfedtim nez pouZijeme je potieba roztok zfedit v poméru 1 dil SS a 9 dild
demineralizované vody. Zkontrolovat pH a upravit na rozmezi hodnot pH na 8,0-8,5.
Skladujeme ve tmé pti pokojové teploté. Lze pouzit maximalné 3x, pak se musi pfipravit roztok

novy.

2.1.6.7 Vzorkovy pufr (6x Laemmli pufr)
Do 25 ml kadinky s michadlem bylo navaZzeno 1,211 mg Tris (0,5 M), pfiddno 20 ml
demineralizované vody a dokonale rozpusténo. Pomoci 35 % HCI na upravilo pH na hodnotu

6,8.

Do 15 ml zkumavky se navazilo 1,2 g SDS a rozpustilo v 4,1 ml demineralizované vody.
Nasledné se ptidalo 1,2 ml ptfipraven¢ho Tris 0,5 M roztoku, Spetku cca 2 mg BPB a 4,7 ml
glycerolu. Zkumavka se umistila na valeCkové michadlo a pockalo se na dokonalé rozpusténi

vSech sloZek. Takto pfipraveny roztok se uchovava pii teploté -20 °C.

Pied vlastnim experimentem se roztok upravi. Rozmrazeny pufr se dikladné protiepe
a prida se 2-merkaptoethanol (B—ME) v poméru 9:1. Tento roztok se téz uchovava pfi teploté

—20°C.

2.1.7 Priprava geli na elektroforézu
Pied piipravou gelil se nejprve sestavi aparatura a zkontroluje se istota skel. Cistd,
dokonale umytd skla nakonec oplachneme destilovanou vodou a otfeme ubrouskem

navhl¢enym izopropylalkoholem (IPA).

Na spodni ¢ast nalévaciho stojanu se umisti gumova podlozka, aby vlozena skla (tenké
a tlusté sklicko) nasazena do zeleného drzdku mohla dokonale tésnit. Pro kontrolu tésnosti skel

nalijeme demineralizovanou vodu a zkoukneme, zda to n¢kde neutika.

Ptipravime si separacni gel (viz tabulka 6). APS pipetujeme tésné pfed nalitim gelu.
V3e promichame a thned pipetujeme mezi skla. Spodni separacni gel nalijeme ptiblizn€ 1,5 cm
od horniho okraje mensiho skla. Vrstvu gelu nechame ztuhnout. Jakmile dojde k polymeraci,

muzeme pfipravit a nalit druhy vrchni zaostfovaci gel.

57



Tabulka 6: Mnozstvi separacni gel

SEPARACNI 15 % gel (1 mm)
1 gel 2 gel 3 gely 4 gely 5 geli
H.O [mL] 0,89 1,79 2,68 3,57 4,45
AA  [mL] 2,51 5,01 7,52 10,01 12,53
TrispH 8,9 [uL/mL]| 250 500 750 1 1,25
SDS10%  [uL] 50 100 150 200 250
APS3% [uL/mL]| 250 500 750 1 1,25

Zaostiovaci gel se pripravi podle tabulky 7, zamichame a ihned aplikujeme na separacni

gel. Pipetujeme aZ po okraj mensiho skla, vloZzime aplika¢ni hiebinek a nechdme polymerovat.

Takto piipravené gely jsem uchovavala (max. 3 dny) v lednici v uzaviratelném sacku
s vlhkym prostfedim, aby se zamezilo vyschnuti. Po vyjmuti hiebinkd proplachneme

demineralizovanou vodou, abychom odstranili pfipadné vzniklé vzduchové bubliny.

Tabulka 7: Mnozstvi zaostfovaci gel

ZAOSTROVACI 5 % gel (1 mm)
1 gel 2 gel 3 gely 4 gely 5 geli
H.,O [mL] 1,25 2,5 3,75 5 6,25
AA [mL] 333 665 998 1,33 1,66
TrispH 6,9 [uL/mL]| 250 500 750 1 1,25
SDS10%  [uL] 20 40 60 80 100
APS3% [uL/mL]| 150 300 450 600 750

2.1.8 Priprava vzorki pro stanoveni LPS

Bakterie (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) byly zao¢kovany a kultura
byla inkubovana pies noc. Dalsi den nasledovalo promyti v Cistém fosfatovém pufru (PBS).
Nechalo se centrifugovat pii 3000 rpm na 3 minuty a resuspendovalo se opét v PBS. Urcila jsem

si mnozstvi bakterii v suspenzi pti vinové délce 600 nm.

Nasledné jsem si odebrala a piipravila od kazdé bakterie 2 zkumavky odpovidajici
6 - 108 bakterii a centrifugovala. Piipravené bakterie se resuspenduji ve 100 pl lyzaéniho

Laemmliho pufru a resuspendované vzorky zahtejeme na 10 minut pfi teploté 95 °C.

Po vychladnuti na pokojovou teplotu se pfidd ke vzorkim po 20 ul proteindzy K
o0 koncentraci 2,5 mg/ml a inkubujeme pii teplot¢ 60 °C minimalné 60 minut (120 minut).
Proteolytické Sté€peni zastavime inkubaci pii teplot€¢ 95 °C po dobu 5 minut. Centrifugujeme

a pro elektroforézu se odebere ¢isty supernatant (10 pl), zbytek se uchovava pii teploté —20 °C.
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2.1.9 Priprava bakterii pro extrakci

Den pfedem jsem si zaoCkovala bakterie (Cisté bakterie, bakterie po prvni aplikaci
antiseptik, bakterie po desaté pasazi) na MHB kultiva¢ni padu, kultivovat pies noc pti 37 °C.
V den analyzy jsem si bakterie pfevedla z plotny do tekut¢ého MHB média a nechala kultivovat

minimalné 2 hodiny v tfepacim inkubatoru pii 37 °C a cca 180-200 otacek za minutu.

Po nartstu (min. 2 hodiny) jsem bakterie desetkrat zfedila a zméfila optickou denzitu
pti vlnové délce 600 nma upravila suspenzi na hodnotu 0,5 McFarlandovy fady.
1,5 ml suspenze bakterii se nechala sedimentovat v mikrocentifuze pii 10 600 x g po dobu

10 minut. Dale se supernatant odstrani a pouziva sediment.

Pied extrakci se piipravi potiebné roztoky. Na piipravu zasobniho 2x SDS pufru
je pottecba BME, SDS, glycerol a Tris. Pfesné mnozstvi je uvedeno v tabulce 8.
Nakonec se k pufru pfida 1 mg bromfenolové modii a roztok se vybarvi. V piipadé,
ze byla potieba 1x SDS, tak se zasobni pufr zfedil 1:1 ve sterilni destilované vodé. Tyto roztoky

se uchovavaji v mrazaku o teploté —20 °C.

Tabulka 8: Mnozstvi na 10 ml 2x SDS pufr

Slozka MnoZstvi
4% p-merkaptoethanol (BME) 0449
4% SDS 0449
20% glycerol 29
0,1 M Tris-HCI (pH 6,8) 10 ml

Sedimentované bakterie se resuspenduji ve 200 pl 1x SDS pufru. Nevortexovat,
ale roztok pouze promichat pomoci pipety. Resuspendované bakterie se nechaji zahftivat

15 minut a nasledn€ nechame ochladit na pokojovou teplotu.

K vychladlému roztoku bakterii se ptida 10 ul proteinazy K. Ta se pfipravi navazenim
0,625 mg proteinazy K a rozpusti se v 250 ul DEMI vody. Po ptidani proteindzy K se roztok
s bakteriemi necha inkubovat pfi teploté 59 °C po dobu 3 hodin.

2.1.10 Material pro barveni lipopolysacharidi Pro—Q® Emerald 300
Souprava na barveni lipopolysacharidéi Pro—Q® Emerald 300 (P20495) je slozena

Z téchto ¢asti:

e Gelové lipopolysacharidové barvivo P30635 Kit (P20495), uchovavané pii teploté
-20°C
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o Cinidlo Pro—Q® Emerald 300 (slozka A)
o LPS standard od Escherichia coli sérotypu 055: B5 (slozka B), 25 ul roztoku
2,5 mg/ml ve vodé
e Sada P30636 Pro—Q® Emerald 300, uchovavana pii pokojové teploté
o Barvici pufr Pro—-Q® Emerald 300 (slozka A), 250 ml

e Oxidacni ¢inidlo (slozka B), 2,5 g kyseliny jodisté

2.1.10.1 Ptiprava roztoki pro barveni LPS
a) Cinidlo Pro-Q®Emerald 300

K tomuto ¢inidlu se ptida 6 ml DMF a do dal$iho pouziti se uchovava pii teploté —20 °C.
b) Fixacni roztok

Piipravi se pfiblizné 200 ml smési s 50% methanolem a 5% kyselinou octovou.

Piesné mnozstvi v tabulce 9.

Tabulka 9: Mnozstvi fixa¢niho roztoku

Slozka Mnozstvi
Methanol 50 % 100 ml
Kyselina octova 5% 10 ml 99,8%
DEMI voda 90 ml

c) Promyvaci roztok
Promyvaciho 3% roztoku kyseliny octové se ptipravi 1 litr viz tabulka 10.

Tabulka 10: Mnozstvi promyvaciho roztoku

Slozka Mnozstvi
Kyselina octova 5% 30 ml 99,8%
DEMI voda 970 ml

d) Oxidac¢ni roztok

Do lahvicky s oxida¢nim ¢inidlem (slozka B) s 2,5 g kyseliny jodisté se ptida 250 ml
3% kyseliny octové. Uchovava se pii pokojové teploté. Tento roztok je pfipraven

pro vice stanoveni.

60



e) LPSstandard

Cast standardu od Escherichia coli sérotypu 055: B5 (slozka B) jsem 10krat zfedila pomoci
vzorkového pufru na konecnou koncentraci 250 pug/ml. K tomuto standardu se dale ptida
Laemmliho pufr s B-merkaptoethanolem a zahieje po dobu 5 minut na 95 °C. Takto pfipraveny

standard se dale uchovava v mrazaku pii —20 °C.

Do piedem piipraveného vytemperovaného na pokojovou teplotu 5 ul standardu LPS
se ptida 50 pl vzorkového pufru. K tomuto nafedénému standardu se pridalo 50 pul Laemmliho

pufr s B-merkaptoethanolem.

2.2 Metody

2.2.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
Jedna se o stanoveni nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, ktera jiz inhibuje

viditelny riist mikroorganismd.

2.2.1.1 Ptiprava mikrotitracni desticky

Veskera manipulace se provadéla sterilné a jako posledni se ptidavala bakterialni
suspenze. Jednotlivd antiseptika jsem pfipravovala ve dvojkovém fedéni v MHB médiu
a nanasela 50 ul do desticky, kde uz bylo pfedem aplikovano 50 pul tekutého 2x MHB média.
V piipad¢, Ze se jednalo o blank (kontrola sterility) a kontrola s nulovym obsahem antiseptik
(kontrola rastu) se aplikovalo 50 ul DEMI vody.

Az nakonec se prida 10 pl bakterialni suspenze. Ta byla pfipravena piredem, upravena
na hodnotu 0,5 McFarlandovy fady a ptidala se do kazdé jamky, kromé blanku. Toto mnozstvi
suspenze odpovida 5 x 10 CFU/mI bakterii v MH médiu. Pracuji s objemem 100 pl na jamku

a inokulum 10 pl, tim je zasobni suspenze bakterii 0,5 McFarlandovy fady fedéna 1:20.

Desti¢ka se uzaviela vickem a vlozila do sacku a nechala se kultivovat v tfepacce
pii 150 RPM a teploté 37 °C do druhého dne. AZ nasleduji den se odecitaly vysledky a desticka

se vyfotila.

2.2.1.2 Vyhodnoceni MIC podle zakalu

Vyhodnoceni jsem provadéla vizualng a ndsledné vyfotila pomoci analyzatoru Syngene
G-boxu. Posledni policko v desticce bez zakalu nam naznaCuje minimalni inhibi¢ni
koncentraci. Zalinajici zdkal znac¢i aktivni rist bakterii, tudiz negativni vysledek.

Vse je znazornéno na obrazku 13.
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$ Koncentrace klesajici ve sméru $ipky,
dvojkové fedéni

Obrazek 13: Vyhodnoceni MIC a subMIC

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je takova koncentrace antiseptik, kterd nevede
k viditelnému rustu bakterii po inkubaci pies noc pii 37 °C. Pfedpoklada se, ze tento model
spravé identifikuje MIC jako tzv. prahovou hodnotu, kde rezistentni bakterie ptetrvavaji
a nachylngjsi bakterie odumiraji. Citlivé buiitky mohou byt vyrazné poskozeny neletalni
subminimalni inhibi¢ni koncentraci (SUDMIC) a témito negativnimi G¢inky mohou zvysit
rozsah koncentraci antiseptik ¢i 1éCiv, kde jsou selektovany rezistentni kmeny. U subMIC

je situace takova, ze citlivé bakterie nezemfou, ale budou rist velmi pomalu.

2.2.1.3 Opakovana inkubace bakterii s antiseptiky

Bakterie narostlé v SUbMIC jamce byly pouzity pro inokulaci nového média
s antiseptikem o dvou koncentracich — subMIC a MIC. Nasledujici den byly znovu uréeny
subMIC a pfipadné MIC. Celkem bylo provedeno 12 opakovani inkubace v sSubMIC a MIC

pro kazdé antiseptikum.

V prubéhu inkubaci byly pribézné pripravovany glycerolové konzervy smichanim

0,3 ml glycerolu a 0,1 ml bakterialni kultury. Konzervy byly ulozeny na —80 °C.

2.2.2 Elektroforéza

Po izolaci proteinti z bunék dochazi k rozdéleni téchto proteind pomoci elektroforézy
(viz. schéma obr. 14). Patii k nejbézné&j$im metodam pro separaci proteinu ¢i jinych bunék
a castic nesouci elektricky naboj. Pohyblivost molekul je dana velikosti naboje, tvaru a velikosti
molekul, podminkdch prostiedi a sile elektrického pole. Pro proteiny je nejbéznéjsi

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS—-PAGE).
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SDS-PAGE umoziiuje charakterizaci a identifikaci proteint. Dodecylsulfat sodny (SDS)
slouzi jako aktivni detergent, ktery je schopny ,,zastinit” naboj proteini. Vytvari vysledny
komplex SDS—protein, ktery miva odpovidajici povrchovy naboj. Zaporné¢ nabité molekuly
SDS obklopi molekulu proteinu a dojde k denaturaci proteinu. Samotnd separace nasledné
probiha na zakladé velikosti molekul separovanych latek. Vzorek prochdzi separacnim

a zaostfovacim gelem. Dochazi k zahusténi vzorku a nasledné oddéleni jednotlivych proteint.

vzorek se nanasi na gel
speciaini pipetou

ka?ﬁ)da .‘ZQ{)\.

plastova komora

Obrazek 14: Elektroforéza (Analyza proteinit SDS PAGE elektroforézou, 2014)
2.2.2.1 Postup elektroforézy LPS

Sestavime aparaturu, umisime skla s gelem do stojanku a nalijeme po okraj vany pufr
pro elektroforézu. Nechdme stdit 5 minut a zkontrolujeme, zda nckde pufr neprotéka.
Béhem této doby si pfipravime vzorky. Rozmrazime, zvortexujeme a stoCime.
Pro lepsi nanaSeni se pouziva plastovy nastavec, ktery napomaha pro ptfesné pipetovani

do ptislusnych jamek.

Mnozstvi vzorku se nandsi podle poctu jamek (pfi tloustce gelu 1 mm o 15 jamkach
max 20 ul). Nasadime viko a zapojime do zdroje. Z pocéatku nastavime napéti na hodnotu
90 V piiblizn¢ na 10 minut a nechame bézet do t¢ doby, nez se zatne rozdélovat zebiicek.
Coz by mélo odpovidat tomu, Ze se vzorky dostanou ze zaostfovaciho gelu do separacniho.
Nasledné zvySime napétina 130 V a elektroforéza pobézi zhruba 1 — 1,5 h, zaleZi na koncentraci

gelu.
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Vypindme zdroj, jakmile se celo (modrda linie) blizi konci skel, nechceme,
aby vyjelo z gelu. Thned transferujeme gel a zac¢iname vyvijet. Nenechavame stat piili§ dlouho

v pufru a nechceme, aby gel vyschnul.

2.2.3 ldentifikace rezistentnich bakterii zprostiedkovanych effluxni pumpou metodou

ethidium bromid agaru

Effluxem vyvolana rezistence u pseudomonad je slozitd kvili molekuldm v bunééném
obalu. Probiha vyluovani Siroké Skaly chemicky a strukturné nepodobnych skodlivin
z bakterie. Efflux se provadi pomoci dostatecného mnozstvi energie bez modifikace antiseptik
¢i 1éciv. Hodnoceni téchto systémi je zalozeno na retenci fluorescencniho barviva ethidium
bromidu EtBr. Toto barvivo se vyuziva jako substrat pump, ktery umozni ovéfit pritomnost
nadmérné vylouceného effluxniho systému ve srovnani s vlastnimi effluxnimi aktivitami

odpovidajiciho bakterialniho kmene (Martins, 2011).

2.2.3.1 Postup experimentu

Pripravené agarové plotny obsahovaly rizné koncentrace ethidium bromidu (EtBr).
Na jednu petriho misku se nanesly ockovaci klickou vSechny bakterialni kultury,
které obsahovaly antiseptika i tzv. Cisté, které antiseptikum neobsahovalo a jednalo se o Cistou
bakteridlni kulturu. Bakteridlnim kmentim pfipravené v tekutém MHB médiu se upravila
optickd denzita pfi 600 nm na 0,5 McFarlandova zakalu. Agarové plotny obsahovaly
koncentraci EtBr v rozmezi 0 az 5 mg/1. Kultury s upravenou OD se nanasely od stiedu desticky
smérem k okrajim. Agarové desticky se nasledné inkubovaly pfi 37 °C do druhého dne

a sledovany pod vhodnym zdrojem UV svétla.

2.2.4 Stanoveni lipopolysacharidi za pomoci soupravy Lipopolysacharid Pro-Q®
Emerald 300

Lipopolysacharidy LPS jsou endotoxiny z rodiny glykolipidovych molekul umisténych

na povrchu gramnegativnich bakterii. Hraji velkou roli v ochran¢ bakterii pied hostitelem

a antimikrobidlnimi latkami.

Samotnou strukturu LPS Ize analyzovat SDS polyakrylamidovou gelovou elektroforézou.
Pfi této metodé dochazi k odd€leni heterogennich smési polymerti do charakteristického

zebri¢kovitého vzoru.
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Molekularni sondy poskytuji i¢innou metodu pro barveni LPS. Barvivo Pro-Q® Emerald
300 reaguje sjodistanem oxidovanymi sacharidovymi skupinami a vytvaii jasné zeleny
fluorescencni signdl. Diky tomuto typu barviva lze detekovat pouhych 200 pg LPS
béhem nékolika malo hodin. Citlivost v porovnani s barvenim stiibrem je nejméné 50—100krat

vy$si. Zelenou fluorescenci snadno zobrazime pomoci UV transluminatoru.

2.2.4.1 Princip

Vzorky Pseudomonas a LPS od Escherichia coli sérotypu 055: BS jako standard,
byly podrobeny elektroforéze v 13% akrylamidové gelu a obarveny pomoci sady Pro—Q®
Emerald 300 Lipopolysaccharide Gel Stain. Celkovy tspéch detekce touto metodou zavisi
na dostatecné fixaci a dikladném promyti za ucelem odstranéni zbytkového SDS z gelu.
Nasledn¢ dukladné promyti zbytkového jodistanu po provedené oxidacni reakci.

Jodistan by mohl zkiizit reakce a narusil by barveni.

2.2.4.2 Postup barveni
Po provedené standardni elektroforéze, postup viz vy$S nasledovalo barveni.
Na gel jsem nanesla 10 pl zebticek fragmentu, standardu LPS a vSechny vzorky Pseudomonas

ovlivnéné i s antiseptiky.

Barveni zacina fixaci gelu. Gel se ponoii do 100 ml fixa¢niho roztoku (ptiprava roztoku
Vv kapitole vy$) a inkubujeme po dobu 45 minut pii pokojové teploté. Tento krok se provede

dvakrat, abychom se ujistili, ze SDS je z gelu zcela vymyt.

Nasleduje promyvani, které se provede dvakrat. Gel inkubujeme ve 100 ml
promyvaciho roztoku (pfiprava roztoku viz vyS$), mirné¢ michame a nechame gel reagovat

10—20 minut v tomto roztoku.

Po dikladném promyti néasleduje oxidace sacharidii za pomoci oxida¢niho roztoku.

Gel ponotfime do 25 ml tohoto roztoku, mirn¢ michame a inkubujeme 30 minut.

Nasleduje opét promyvani. Provadi se ve 100 ml promyvaciho roztoku, tedy 3%

kyselin¢ octové. Tento krok provedeme 3krat a nechame inkubovat vzdy 10—-20 minut.

65



Barveni gelu provedeme v &erstvé pripraveném roztoku pro barveni Pro-Q® Emerald
300. Roztok, ktery uchovavame v —20 °C nafedime 50krat v barvicim pufru Pro—Q® Emerald
300 (slozka A). Gel se tedy ponoii do ziedéného 25 ml barviciho pufru (500 pl zasobniho
roztoku Pro-Q® Emerald 300 na 25 ml barviciho pufru). Inkubujeme za mirného michani
po dobu 90-120 minut. Signal jemné zelené fluorescence lze vidét uz po 20 minutach,

maximalni citlivost ma vSak az po 2 hodinach.

Po barveni ptichazi posledni promyvani ve 100 ml promyvaciho roztoku po dobu
15-20 minut. Provedeme dvakrat, v ptipad¢€, Ze je stale pfi zobrazovani nepiijatelné¢ vysoké

nez 2 hodiny.

2.2.4.3 Excitacni a emisni spektra barviv Pro—Q Emerald 300 a SYPRO Ruby

Barvivo Pro-Q® Emerald 300 ma excita¢ni maximum pfi vlnové délce 280 nm a emisni
maximum pifi 530 nm. Pro detekci proteini, jak je vidét i na obrazcich A a B,
Ize pouzit kombinaci soupravy Pro-Q® Emerald 300 lipopolysacharid gel stain Kit

s fluorescenénimi proteinovymi barvivy jako je SYPRO® Ruby proteinové gelové barvivo.

A B
Pro-Q Emerald 300 stain Pro-Q Emerald 300 stain SYPRO Ruby dye

8

[ SYPRO Ruby dye “od
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Obrazek 15: Excita¢ni a emisni spektra barviv Pro—Q Emerald 300 a SYPRO Ruby

Takto nabarvené gely 1ze prohliZzet pomoci 300 nm UV transiluminatoru. Pro docileni
nejvyssi citlivosti 1ze pouzit fotografické kamery nebo CCD kamery s pfisluSnymi filtry.
Diky jejich integra¢ni schopnosti nastroje mohou byt vidét pasy, které nelze viditelné detekovat

pouhym okem.
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2.3 Vysledky a diskuse

V nasledujicich tabulkdch 11-14 a grafech 2-5 jsou znazornény hodnoty minimalnich
inhibi¢nich koncentraci pro jednotliva antiseptika a bakterialni kmeny v prab&hu deseti pasazi.
Sledovala jsem MIC pomoci mikrodilu¢niho testu. Prvni vyhodnocenou MIC jsem nésledujici
den pouzila jako subminimdlni inhibi¢ni koncentraci. S touto koncentraci a danou smési
prezivsich bakterii jsem déle pracovala a pouzila pro nasledovnou inkubaci nového média

s antiseptikem. Toto jsem opakovala desetkrat po sobé a sledovala jsem vyvoj mozné rezistence

Prvnim antiseptikem byl Chlorhexidin, u kterého je aktivni latka chlorhexidin diglukonat
jako 20% roztok. Casto se vyuziva jako uéinna slozka v zubnich pastich a Gstnich vodach.
SlouZi jako prevence €i jako 1écba zanétu dasni a zamezuje vznik paradentézy. Pro minimalni
inhibi¢ni koncentrace na pocatku pro S. aureus byla zjisténa a stanovena na 0,001 %
chlorhexidinu a u P. aeruginosa na 0,002 % chlorhexidinu. Po jedenacté pasazi MIC vyrazné
vzrostlo u obou bakterii. U S. aureus to vzrostlo na 0,004 % (4krat) a u P. aeruginosa 0,032 %
(16krat).

Nékolik studii se pokouselo fenotypicky posoudit nachylnost a rezistenci k chlorhexidinu
mezi béznymi koznimi patogeny. Protoze neni dostate¢né podlozena skutecna klinické hrani¢ni
hodnota, neni tedy mozné piesné urcit citlivosti na chlorhexidin. Kromé fenotypové rezistence

Casto studie hodnotily miru pienosu gent a vliv effluxu (Williamson et al., 2017).

Antiseptikum, u kterého je aktivni latka stiibro jsem sledovala octan stfibrny AgAc
s koncentraci 0,002 mg/l. Pocatecni MIC jsem stanovila pro S. aureus na 0,02 mg/ml
a po adaptaci MIC vzrostla nékolikanasobné az na 2,56 mg/ml. Pro P. aeruginosa
jsem stanovila MIC na 0,006 mg/ml a po adaptaci antiseptik na 2,56 mg/ml.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace mezi S. aureus a P. aeruginosa je tedy téméf stejna

a neni vidét vyrazny rozdil.

Derivat hyaluronatu SHCI v praskové formée je antiseptikum vyvijené firmou Contipro
pro vyzkumné ucely. Antiseptikum ma aktivni latkou chlor. MIC pro S. aureus byla stanovena
na 2,5 mg/ml a po néckolikat¢é adaptaci antiseptik vzrostla MIC na 40 mg/ml,
tedy vzrostlal6krat. Pro P. aeruginosa byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace

na 20 mg/ml a po adaptaci vzrostla pouze 2krat.
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Posledni testované antiseptikum je ve formé roztoku s koncentraci 0,00125% Oktenidin
dihydrochlorid. U bakterialniho kmene S. aureus jsem stanovila MIC na 0,003135%
a pro kmen P. aeruginosa na 0,00625%. Kone¢na koncentrace jednotlivych kment se vyrazné
nelisila. Pro S. aureus konec¢na koncentrace vzrostla ¢tytikrat (0,0125%) a pro P. aeruginosa
sotva dvakrat (0,0125%).

Tabulka 11: subMIC a MIC pro octan stiibrny AgAC

AgACc P.aeruginosa

Pasai 0 1 2 3 4 5
Datum 15.7. 16.7. 20.7. | 21.7. | 22.7. | 23.1.
subMIC [mg/ml] 0,0025 0,005 0,01 0,02 0,04 0,08
MIC [mg/ml] 0,005 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16
AgAc P.aeruginosa
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. | 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [mg/ml] 0,16 0,32 0,32 0,64 0,64 1,28
MIC [mg/ml] 0,32 0,32 0,64 0,64 1,28 2,56
AgAc St.aureus
Pasaz 0 1 2 3 4 5
Datum 15.7. 16.7. 20.7. | 21.7. | 22.7. | 23.1.
subMIC [mg/ml] 0,01 0,02 0,02 0,04 0,08 0,16
MIC [mg/ml] 0,02 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32
AgAcCc St.aureus
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. | 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [mg/ml] 0,32 0,64 0,64 0,64 0,64 1,28
MIC [mg/ml] 0,64 0,64 0,64 0,64 1,28 2,56

Tabulka 12: subMIC a MIC pro derivat hyaluronatu SH-CI

SH-CI P.aeruginosa

Pasaz 0 1 2 3 4 5
Datum 15.7. 16.7. 20.7. 21.7. 22.7. 23.7.
subMIC [mg/ml] 10 20 20 20 20 40
MIC [mg/ml] 20 20 - 20 40 40
SH-CI P.aeruginosa
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [mg/ml] 40 40 40 40 40 40
MIC [mg/ml] 40 40 40 40 40 40
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SH-CI St.aureus

Pasaz 0 1 2 3 4 5
Datum 15.7. 16.7. 20.7. 21.7. 22.7. 23.7.
subMIC [mg/ml] 1,25 2,5 5 10 20 20
MIC [mg/ml] 2,5 5 10 20 20 20
SH-CI St.aureus
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [mg/ml] 20 20 20 40 40 40
MIC [mg/ml] 20 20 40 40 40 40

Tabulka 13: subMIC a MIC pro Chlorhexidin

Chlorhexidin P.aeruginosa

Pasaz 0 1 2 3 4 5
Datum 13.7. 14.7. 15.7. 20.7. 21.7. 22.7.
subMIC [%] 0,001 0,002 - 0,001 0,002 0,004
MIC [%] 0,002 - 0,001 0,002 0,004 0,004
Chlorhexidin P.aeruginosa
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 23.7. 27.7. 28.7. 29.7. 30.7. 3.8.
subMIC [%] 0,004 0,004 0,004 0,004 0,008 0,016
MIC [%] 0,004 0,004 0,004 0,008 0,016 0,032
Chlorhexidin St.aureus
Pasaz 0 1 2 3 4 5
Datum 13.7. 15.7. 20.7. 21.7. 22.7. 23.7.
subMIC [%] 0,0005 0,001 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005
MIC [%] 0,001 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005
Chlorhexidin St.aureus
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [%] 0,0005 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002
MIC [%] 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,004
Tabulka 14: subMIC a MIC pro Octenidin
Octenidin P.aeruginosa
Pasaz 0 1 2 3 4 5
Datum 14.7. 15.7. 20.7. 21.7. 22.7. 23.7.
subMIC [%0] 0,003125 | 0,00625 | 0,003125 | 0,003125 | 0,003125 | 0,00625
MIC [%] 0,00625 | 0,003125 | 0,003125 | 0,003125 | 0,00625 | 0,00625
Octenidin P.aeruginosa
Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [%0] 0,00625 0,00625 | 0,00625 0,0125 0,0125 0,0125
MIC [%] 0,00625 0,00625 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125
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Octenidin St.aureus

Pasai 0 1 2 3 4 5
Datum 14.7. 15.7. 20.7. 21.7. 22.7. 23.7.
subMIC [%0] 0,001563 | 0,003125 | 0,001563 | 0,003125 | 0,003125 | 0,00625
MIC [%] 0,003125 | 0,001563 | 0,003125 | 0,003125 | 0,00625 | 0,00625
Octenidin St.aureus

Pasaz 6 7 8 9 10 11
Datum 27.7. 28.7. 29.7. 30.7. 3.8. 5.8.
subMIC [%] 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625
MIC [%] 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,0125

jedenacti pasazi.
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Adaptace patogent byla sledovdna béhem expozice téchto antiseptik po dobu jedendcti

po sobé jdoucich pasazi. Pro kazdou danou pasaz (0.—11. pasaz) se bakterie znovu vypéstovaly

S pritomnosti vzdy jednoho druhu antiseptik (CHX, SHCI, OctWIS, AgAc) o dané koncentraci
MIC pozorovanou v piedchozi pasazi.

2.3.1.1 Ovéreni MIC

Tabulka 15: Ovéteni MIC v ¢ase na zacatku a na konci pasazi

SA PA
0. fada s antiseptiky 20 5
AgAc [pg/ml] 11. fada s antiseptiky 2560 2560
21. pasaz bez antiseptik| 2560 2560
0. fada s antiseptiky 2,5 20
SH-CI [mg/ml] 11. fada s antiseptiky 20 20
21. pasaz bez antiseptik 40 40
0. fada s antiseptiky 0,001 0,002
Chlorhexidin [%] | 11. fada s antiseptiky 0,002 0,004
21. pasaz bez antiseptik | 0,004 0,064
0. fada s antiseptiky 160 80
Octenidin [x krat] | 11.fada s antiseptiky 80 80
21. pasaz bez antiseptik 40 40
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Tabulka 15 vyhodnocuje ovéfeni 0.—11. pasdZe. Jednotlivd pasaZ se provadéla
vzdy s pouzitim MIC z ptedchozi pasaze s ptidavkem dal$iho mnozstvi novych antiseptik.
Ato vzdy do predem piipravené¢ho nového média v mikrotitracni desticce. Toto se provadélo

az do jedenacté pasaze.

Hodnoty MIC z 21. pasaze bez antiseptik jsem zjistila opakovanym piepasazovanim
n Petriho miskdch s MH agarem bez pfidanych antiseptik. Tudiz jde o 12.-21. paséz.
Pocatecni 12. pasaz byla vytvofena naockovadnim na ¢istou misku bez antiseptik 11. pasaz.
Naslednym pasazovanim vzdy na novou misku s agarem postupné klesala koncentrace

antiseptik.

2.3.2 Stanoveni ki'iZové rezistence antiseptik a antibiotik

Stanoveni kiizové rezistence jsem stanovovala pomoci konzervovanych bakterii,
které jsou z 21. pasaze pfipravené a prenasené na plotnach. Pro kontrolu a srovnani se pouzila
nulovd pasdz, kterou jsem méla zakonzervovanou v mrzaku. Bakterie se pfipravily

naoCkovanim a prevedenim klickou do MHB tekutého média.

Téchto osm antibiotik Vviz tabulka 16 (Bacitracin, Kanamycin, Polymyxin B, Triclosan,
Gentamicin, Neomycin, Rifampicin, PHMB) byly postupné aplikovany na Chlorhexidin,
Octenidin, AgAc a SH-CI. Vysledky mam zaznamenané v tabulce 17.

Tabulka 16: Piehled dalsi testovanych antibiotik a antiseptik

DA G e Aktivni litka
antibiotika
Bacitracin bacitracin sulfat vodny roztok
Kanamycin kanamycin sulfat vodny roztok
Polymyxin B polymyxin B sulfat zasobni roztok
Triklosan triclosan
Gentamicin gentamicin sulfat
Neomycin neomycin sulfat vodny roztok
Rifampicin rifampicin sulfat 1 mg/ml
PHMB polyhexamid 0,10%
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Tabulka 17:Vysledky antibiotik a antiseptik

Bacitracin
PA PA SA SA
CHX [%0] 256 256 512 256
OctWIS [xkrat] 512 256 256 256
AgAc [pg/ml] 512 256 256 256
SH-CI [pg/ml] 256 256 256 256
0. pasaz 10. pasaz 0. pasaz 10. pasaz
Kanamycin
PA PA SA SA
CHX [%0] 312,5 156,25 156 78
OctWIS [xkrat] 156,25 78,125 156 39
AgAc [pg/ml] 156,25 78,125 156 78
SH-CI [pg/ml] 3125 156,25 78 78
0. pasaz 10. pasaz 0. pasaz 10. pasaz
Polymyxin B
PA PA SA SA
CHX [%0] 0,0625 0,03125 0,03125 0,03125
OctWIS [xkrat] 0,0625 0,03125 0,03125 0,03125
AgAc [pg/ml] 0,0156 0,03125 0,03125 0,03125
SH-CI [pg/ml] 0,03125 0,03125 0,03125 0,03125
0. pasaz 10. pasaz 0. pasaz 10. pasaz
Gentamycin
PA PA SA SA
CHX [%0] 0,000976 0,000488 0,000488 0,000244
OctWIS [xkrat] 0,000976 0,000488 0,000488 0,000244
AgAc [pg/ml] 0,000488 0,000244 0,000244 0,000244
SH-CI [pg/ml] 0,000488 0,000488 0,00048 0,000244
(0. pasaz 10. pasaz (0. pasaz 10. pasaz
Neomycin
PA PA SA SA
CHX [%0] 1 1 0,125 0,0625
OctWIS [xkrat] 0,5 0,5 0,0625 0,03125
AgAc [pg/ml] 1 0,5 0,0625 0,03125
SH-CI [pg/ml] 2 1 0,125 0,0625
0. pasaz 10. pasaz 0. pasaz 10. pasaz
Rifampicin
PA PA SA SA
CHX [%0] 4 4 4 2
OctWIS [xkrat] 16 32 16 8
AgAc [pg/ml] 8 8 16 16
SH-CI [pg/ml] 8 8 16 8
(0. pasaz 10. pasaz (0. pasaz 10. pasaz
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PHMB

PA PA SA SA
CHX [%0] 100x 200x 100x 100x
OctWIS [xkrat] 100x 200x 50x 100x
AgAc [pg/ml] 100x 200x 50x 200x
SH-CI [pg/ml] 100x 200x 100x 200x
0. pasaz 10. pasaz 0. pasaz 10. pasaz
Triclokan
PA PA SA SA
CHX [%0] 0,05 0,025 0,1 0,05
OctWIS [xkrat] 0,05 0,05 0,05 0,05
AgAc [ng/ml] 0,025 0,05 0,05 0,025
SH-CI [pg/ml] 0,025 0,0125 0,025 0,0125
0. pasaz 10. pasaz (0. pasaz 10. pasaz

2.3.3 Zobrazeni gelu pri stanoveni LPS

Ve zbarvenych gelech se pfevazné na okrajich vyskytuji fluorescenéni skvrny,

[LPS
standar

Zebiicek

d PA QJPA P
[PA  JAgAc @ISHCI
Cisté 3. B

o |

Obrazek 16: Stanoveni lipopolysacharidu pomoci LPS sady, po 90 minutach
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Do prvniho sloupce byl nanesen standardovy proteinovy Zebiicek, ktery ndm pomaha
s identifikaci signalt v dalSich sloupcich a ukazuje nam, zda elektroforéza viubec probé¢hla.
Zebtitek se pohybuje v rozmezi 10-90 kDa. V druhém sloupci byl aplikovan LPS standard
od E.coli. V dalsich sloupcich je Pseudomonada uz se svym danym antiseptikum z 21. pasaze.
Ve sloupci s oznacenim PA Cisté je nanesen Pseudomonas aeruginosa a Cista je mysleno,
ze se jedna o 0. pasaz bez antiseptik. U vSech vzorkl pied aplikaci na gel byla ovétena MIC,
ato prenesenim a zaoCkovanim na Cisté plotny. Nasledné se upravila suspenze na hodnotu

0,5 McFarlandovy tady a az tehdy se nanasena na gel elektroforézy.

LPS
standard

Obrazek 17: Stanoveni lipopolysacharidu pomoci LPS sady, po 120 minutach

Vzorky jsou nanaSeny v dubletu. Vzdy PA cisté (tedy nulta pasaz bez antiseptik),
PA octan stiibrny, PA derivat hyaluronatu, PA Oktenidinu a PA Chlorhexidinu. Tyto vzorky

jsou vSechny brany z desaté pasaze.

Oba vyfocené gely se ni¢im vyraznym neli§i. Rozdilem je pouze doba,
po kterou se nechaval inkubovat gel v barvicim pufru. Jde vidét, ze intenzitu fluorescence

Ize sledovat uz i po kratsi dob¢. Citlivost fluorescence a signal je lepsi az po téch 120 minutach.
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Vnéj§i membranovy protein s molekulovou hmotnosti 37 kDa je pojmenovan
podle mnoha studii na protein T (Brézel a Cloete, 1994). Tento protein by nemél byt detekovan
u rezistentnich nebo indukovanych kultur. Existuji mozné teorie, pro¢ dochazi ke zvysené
rezistenci vuci absenci proteinu T. Samotny protein T by mohl byt hlavnim cilem,
a tudiZ by byl nachylngjsi k antiseptikim. Predpoklada se, ze tento protein pronikd vnéjsi
membranou bunky, protoZze ztraci tak svoji funkci a odstrani penetra¢ni bariéru LPS.
Tento mechanismus by mohl byt téz podpofen svym obsahem cysteinu i dalSich aminokyselin
obsahujici aminy. Vedlo by to ke konformaé¢nim zménam proteinti, a to bud’ zvySenim absorpce
nebo sniZzenim absorpce esencidlniho substratu antiseptik. Dal§i moznosti by bylo to,

ze antiseptikum vstupuje normaln€ vnéj$i membranou praveé prostiednictvim proteinu T.

2.3.4 Vyhodnoceni identifikace rezistentnich bakterii

Zpusob nanaseni kolonii na plotny i vznikla fluorescence jsou znazornény na obrazcich
a popsano vySe. Po inkubaci byla detekovana zvySujici se koncentrace ethidium bromidu
zpusobovala vyssi aktivitu fluorescence bakteridlni hmoty. Tato metoda prokézala detekci

effluxni aktivity u gram negativnich bakterii.

Na obrazcich 18-24 je jasn¢ vidét, ze fluorescence probihala u kmene Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa i se vSemi ptidanymi antiseptiky a ve vSech koncentracich.
Intenzita fluorescence byla soucCasné zavisla na koncentraci ethidium bromidu.

S vétsim obsahem EtBr byla intenzita vyraznéjsi.

[PA OctWIS

Obrazek 18: Plotna bez fluorescen¢niho barviva
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Obrazek 20: Plotna s koncentraci 1 mg/l fluorescenéniho barviva
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Obrazek 22: Plotna s koncentraci 3 mg/l fluorescenéniho barviva
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Obrazek 24: Plotna s koncentraci 5 mg/1 fluorescenéniho barviva
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Obrazek 26: Plotny s koncentraci fluorescen¢niho barviva od 3 do 5 mg/1
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Na obrazcich 25 a 26 vidime vSechny plotny pohromadé, pro lepSi vizualizaci

a snadné¢jsi rozpoznani intenzity fluorescence.

Antiseptickou rezistenci u stafylokofi a psedomondd pfispivame pravdépodobné
k n€kolika gentim. A to tém, které jsou pfenaseny plazmidy a propujcuji snizenou nachylnost
k antiseptikiim, v¢etné tohoto pouzitého barviva jako je ethidium bromid EtBr. I effluxnim

pumpam, které snizuji koncentraci antiseptik v buiice (Shi et al., 2015).

Neni vSak znamo ani dostatecné klasifikovano, zda pii dlouhodobém pouzivani
antiseptik pro 1écbu chronickych ran dojde k odolnosti pfitomnych patogenim

(S. aureus a P. aeruginosa) vuci dezinfek¢nim a antiseptickym piipravkam.

Se zvySujici se koncentraci ethidium bromidu, ktery se vaze na DNA po vstupu
do buniky dochazi k vyssi aktivité fluorescence bakterialni hmoty. Tato metoda prokazala
detekci effluxni aktivity u téchto bakterii. Pravé se zvysujici se ethidium bromidem v zavislosti
na té fluorescenci, tak krasn¢ vidime, Ze nedochazi k poklesu fluorescence, a tudiz effluxni
pumpy dostateéné odéerpavaji. Vyrazny rozdil mezi S. aureus a P. aeruginosa
nejde touto metodou dostateéné urcit. Vidime vSak, Ze kazda tako bakterie i s obsahem
antiseptika vykazuje néjaky ten effluxni systém a da se fict, ze u vSech druht antiseptik

je ucinek konstantni.

Na rozdil od mého zjisténi, Ze tyto bakterie maji n€jaky effluxni systém, tak nckteré studie
(Babayen a Nikaido, 2004) ukazuji na to, ze P. aeruginosa postrada hlavni komplex
viceucelové effluxni pumpy (MexAB-OprM). V této studii dochazelo k poklesu fluorescence,
pravdépodobné degradulaci ¢i odtokem nashromazdéného ethidium bromidu neznamyma
pumpama. Ocekava se tedy i to, ze EtBr je u nékterych bakterii odCerpan systémem
MexAB-OprM a stava se fluorescencnim. Pouze vSak jenom tehdy, kdyz vstupuje diftizi
do cytosolu bunék a vaze se na DNA. Interakce EtBr s DNA zvysuje lokalni koncentraci
a jinymi slovy snizuje mezimolekularni vzdalenost mezi EtBr a vede k samozhaseni. Jiz v roce

1969 bylo pozorovano, Ze pti vysokych pomérech EtBr/DNA se ztraci schopnost fluorescence.

Minimalni koncentrace EtBr, ktera produkovala fluorescenci bakterialni hmoty byla pro
S. aureus a P. aeruginosa stanovena stejné¢ na 0,5 mg/l EtBr. Plotnu s niz$i koncentraci EtBr
jsem nepouzila, ale jde vidét, ze v pfipadg, ze tam zadny EtBr nebyl, tak k fluorescenci opravdu
nedochazelo. Oko vidné se vSak miize zdat, Zze fluorescence probihala vice u S. aureus.
Miize to byt pravé v dusledku piedchozi studie (Babayen a Nikaido, 2004), ze u P. aeruginosa

chybi hlavni efflulxni systém.
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Studie (Martins et al., 2011) interpretuje fluorescenci na agarovych plotnach
i pro jiné rezistentni kmeny MDR. Dale stanovili index effluxni aktivity kment, ktera ukazuje
na schopnost vylucovat EtBr kazdého bakteridlniho kmene. To jsem ja nestanovovala,
j& tuto metodu vyuzila spiSe jako screening effluxné zprostfedkovanych bakterii.
V porovnani s mymi vysledky, ma tato studie pro S. aureus stejné vysledky, P. aeruginosa
nestanovovali. Pravé tento screening by mohl usnadnit praci v klinickych laboratofi
a mohla by se tato metoda stat rutinni. Coz by usnadnilo rychlou identifikaci fenotyptt MDR
a zahgjila by se vhodnd 1écba. Zabranilo by se nartistu novych rezistenci, zpisobené

nadmérnym vyuZzivanim castych antimikrobidlnich latek.

Studie (Costa et al., 2013) ukazuje na to, ze u bakterii mize vyznamna rezistence
byt zplisobena effluxem léciva. Kromé rizika terapeutického selhdni miZou tyto rezistence
piispét k mnoha dalS$im problémum. Jako naptiklad spole¢na selekce a zkiizena rezistence

mezi effluxem zprostfedkovanou rezistenci na antibiotika a antiseptika.
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3 Zavér

Pozorujeme velmi rychly narGst vyvoje novych rezistentnich antibiotickych
a antiseptickych latek. Tento rapidni vzrist by v budoucnu mohl vést k velkému problému,
mohlo by se stat, ze se staneme neozbrojeni proti bakteridlnim patogeniim. Pozorovala jsem
patogeny, které se nejcastéji vyskytuji v otevienych a chronickych ranach. Jedna se o kmeny
Staphylococcus aureus (CCM 4223) a Pseudomonas aeruginosa (CCM 1961).
Pravé P. aeruginosa je pfirozené rezistentni na néktera antibiotika, a proto se pro 1é¢bu ran

pouzivaji lokalni antiseptika.

Odolnost na antiseptika se pozoruje od 50. let 20. stoleti. Na rozdil od antibiotik
se antiseptika lisi svym plisobenim a mnozstvim cilii v bakterialni butice. Proto mechanismus
rezistence u antiseptik neni tak jasna jako u antibiotik. Nedochéazi pouze k modifikaci cilovych
mist. Cast&ji je tato rezistence spojena se snizenim nitrobunééné koncentrace antiseptik.

Dochazi bud’ ke sniZzeni propustnosti bunécné stény nebo odtokem antiseptik.

Mezi testovana antiseptika, které jsem testovala byly chlorhexidin, oktenidin,
octan stfibrny a derivat hyaluronatu. Nejen tyto, ale 1 ostatni antiseptické piipravky se 1i8i svoji
formou a aktivni ucinnou latkou. Chlorhexidin a octenidin jsem méla v podobé roztoku

naopak octan stiibrny a derivat hyaluronatu jsem méla v praskové forme.

U infekei zpisobené multirezistentnimi bakteriemi neni prokazdn zadny mechanismus
rezistence. KliCovou a zdsadni roli vtom hraji pravdépodobné effluxni pumpy.
Ty mohou byt buitkou pouzity jako ochranny prostfedek. Cimz zabrani tomu,
aby dané antimikrobidlni latky dosahly smrticich koncentraci. Pro S. aureus byla pfi¢ina

Mrwe

QacA/B, Smr, QacG, QacH a QacJ.

Bakterie jsou schopné se po dlouhodobém pusobeni subletalnich koncentraci stejného
antiseptického prostiedku pfizpisobit a vytvorit bakteridlni rezistenci. Testovala jsem tento
mozny jev a vznik rezistenci u celkem C¢tyf typa antiseptik v kombinaci bakterii S. aureus
a P. aeruginosa. Postupné jsem v priabéhu jedendcti naslednych kultivaci
se zvySujici se minimalni inhibi¢ni koncentraci povrchové aktivniho antiseptika sbirala data a

sledovala vyvoj.
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Citlivé kmeny vykazuji nékolikanasobné zvySeni (minimélné pétkrat) MIC od plivodnich
hodnot. Zatimco u rezistentnich kment po jedendctém opakovani a adaptaci na antiseptika
se MIC pouze zdvojnasobilo. Velky rozdil nenaspal v hodnotaich MIC ani po 21. pasazi.
K této pasdzi jsem dospéla postupnym piepasazovanim bakterii na Cisté agarové misky
bez novych pfirGstkli antiseptik. V disledku pravidelného a castého vystaveni antiseptik
vykazuje grampozitivni bakterie S. aureus odolnost vii¢i nékterym antiseptikim v souvislosti

S effluxnim mechanismem.

Vyhodnoceni rezistentnich bakterii za pomoci MIC ethidium bromidu a detekce effluxni
aktivity by se m¢la stat rutinni metodou pouzivanou v klinickych laboratoii. Tato metoda
nepotiebuje Zadné specialni misto pro stanovovani ani Zddny specialni analyzator a je i pomérné
rychla. Se zvySujici se koncentraci ethidium bromidu, ktery se vaze na DNA po vstupu
do buiiky dochazi k vyssi aktivit¢ fluorescence bakteridlni hmoty. Pravé se zvySujici
se koncentraci ethidium bromidu v zavislosti na fluorescenci, tak krasné vidime, Ze nedochazi
K poklesu fluorescence, a tudiz effluxni pumpy dostatecné odcerpavaji. Vyrazny rozdil
mezi S. aureus a P. aeruginosa nejde touto metodou dostate¢né uréit. Vidime vsak,
7¢ kazda tako bakterie i s obsahem antiseptik vykazuje néjaky ten effluxni mechanismus

a da se fict, Ze u vSech druhti antiseptik je €¢inek konstantni.

Zavérem lez fici, ze pouzivani antiseptik pro 1écbu nejenom chronickych ran
se zda jako dobra volba. Casté rezistence vznikajici naptiklad u antibiotik jsou u antiseptik
pozorovany jen minimalné. Vysvétlit to l1ze tim, ze antiseptika maji mnohem S$irSi rozsah
ucinnosti nez antibiotika a zaroven maji vice nespecifickych bunéénych cild. Tim padem,
tento Siroky cilovy rozsah 1 pii vysokych koncentracich pouzitého antiseptika zvladne zabranit
vzniku rezistence. V ptipadé, ze dana rezistence i tak vznikne, muze byt vrozena ¢ili vnitini
rezistence pfirozend, chromozomdlné ftizend, kterd tzv. obejde plsobeni antiseptik.
Ziskana rezistence na antiseptika vznikd mutacemi nebo ziskanim genetického materidlu
(chromosomalni a plazmidova integrace). Gramnegativni bakterie (P. aeruginosa) podléhaji

rezistenci mnohem ¢astéji nez grampozitivni bakterie (S. aureus).
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