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SOUHRN:

Studie byla zaméiena na zjisténi antibakteridlni aktivity modifikované celulézy a jejich
kombinaci s betadinem, zinkem nebo meédi. Textilni a lintrované formy vzorki jsme
testovali difazni metodou na Miller-Hintové agaru, praSkové formy a vzorky karmelézy
suspenzni metodou v Miller-Hintové bujonu. Dale jsme dilu¢nim testem zjistovali MIC
betadinu a tea tree oilu v Muller-Hintové a masopeptonovém bujoénu s rtiznou hustotou
inokula. Inhibi¢ni G¢inky jsme testovali kmeny Ps. aeruginosa, S. aureus a K. pneumoniae

rezistentnimi na antibiotika.

HCMC v praSkove form¢ byla a¢inna témer na vsechny kmeny. V kombinaci s 0,25%
roztokem betadinu kmeny nerostly jiz po 3 hod inkubace. Synergické G¢inky betadinu a
modifikované celulézy jsme potvrdili i u Hcel HT s betadinem, u které byly namétené
inhibi¢ni zény v porovnani s Hcel HT bez betadinu mnohem veétsi. Heel ZnT s 1,5 %, 2,5
% a 5 % zinku vykazovala nejlepsi u¢innost na kmeny S. aureus, zatimco Hcel CuT s 1,22
% medi byla nejucinngjsi na kmeny Ps. aeruginosa. Také Traumacel a Okcel HL pisobily
inhibi¢né zejména na kmeny S. aureus. Ze vzorka karmeldzy byla nejucinnéjsi kombinace

3 % CMC a 0,19 % meédi. Betadin byl ve srovnani stea tree oil G¢inngjSi zejména na

kmeny Ps. aeruginosa.

NaSe vysledky dokumentuji, Ze materialy na béazi modifikované celulézy maji
antimikrobialni G¢inky, ale mnohem G¢inngjsi jsou v kombinaci s betadinem, zinkem nebo

médi.

Klicova slova: oxidovand celul6za, karboxymethylcelul6za, karmel6za, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, nozokomialni nékazy, hojeni

ran



SUMMARY:

The study was focused on the detection of antibacterial activity of modified cellulose and
their combinations with betadine, zinc or copper. Textile and linter forms of the samples
we tested diffuse method on Miuller-Hinton agar, powdered form and carmellose
suspension method in Miuller-Hinton broth. Dilute method in Muller-Hinton and nutriet
broth we also find out the MIC betadine and tea tree oil with different inoculum density.
Inhibitory effects tested we with strains of Ps. aeruginosa, S. aureus and K. pneumoniae
resistant to antibiotics.

HCMC in powder form have been effective on almost all of the strains. In combination
with 0.25% solution of betadine were the strains inhibited after 3 hours of incubation.
Synergistic effects of betadine and modified cellulose we have confirmed at Hcel HT with
betadine, which inhibitory zones were in compare with Hcel HT without betadine much
more. Hcel ZnT with 1.5 %, 2.5 % and 5 % zinc showed the best efficiency to the strains
of S. aureus, while Hcel CuT with a 1.22 % of the copper was most effective at strains of
Ps. aeruginosa. Also Traumacel and Okcel HL acted inhibitory in particular strains of S.
aureus. Of the samples carmellose was the most effective combination 3% of CMC and
0,19 % copper. Betadine was in compare with the tea tree oil more effective in particular to

the strains of the P. aeruginosa.

Our results documented that materials based on modified cellulose have antimicrobial

effects, but much more effective are in combination with betadine, zinc or copper.

Keywords: oxidised cellulose, carboxymethylcellulose, carmellose, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, nosocomial infection, healing



Seznam pouzitych zkratek:

ATB
bb.
Cl.
CMC

CPM

(€
S/)(

En.

HCMC

KI.

MBC

MHA

MHB

MPB

MIC

NN

NaCMC

nedit.

Antibiotikum

bakterialni bunky

Clostridium
karboxymethylcelul6za

celkovy pocet mikrobu

¢islo Sarze

Escherichia

Enterococcus

Haemophilus

kysela forma karboxymethylcelulézy
Klebsiella

minimalni baktericidni koncentrace
Miller — Hinton agar

Miiller — Hinton bujén
masopeptonovy bujon

minimalni inhibi¢ni koncentrace
nehodnoceno

nozokomialni nakazy

sodné sul karboxymethylcelulozy

necitatelné



oC

Ps.

St.

oxidovana celul6za
Pseudomonas
Staphylococcus

Streptococcus



L UVOD ..t 12
2. TEORETICKA CAST ..ot 13
2.1 Hojeni ran a faktory ovIliviiujici tento proces........cccccvvvvveeviiveiinesinnene, 13
2.2 Nozokomialni nakazy a jejich plivOdCi.........ccceevvvveiiveiiie e, 14
2.2.1 Definice nozokomidlnich nékaz, jejich vznik, Siteni, prevence a lécba
ANEIDIOTIKY .o 14
2.2.2 Pavodci nozokomialnich ndKaz.............ccceviiiiiniiie 15

2.2.3 Charakteristika vybranych mikroorganisma zpuasobujicich

NOZOKOMIAINT NAKAZY ......occvveeiiie e 16
2.2.3.1 SEATYIOKOKY ... 16
2.2.3.2 PSEUAOMONAUY ....ecvviiiiiieiiieeiiie ettt ettt ettt e e e sne e s 17
2.2.3.3 KIBDSIEIY ... 18

2.3 Rezistence mikroba na antibiotika............ccocoeeiiiiiiiiiic 19

2.3.1 Mechanismy rezistence bakterii na antibiotika..............ccccccoeervennn. 19
2.3.1.1 Zmeny propustnosti BUNEENE SLENY ........ccvviiiiiiiiiiie e 20
2.3.1.2 ZneSkodneni ATB bakterialnimi enNzymy.........cccevvveiiieiieeiie e 20
2.3.1.3 Aktivni vypuzovani ATB (EFIUX) ....c.eeiviieiiii e 20
2.3.1.4 Zmeéna z4sahoveho mista ATB .......cooiiiiiiii e 20

2.4 Antimikrobidlni ptipravky pouzivané k dekontaminaci........................ 21

2.4.1 Pripravky pouzivané k chemické dezinfekCi...........ccccevvvviiinennnnns 21
2.4.1.1 OXidacni CINIAIA ......coviieiiii e 21
2.4.1.2 HalOGENIAY .......viiieeiie et 21
2.4.1.3 Dalsi prostiedky s dezinfek&nimi UCINKY .........cccoeviviiiiniiieiiiiee e, 22

2.4.2 Charakteristika vybranych latek a ionta s antimikrobialnimi G¢inky23



2421 TRATICE Ol et 23

2.4.2.2 BELAGIN . .....eiiiiieiie e 23
2423 MEQ ..o 24
28,24 ZINEK ..ot 25
2.5 Materidly na bazi oxidované celulézy a karboxymethylcelulozy .......... 25
2.5.1 Oxidovand celul0za (OC).......cciuieiieeiiie e 25
2.5.2 Karboxymethylcelul6za (CMC)........cooveiiiiiie e 26
2.5.3 Dalsi materialy pouzivané dosud ve zdravotnictvi jako moderni kryci
(010177 V4 Y RSP URRPPSRTIS 28
2.6 Metody vhodné ke zjistovani antimikrobialni aktivity ......................... 30
2.6.1 Kvalitativni Metody ........cccociveeiiieiie e 30
2.6.2 Kvantitativini MELOTY ........covvieiieeiiie e cee e see e 30
3. EXPERIMENTALNI CAST ....ooooviiinnreeee e, 32
3.1 Materidly @ MEtOAY ......cveeiiieiiieeiie e 32
3.1.1 DezinfeKENT TAtKY ......vvveiiieiiie e 32
3.1.2 Materialy na bazi oxidované celulézy (OC) a kyselé
karboxymethylceluldzy (HCMC) .......ooovveiiiiiie e 32
3.1.3 Bakterialni KMENY ........cooiieiiiecie e 33
3.1.4 Kultivaéni media a roztoKy ........ccccovveeiieeiiiiiiie e 35
3.1.5 PFiStroje @ POMUCKY ......cccvveiiieiiieeiiiesiee e iee e sae e 35
3.2 PraCOVNI POSTUD....ceeiiieiiieiiieeiieesiieesieesieeesieeesneeesteeasneeessaeesneeeeseeenes 36

3.2.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace betadinu a tea tree oilu
zkumavkovou dilueni MetOAOU........oveeee ettt e 36

3.2.2 Stanoveni u¢inné koncentrace praskové formy HCMC a HCMC
v kombinaci s betadinem suspenzni metodou ..........ccccevvveeiieeiinesineenn 37



3.2.3 Stanoveni G¢innosti vzorka karmeldzy obsahujicich razny pomeér
CMC a meédi SUSPeNZni MELOUOU .........eevvreeieieeiiie e sieeesieeeieeesieeesaee s 37

3.2.4 Stanoveni ug¢innosti textilnich forem HCel ZnT, HCel HT,
Traumacelu, OKCel HL, HCel CuT a HCel HT s obsahem betadinu

AITOZNT METOTOU. ... 38
4. VYSLEDKY A DISKUZE.......cccooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeree e 39
4.1 BelaOiN. .o 39
4.2 TRATIEE Ol e 44
4.3 Materialy na b4zi OC a CMC.......cciiiiiiecic e 47
4.3.1 HCMC v praskové form¢ a HCMC v praskové form¢ v kombinaci s
DELAAINEM ... 47
4.3.2 Hcel HT a Hcel HT s betadinem v textilni formé............ccccoeee 49
4.3.3 Heel ZnT s 1,5%, 2,5% a 5% obsahem zinku a Hcel CuT s 1,22%
obsahem medi v textilni forme ... 50
4.3.4 Traumacel @ OKCel HL.......coccoiiiiiii e 52
4.3.5 Karmel6za obsahujici raizny pomér CMC a médi........cccooevvevneennen. 53
5. ZAVER ....ooooiiiiisieecee e 55
PRILOHY ..ot 57

LITERATURA . . e 60



1. UVOD

Vyvojem novych materiali spliujicich ndroky na pouZiti ve zdravotnictvi se zabyva rada
pracovist. Mezi vlastnosti patti i antimikrobidlni G¢inky téchto latek. V soucasnosti je
pozornost zamétena na studium vlastnosti derivati celuldzy a moznosti vyuZiti k eliminaci
pavodct nozokomidlnich ndkaz i mikrobd kontaminujicich hojici se rany. Mezi
nejvyznamnéjSi patii Ps. aeruginosa, S. aureus a K. pneumoniae zpusobujici zavazna
onemocnéni a casto i nozokomidlni ndkazy. Lécba téchto infekci je velmi naro¢nd i
vzhledem Kk rezistenci téchto nozokomialnich kment na antibiotika a dezinfekéni
ptipravky. Prave stoupajici rezistence na antibiotika patii k nejzavaznéjSim medicinskym

problémum souc¢asnosti a kazda alternativa k antibiotikim je Zadana.

Materialy na bazi modifikované celul6zy jsou pouZivany pti oSetrovani raznych ran, nebot
vytvéieji idealni podminky pro jejich hojeni. Hojeni je vyznamné¢ ovlivnéno bakterialni
kontaminaci, a proto antimikrobialni efekt obvazovych materiali je nezbytny. Materialy na
bazi oxidované celuldzy spousti i koagula¢ni kaskadu, podporuji hemostazu, a jelikoz jsou
biokompatibilni a biodegradabilni, nezatézuji lidsky organismus. Jejich vyhodou je i

moZnost inkorporace jinych funkénich skupin, které dale zvysuji jejich G¢inky.
Tyto materidly nachézeji dalSi uplatnéni i ve farmaceutickém a potravinaiskem pramyslu.

Cilem diplomové prace bylo ovétit antimikrobialni G¢inky biokompatibilnich materidlu na
bazi modifikované celuldézy na kmeny rezistentni na antibiotika.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Hojeni ran a faktory ovliviiujici tento proces

Hojeni ran je fyziologicky proces, pii kterém dochazi k obnoveni naruSené struktury a
funkce daného mista ¢i organu. Jedna se o proces reparachi, kdy je poSkozend tkén

nahrazena tkani vazivovou.

Faktory ovlivajici hojeni ran rozdélujeme na systémové a mistni. Systémové faktory
zahrnuji celkovy stav organismu, vznik rény, ptidruZzené choroby a jejich lécbu. Mezi
mistni faktory se fadi hlavné velikost a hloubka rény, jeji lokalizace, stav okraji a stari
rany, hypoxie, teplota, piitomnost ciziho télesa a mikrobidlni kontaminace [Karlova,
Cizkova, 2010].

Hojeni ran probiha nejlépe ve vihkém prostiedi. V ran¢ dochazi k idealnim podminkam pro
bunéené a biochemické pochody smétujici k tvorbé granulaéni tkané a nasledné uzavieni
rany nové vytvoienou strukturou. Suché hojeni neni tak vhodné, protoZe zpomaluje tvorbu

krycich bunék a textilie se na rany casto lepi, coZ je pro pacienta bolestivé.

Na celkovy proces hojeni ma velky vliv bakteridlni kontamice. Bakterie a jejich metabolity
ovliviwji proliferaci a migraci fibroblastu, keratinocytu, lymfocyta a makrofaga. Negativni
vliv na proces hojeni ma také TNFa, jehoZ tvorba je stimulovana bakterialnim
endotoxinem uvolnénym po rozpadu bakteridlni bunky. Bakterie si vzajemné piipravuji
podminky pro preziti v rané. Aerobni bakterie zpusobi spotiebou Kkysliku v rané

nedostate¢né prokrveni a tim naslednou hypoxii a také snizi redox potencial v rang, ¢im

vytvori piiznivé prostiedi pro anaeroby.

Pfi hodnoceni bakterialni kontaminace vrané je vyznamné, jaky mikrobidlni druh a
ptipadn¢ kolik se v rané nachazi. Rana zustava sterilni pouze kratkou dobu, velmi rychle je
kontaminovana mikroby z okoli. Kontaminace (10% bb.), ani kolonizace (10% — 10* bb.)
hojeni rany neovliviiuji, jedna se o fyziologicky stav, oviem kriticka kolonizace (10° bb.)

jiZ hojeni rany zpomaluje a hrozi vznik infek¢niho patologického procesu [Grofova, 2006].
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Graf ¢. 1: Fyziologické a infekeni kontinuum v rane
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Zdroj: [Grofova, 2006]

2.2 Nozokomialni ndkazy a jejich pavodci

2.2.1 Definice nozokomidélnich ndkaz, jejich vznik, Sif¥eni, prevence a
lé¢ba antibiotiky

Jako nozokomialni nakazy (NN) jsou oznacovany infekéni onemocnéni postihujici
pacienty v dobé pobytu a oSetrovani ve zdravotnickém zatizeni. Jako NN je hodnoceno i
infekéni onemocnéni, které se projevi kratce po propusténi do doméaci péce [Cermakova,
2009]. Spencer roku 1993 definuje NN jako aktivni infekci nebo infekci aktualné lé¢enou,
jejiz ptiznaky nebyly zjevné, a nebyly ani ve stadiu inkubacni doby pii ndstupu pacienta do

nemocnice [Jedlickové, 2005].

Pro vznik a Siteni NN je nutnd existence zdroje ptivodce nakazy, moznosti jeho pienosu a
pritomnost vnimavého jedince. Zdrojem nakazy mohou byt pacienti, zdravotnicky
personal, navstévnici ¢i jiné osoby, ptip. i zvite. U jedince pienaSejiciho pivodce NN
muze probihat onemocnéni s klinickymi pifiznaky nebo se muZe jednat o nosice bez
zjevnych priznaku, ale vylucujici infekéni agens. P¥imy pienos pavodce NN probéhne,
pokud je sou¢asné pritomen zdroj nakazy a vnimavy jedinec. K pieneseni infek¢niho agens
dochazi nejcastéji kontaktem (polibek, dotyk), kapénkovou infekci (pies Ustni a nosni
sliznici ¢i spojivkou), nebo alimentarni cestou. Nepiimy pienos probihd nejcastéji
kontaminovanymi piredméty a diagnostickymi piistroji slouzicimi pti lé¢bé pacienti
[Jedlickova, 2005].
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Prevence NN je naro¢ny a odpovédny proces, ktery spociva v izolaci zdroja infekce
a likvidaci jejich pavodcu v rezervoarech i na potencionalné infikovanych predmétech.
Nejvétsi vyznam z celé fady preventivnich opatieni maji jednozna¢né dusledné dodrzovani
zasad asepse a antisepse na vSech oddélenich zdravotnického zatizeni, striktni zafazovani
pacienti s bakteriologicky negativnim nélezem pfi invazivnich zakrocich pred pacienty
s pozitivnim kultivaénim vySetienim a omezeni preventivniho podavani antimikrobialnich

latek s vyjimkou rizikovych stava [Madar a kol. 2006].

U pacienti s NN je duleZité zahdjit 1écbu co nejdiive, a proto aplikace antimikrobialnich
preparata byva zpocatku necilend, bez znalosti etiologického agens a jeho citlivosti na
ATB. [Cermakova, 2009] Volba légiva je viak velmi vyznamna nejen z hlediska G¢inné
terapie, ale také zhlediska nebezpec¢i vzniku a selekce rezistentnich kmeni. Tzv.

nozokomidlnni kmeny byvaji ¢asto rezistentni k radé antibiotik. [Benes, 2011]

2.2.2 Puvodci nozokomialnich nakaz

Jako pavodci NN se uplatiuji bakterie, viry, houby i parazité. NejcastéjSimi bakterialnimi
pavodci NN jsou z grampozitivnich bakterii S. aureus véetné MRSA, St. pyogenes, St.
agalactiae, St. pneumoniae, CI. perfringens a Cl. tetani. Z gramnegativnich bakterii maji
nejvetsi zastoupeni E. coli, H. influenzae, Ps. aeruginosa, En. faecalis a KI. pneumoniae.
Vyznamny podil na NN maji kvasinky, zejména Candida albicans [Jedlickova, 2005],
[Cermékova, 2009], [Stadnikové, 2010].

V Argentiné provedli Bantar a kol. [2000] v letech 1996 - 1998 studii s 5603
hospitalizovanymi pacienty, v niZ sledovali procentudlni zastoupeni jednotlivych ptvodci

NN. Vysledky jejich studie jsou uvedeny v grafu ¢. 2.

15



Graf ¢. 2: Procentualni zastoupeni ptivodctt NN v nemocnici v Argenting
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Zdroj:[ Bantar a kol., 2000]

2.2.3 Charakteristika vybranych mikroorganismi zpuasobujicich
nozokomialni nakazy

2.2.3.1 Stafylokoky

Obecné charakteristika

Do rodu Staphylococcus patti fakultativné anaerobni grampozitivni koky, které jsou
seskupeny nejcastéji do shlukd. Druhy tohoto rodu jsou podle produkce enzymu
plasmakoaguldzy, srazejiciho krevni plasmu, rozdéleny na koagulaza-pozitivni a
koagulaza-negativni. Jednim z nejvyznamnégjSich patogend, zejména c¢loveka, je
koagulaza-pozitivni Staphylococcus (S.) aureus, ktery zpusobuje razna i velmi zavazna
infekéni onemocnéni raznych systému, piipadné aZ septicky Sok. Tato bakterie se maZe
vyskytovat na kaZi a sliznicich i zdravych jedinct. Vzhledem ke své odolnosti je nalézan
v potravinach a také v zevnim prostiedi, zejména ve zdravotnickych zatizenich, kde patii
k obdvanym putvodcum nozokomiélnich nadkaz. Z&vaznost infekci vyvolanych S. aureus
zvySuje take jeho narustajici rezistence na antibiotika, coZ piinasi radu problému v 1é¢bé

stafylokokovych infekci.
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Citlivost na antibiotika

S. aureus i ostatni stafylokoky byly pavodné velmi dobie citlivé k fadé antibiotik, zejména
k B-laktamovym. Nejac¢inngjsi byl benzylpenicilin, ale vétSina kment od pacienta a nosici
mimo nemocnici a 90 % nemocni¢nich kmena je v dneSni dob¢ rezistentni. Rezistence
k penicilinam je zptsobena produkci R-laktamazy, ktera otvira B-laktamovy kruh
v molekule penicilinu, a tim je ¢ini neucinnymi. Pozd¢ji byla ptipravena léciva vaci
penicilindze odolnd, mezi n¢éz patii methicilin, oxacilin, cefalosporiny a dalsi. 1 na tato
antibiotika se stdvaji rezistentnimi nésledkem mutace bilkoviny vazajici penicilin
v buné&eéné sténé. Tyto multirezistentni kmeny jsou oznacovany MRSA a v souc¢asnosti jsou

celosvétovym problémem[Greenwood a kol., 1999].

2.2.3.2 Pseudomonady

Obecné charakteristika

Rod Pseudomonas zahrnuje mnoho saprofytickych druhu piitomnych v padé, vodé a
vihkém prostredi, které jsou patogeny lidi, zvitat, hmyzu i rostlin. Hlavnim patogenem
¢lovéka je Pseudomonas (Ps.) aeruginosa. Jednd se o striktné aerobni, gramnegativni,
nesporulujici ty¢inku, kterd je diky bi¢ikim pohybliva. Ps. aeruginosa je prirozené
rezistentni k dezinfekénim ptipravkam i k antibiotikim a je proto hlavnim patogenem
zpusobujicim nozokomialni infekce. Velmi ¢asto také zpasobuje neptijemné kontaminace
farmaceutickych preparata, roztoki, katétrii i ¢ocek. Pseudomonadovymi infekcemi jsou
nejvice ohroZzeni pacienti sur¢itym typem oslabeni, jako jsou napt. imunodeficity,
leukémie a celkové staii lidé. V téchto pripadech se infekce snadno generalizuje a

zpusobuje sepsi nebo nekrotizujici pneumonii, které maji vysokou mortalitu.

Citlivost na antibiotika

Piirozena rezistence Ps. aeruginosa k vétsin¢ bézné pouzivanych antibiotik a dezinfek¢nich
ptipravku je zpusobena Sirokym spektrem mechanismu rezistence, zejména pak efluxem.
Z tohoto davodu jsou moznosti lé¢by pseudomonadovych infekci velmi omezené.
Nejcastéji  se  pouzivaji  cefalosporiny,  karbapenemy,  fluorochinolony a
antipseudomonadové peniciliny[Greenwood a kol., 1999].
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Prav¢ z davodt omezené volby antimikrobialnich piipravka u infekci zptisobenych Ps.
aeruginosa testovali Lipovy a kol. [2010] ve fakultni nemocnici v Brn¢, zda je témeéf
zapomenuté antibiotikum kolistin (polymyxiny) vhodné k lécbé multirezistentnich kmena
Ps. aeruginosa u téZce popéalenych pacienti. Kolistin pouZili k 16¢b¢ 22 pacientti a u 14
z nich byla monoterapie kolistinem zcela dostacujici. U 5 pacientd byla zvolena kombinace
s jinym antibiotikem pro nedostacujici efekt samotného kolistinu. Upozornili tak na to, Ze i
kdyZz se jedna o antibiotikum velmi staré, je mnohdy jedinou a relativné bezpec¢nou

Iécebnou alternativou u zminénych chorob.

Carmeli a kol. [1999] porovnavali riziko vzniku rezistence u ¢ty nejpouzivangjSich
antipseudomonadovych antibiotik. Testovali ciprofloxacin, ceftazidim, imipenem a
piperacilin. Zjistili, Ze nejnizsi riziko vzniku rezistence je u ceftazidinu a naopak nejvyssi

riziko je u imipenemu.

2.2.3.3 Klebsiely

Obecné charakteristika

Rod Klebsiella zahrnuje aerobni az fakultativné aerobni, gramnegativni, koliformni

v/

ty¢inky. NejdalezitéjSim zastupcem a ptvodcem nozokomiélnich ndkaz u ¢lovéka je
Klebsiella (K.) pneumoniae. K. pneumoniae je podminény patogen, nej¢astéjsi ptvodce
nozokomialnich onemocnéni dychaciho traktu a druhy nejéastéjSi puvodce bakteriémii
mocoveho traktu. Stejné jako pseudomonadové infekce, ohroZuji klebsielove bakteriémie
prevazne oslabené pacienty, u kterych dosahuje umrtnost az 50 % [Ahmad a kol. 2011]. Na
patogenité K. pneumoniae se podileji hlavné kapsularni a somatické antigeny, které

zajistuji ochranu bakterie pred baktericidnimi G¢inky séra.

Citlivost na antibiotika

K. pneumoniae je piirozené rezistentni k amino — penicilinam (ampicilinu a amoxicilinu)
a cefalosporinam prvni generace diky produkci chromozomélni B - laktamazy
s cefalosporinovou aktivitou (penicilinaza SHV - 1). Rezistence k chloramfenikolu a
tetracyklinu je zavisla na individualnich vlastnostech kmene. Klebsiely jsou primarné

citlivé ke gentamicinu, ale pro nemocni¢ni kmeny to kvili pienosné enzymoveé rezistenci
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neplati. Nejvetsi citlivost klebsiely vykazuji na cefalosporiny nové generace, jako jsou
cefuroxim a cefotaxim [Greenwood a kol., 1999].

2.3 Rezistence mikrobu na antibiotika

Antibiotika (ATB) jsou léciva pouzivand Kk terapii i profylaxi infekénich onemocnéni.
Mnohé z nich jsou produkty metabolismu mikroorganisma, piipadné vyssSich rostlin, ¢i
Zivocicha.  Cilem antimikrobidlni terapie je zamezit patogennimu pusobeni
mikroorganismi, ¢ehoZz lze docilit bud’ jejich usmrcenim, nebo zamezenim dalSiho

mnozeni.

Rezistence mikrobt na ATB je schopnost bakterialni populace piezit v pritomnosti takové
koncentrace téchto latek, ktera bézné nepoSkozuje makroorganismus, ale potlacuje rust
citlivych kmeni. Rezistenci mikrobi na ATB rozdélujeme na primarni a sekundarni.
Pfirozend (primarni) rezistence je pomérné vzacna a je dana druhem bakterie a jejimi
prirozenymi vlastnostmi. Ziskana (sekundarni) rezistence na ATB znamena, Ze kmeny
mikrobidlnich druhti na urcité ATB primarné citlivé se stanou rezistentnimi. Sekundarni
bakteridlni rezistence patti v soucasné dobé k nejzavaznéjSim problémam v medicing.
Rezistence bakterialnich kmena |ékaisky vyznamnych bakterii vaci ATB stéle stoupé.
Jednim z davodu je zneuzZivani ATB k Ié¢b¢ banélnich onemocnéni hlavné dychacich cest,
které by se daly lécit mnohem efektivngji. DalSim a velmi vyznamnym davodem

zvySovani rezistence je pouzivani ATB k riznym ucelim v zemédélstvi.

Toxicita ATB je pro ¢lovéka minimalni, coZ je zpusobeno rozdily ve stavbé eukaryotnich
bunék a bunek prokaryotnich — bakteridlnich. Rozdily ve sloZeni umoZnuji ATB piesné
zacilit na esencialni komponenty bakterialnich bunék, jako jsou peptidoglykan bunééné
stény, proteosyntéza, syntéza nukleovych kyselin a dalSifUrbaskové a kol., 2012], [Votava,
2001].

2.3.1 Mechanismy rezistence bakterii na antibiotika

Zpusobu, kterymi bakterie nabyvaji rezistence vaci ATB, je nekolik. Prvnim je zména
zasahového mista ATB, dalSim je schopnost mikroba zabranit jeho prichodu do bunky,
ptipadn¢ jej rychle z bakteridlni bunky vyloucit. Poslednim zptsobem je schopnost

produkovat latky enzymatického charakteru, které dané ATB inaktivuji.
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2.3.1.1 Zmény propustnosti bunééné stény

Povrch bakterialni burniky tvoii bunééna sténa, kterd ji chrani pred zevnimi vlivy a udrZuje
jeji tvar. Bunééna sténa je prvni bariérou a snizenim jeji propustnosti nemize ATB
pronikat ke svym cilovym mistam. Vstup vétSiny ATB do buniky gramnegativnich bakterii
zajistuji pasivni prenaSece — poriny. Strukturdlni zménou poring, ptipadné jejich sniZzenou

expresi, nepronikne ATB do bunky a ta pak ziska ur¢ity stupen rezistence.

2.3.1.2 ZneSkodnéni ATB bakterialnimi enzymy

Bakterie muZe byt rezistentni k ATB v disledku produkce enzymui, které ATB inaktivuji.
NejcastéjSimi typy enzymatické rezistence je inaktivace beta-laktamovych ATB beta-
laktamézami. Podobné mechanismy byly nalezeny i u bakterii rezistentnich vaci
aminoglykosidam. Specifické enzymy zde modifikuji aminoskupiny nebo hydroxylové
skupiny ATB a takto modifikovane molekuly ATB jiZ nejsou schopny se vazat na cilové
ribozomalni bilkoviny[UrbaSkové a kol., 2012], [SpiSek, 1999].

2.3.1.3 Aktivni vypuzovani ATB (eflux)

Dalsi pri¢inou rezistence u bakterii je aktivni vypuzeni ATB z bunky systémem tzv.
efluxnich pump. Ty jsou schopny selektivné vychytdvat pro bunku toxické latky
z cytoplazmy a periplazmového prostoru a opét tak dochazi ke sniZzeni koncentrace ATB
v bunce [UrbaSkova a kol., 2012]. Eflux je v soucasné dob¢ povazovan za nejdalezitéjsi
mechanismus rezistence, nebot’ stejny mechanismus byl prokazan i pii odolnosti na rizné

chemické dezinfekéni prostredky.

2.3.1.4 Zména zasahového mista ATB

Mutace v cilovych mistech ATB, napi. mutace v genech kodujicich ribozomalni RNA,
jsou zodpoveédné za rezistenci ATB zacilenych na inhibici proteosyntézy (tetracykliny,
makrolidy, atd.). Zaroven mutace v genech, jejichz produkty se podileji na syntéze
vazebnych bilkovin pro penicilin (PBP proteiny), jsou pfi¢inou rezistence k beta-laktamim
[Urbaskova a kol., 2012].
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2.4 Antimikrobialni piipravky pouzivané k dekontaminaci

Mikrobiélni dekontaminace je proces, jehoZ cilem je zniceni a odstranéni mikrobu
z prostiedi nebo raznych predméta, veéetné biologickych materiali. Podle vysledného
stupné cistoty se déli na mechanickou ocistu, dezinfekci a sterilizaci. Pti dezinfekci jsou
niceny pouze choroboplodné nebo jinak Skodlivé mikroorganismy, kdezto pti sterilizaci
jsou odstranovany mikroorganismy viechny [Slitrova, 2010].

Volba dezinfekéniho postupu vychazi ze znalosti cest a mechanismu pienosu infekce,

VY 7

moznosti ovlivnéni ucinnosti dezinfekce faktory wvné¢jSiho prostiedi a z odolnosti
mikroorganismu. Dezinfekce muze byt fyzikalni, chemicka nebo fyzikaln¢ chemicka.
2.4.1 Pripravky pouzivané k chemické dezinfekci

2.4.1.1 Oxidaéni ¢inidla

Kyselina peroctovéa

Kyselina peroctova je vysoce U¢innd latka a u nas je vyrabéna jako 30 % roztok pod
oznacenim Persteril. Je Siroce 0¢innd proti mikroorganismam, které ni¢i oxidaci —
hydroxylovym radikdlem, coZz ma za nasledek rozpad bunénych membran
mikroorganismi. Ve zdravotnictvi je pouZivana v promilovych koncentracich
k povrchovym dezinfekcim pacientt i oSettujiciho personalu. Vzhledem k tomu, Ze se
v téle rozpada na kyselinu octovou a peroxid vodiku, coZ jsou latky télu bézné, lze ji

aplikovat ve velmi nizkych koncentracich ptimo do nékterych loZisek, zvlasté v kostech.

Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je svétle modra kapalina, kterd se jevi ve ziedénych roztocich jako
bezbarva. V lékarstvi a v doméacnostech se vyuZiva jeho 3 % roztok na oSetieni

povrchovych ran a zastavé drobného krvaceni.

2.4.1.2 Halogenidy
Chlor

Savo a Chloramin jsou dezinfekeni pripravky na bazi chloru, které se ve zdravotnictvi

béZzné pouZivaji k dezinfekci podlah, predméta, hygienického nécini a pitné vody.
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V koncentracich piepsanych vyrobcem jsou tyto pripravky 0¢inné proti Siroké Skale
bakterii, mikroskopickych vlaknitych hub, fas i lisejnika.

Jod

Jod mé vysoky baktericidni ucinek na témetr vSechny mikroorganismy, ale nevyhodou je
jeho mala rozpustnost a drazdivé, alergenni G¢inky. Ve zdravotnictvi se jod pouZiva

v ptipravcich Jodisol, Jodonal a Betadin.

2.4.1.3 Dalsi prostiedky s dezinfekénimi a¢inky

Fenol

Fenol je velmi silné antiseptikum, ale samotny se v dneSni dobé kvuli své lokalni
drazdivosti nepouzivd. K dezinfekci podlah a stén v nemocni¢nich zafizenich, jako
antiseptikum opera¢niho pole a k myti rukou se pouZivaji jeho derivaty pod nazvy
Orthosan a Kreosan. Z divoda zvySeného rizika vzniku rezistence se derivaty fenolu
nesméji pouzivat jako jediné dezinfekeni prostiedky na pracovistich se zvySenym rizikem

pseudomonadovych infekci.

Etylenoxid

Etylenoxid je snadno se vypaiujici kapalina, kterd se ve smési s dusikem nebo oxidem
uhlicitym vyuZiva ve zdravotnictvi ke sterilizaci obleceni, plastovych vyrobkad,
chirurgickych nastroju a dalSiho lékaiského vybaveni (obvazy). Tento zpisob sterilizace je

velmi G¢inny, bezpe¢ny a hlavné Setrny.

Glutaraldehyd

Glutaraldehyd se ve formé 0,1 — 1 % roztoku pouziva k systémové dezinfekci, protoze

spolehlivé nici bakterie a viry a pii prodlouzené expozici nici i spory.

Slouceniny tézkych kovii

Dezinfekéni ucinky maji pripravky obsahujici slou¢eniny médi, stiibra a rtuti. Na trhu jsou

dostupné napt. pod nazvem Targesin (organické koloidni slouceniny sttibra).
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Kvartérni amoniové slouceniny (Ajatin, Septonex)

Ajatin a Septonex se v koncentracich 0,5 — 1 % pouZivaji k dezinfekci kiZe, sliznic a
chirurgickych néstroja. Pusobi hlavné na grampozitivni bakterie, na gramnegativni
bakterie ptisobi méng. Na viry a mykobakterie jsou tyto piipravky nedcinné [Slitrova
2010], [Podstatova, Madar, 2009], pievzato z:http://ose.zshk.cz/vyuka/terapie.aspx?tid=87

2.4.2 Charakteristika vybranych latek a ionta s antimikrobialnimi a¢inky
2.4.2.1 Tea tree oil

Tea tree oil je ptirodni olej s antimikrobialnimi G¢inky, ktery je ziskavan z lista
australského stromu Malaleuca alternifolia. Obsahuje priblizné 100 raznych komponent,
jejichz zastoupeni ovliviiuje jeho biologické ucinky i charakteristickou vani. Tea tree oil
ma silné antibakteridlni, antivirové a antimykotické u¢inky, proto je vyuZivan ve

zdravotnictvi k dezinfekci drobnych poranéni, koZnich zmén i z&nétt v duting Ustni.

Carson a Riley [1995] ovérovali antimikrobidlni a¢innost nékterych sloZek tea tree oilu.
Diskovou difuzni metodou testovali: 1,8 — cineol, 1 — terpinen — 4 — ol, p — cymen, linalool,
alfa — terpinen, gama terpinen, alfa — terpineol a terpinolen. Autofi zjistili, ze
nejucinnéjSim na vSechny mikroorganismy zarazené do testu byl terpinen — 4 — ol, zatimco
p — cymen nepuasobil na Zadny z testovanych mikroorganisma. Linalool a alfa — terpineol

inhibovaly rust vSech mikrobi s vyjimkou Pseudomonas aeruginosa.

Uginnost tea tree oilu na MRSA testovali Carson a kol. [1995]. Vychazeli z doporugeni
Kauffmana a kol. [1993] hledat alternativy k béZzn¢ pouzZivanému protistafylokokovému
antibiotiku mupirocin. Autofi testovali 66 rezistentnich kmenu St. aureus a u 64 prokazali
rezistenci na methicilin a u 33 na mupirocin.U vSech kmena vSak prokazali citlivost na tea
tree oil. MIC a MBC pro methicilin rezistentni kmeny byla 0,25 % G¢inné latky v médiu a
pro mupirocin rezistentni kmeny 0,5 %. Vysledky dokumentuji, Ze tea tree oil je vhodny

k eliminaci rezistentnich kmena St. aureus z nemocni¢nich zatizeni.

2.4.2.2 Betadin

Betadin neboli Povidon — jod je dezinfekeni pripravek bézné pouzivany ve zdravotnictvi
zejména k dezinfekci kaze, sliznic i otevienych ran. Obsahuje polyvinylpyrrolidon jod, cozZ

je ve vode rozpustny komplex s elementarné vazanym jédem do systetického polymeru.
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Baktericidni je zejména volny jod, ktery se postupné uvoliuje z komplexu. Tmavé hnédé
zbarveny roztok betadinu je aktivni vrozmezi pH 1,5 - 6. Pokud dochazi k jeho
odbarvovani vlivem svétla nebo teploty nad 40 °C, je sniZzovana jeho G¢innost. Betadin je
jednim z nejsiln¢jSich antiseptik, avSak jeho pouZiti neni vzdy mozné pro vedlejsi u¢inky
spocivajici predevsim v drazdivych ucincich na kuzi. Betadin je G¢inny na bakterie, plisné,

viry i prvoky [Kramer, 1999].

Uygur a kol. [2008] testovali dezinfekéni prostiedky Octenisept (dihydrochlorid),
Prontosan (polyhexanid) a Betadin (povidon — jod) a porovnavali jejich ucinky na kmeny
Ps. aeruginosa vykultivované z popélenin. Piipravky autofi testovali na krysach s
experimentaln¢ provedenymi popaleninami a kazdou ranu infikovali 0,5 ml bujonové
kultury o hustoté 10° bakterialnich bungk. Autofi prokazali u viech testovanych pripravkii
dobrou G¢innost. Rozdil v poétu narostlych kolonii vykultivovanych z krve usmrcenych
infikovanych krys a z krys neinfikovanych, které slouZily jako kontrola, byl statisticky
vyznamné. Nejlepsi vysledky vykazoval Octenisept a byl doporucen k oSetfovani ran

kontaminovanych Ps. aeruginosa.

2.4.2.3 Méd

~ 7

Antimikrobialnich G¢inkt médi bylo v lécitelstvi vyuZivano jiz 3 tisice let pred Kristem.
JiZz tehdy se meéd’ pouZivala k oSetieni poranéni i ¢isténi vody Kk piti. Méd’ je v riznych
oborech véetné zdravotnictvi pouzivana dodnes. Jeji G¢inky byly prokéazany jak na suchych
povrsich, tak i ve vodnim prostiedi. Pravé pro antimikrobidlni aktivitu se slou¢eniny médi
pouZivaji k vyrobé vodovodniho potrubi, nebot’ zde prokazatelné inhibuji rast Legionell a
zpomaluji tvorbu biofilmu. Slouceniny médi jsou pouZivany k povrchoveé Upravé piedméta

nejen v nemocnicich, ale i domacnostech a dalSich zarizeni.

Vysledky studie prezentovana v roce 2011 v Zenevé na konferenci Prevence a zvladani
infekce potvrdily, Ze pouZivanim médénych povrchi v nemocnicich se sniZuje cetnost
sekundéarnich infekci az 0 40 %. Autofi uvadéji, Ze tento kov G¢inné nici 97 % bakterii a
s nimi i mnoho virovych a plisnovych patogend [agentura Reuters 2011]. Zpusob, jakym
méd’ inaktivuje patogenni mikroorganismy, je ve stadiu vyzkumu. Dosud bylo zjisténo, Ze
viry jsou ni¢eny nasledkem interakce medi s proteiny viru. Dochazi k oxidativni inaktivaci

bilkovinnych sloZek virového faga.
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2.4.2.4 Zinek

Zinek, ktery spolu s meédi patti mezi stopové prvky, se v naSem téle Ucastni mnoha
biologickych pochodi. Byly pozorovany také jeho stimulujici G¢inky na hojeni ran a na
razné patologické procesy v kuzi (akné, ekzémy, psoriaza aj.). Pti nedostatku zinku je
velmi zpomalena re - epitelizace tk&ni [Standstead a kol., 1970]. Hallmanns [1977] zjistil,

Ze regeneraci epitelu i tk&ni Ize ovlivnit pouzitim kryciho materialu obsahujici zinek.

Kryci materiél obsahujici zinek testovali Hughes a McLean [1988] u 40 pacientd s riznym
poSkozenim kuZe (tezné ¢i trzné rany, zmeény kuaze po kousnuti hmyzem, popaleniny i
mensi chirurgické rany). Ve vsech piipadech se jednalo o rany velmi obtiZzn¢ a pomalu se

hojici. Pti pouZiti kryciho materialu se zinkem se v3echny rany vylécily bez komplikaci.

Atmaca a kol. [1977] ovefovali vliv zinku na rast mikroorganisma v MHB
spektrofotometricky. Testovali zinek acetdt v rozmezi koncentraci 2,8 - 22 mmol/l.
Antibakterialni aktivitu sledovali s kmeny S. aureus, S. epidermidis a Ps. aeuruginosa.
Autofi zjistili, Ze testovana sloucenina nejlépe inhibovala rust St. aureus a S. epidermidis
v koncentraci 11 mmol/l. U Ps. aeruginosa zaznamenali ve srovnani s kontrolou bez u¢inné

latky urcité potlaceni rastu, aviak vysledky nebyly statisticky vyznamné

2.5 Materialy na bazi oxidovane celulozy a karboxymethylceluldzy

Celuldza spolu s chitinem patii do skupiny stavebnich polysacharida a je primarni stavebni
slozkou stény rostlinnych bun¢k. Jednd se o linearni polymer obsahujici az 1500 D —
glukosovych zbytkia spojenych B(1—4) — glykosidovymi vazbami. Tato velmi soudrznd
struktura, vdzana vodikovymi mastky, dava celul6zovym vildknim vyjime¢nou pevnost a

je odpovedna za jejich nerozpustnost ve vodé [Voet, Voetova, 1955 ].

2.5.1 Oxidovana celuléza (OC)

OC (6 - karboxyceluldza) byla diive ziskavana jako 100 % ptirodni produkt (Cista bavina),

dnes jsou jiz zaregistrovany patenty, jak OC vyrobit pramyslove.

OC obsahuje 3 — 25 % karboxylovych skupin, je bioresorbilni, biokompatibilni, v lidskem
organismu ma schopnost biodegradace a byly u ni prokdzany hemostatické a

antimikrobialni G¢inky na Sirokou Sk&lu patogennich mikroorganismu. Antimikrobialni
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efekt zavisi na poctu karboxylovych skupin. Cim vice jich OC obsahuje, tim vice H" a OH"
iont muzZe antimikrobialn¢ piasobit. Mimo to u ni byly pozorovany i Uc¢inky
imunostimulaéni a protinadorové. Struktura OC umoZziuje snadnou inkorporaci jinych
funkénich skupin, které potom slouzi jako vazebné centrum napi. pro farmaka, peptidy
nebo kovy a tim je efektivni vyuZiti OC velmi rozS8iteno. PH materidli na bazi OC byvéa
nejcastéji 2,9. Tato hodnota pH spousti koagula¢ni kaskadu, podporuje hemostazu a jiz
sama 0 sobé ma  antimikrobidlni  efekt  [Vytfasova J. a  kol,
2008], [http://www.synthesia.eu/].

OC je vyuzZivana v mnoha aplikacich v lékaistvi, v potravinaiském a v kosmetickém
pramyslu. Produkty vyrobené z OC se pouZivaji jako hemostatické prostiedky a prostiedky
na hojeni ran, lékové nosice, superabsorbenty, deodoranty v absorpcnich polstaFich,
pomicky v prevenci srustd a k dalsim G¢elaim. OC muaZe byt piipravena v raznych

formach: prések, spray, textilie, papir i vliakno.

V organismu probiha rozklad OC hydrolyticky a nebo enzymaticky. V podkoZni tkani se
vstiebdva v béhem nékolika dnu az tti tydnd. V zaZivacim traktu se rozkladd pouze
casteéne, protoZze  celuloza je  pro lidsky  organismus  nestravitelna

[http://www.synthesia.eu/].
Nevyhodou OC pro nektereé aplikace je jeji nedostate¢na pevnost.

Svétovym producentem OC pro biomedicinské a technické pouZiti je Synthesia, a.s., ktera
prodava své produkty urcené k oSetieni pod oznacenim OKCEL. Dalsi firmou prodavajici

sve produkty na béazi oxidované celul6zy pod nazvem Traumacel je Bioster, a.s.

2.5.2 Karboxymethylceluléza (CMC)

CMC je jeden z nejpouzivanéjSich derivata celuldzy, ktery se ptipravuje etherifikaci
kyseliny chloroctové s celul6zou v alkalickém prostiedi. CMC je obvykle pouzivana ve
formé sodné soli (NaCMC) jako farmaceuticky nebo potravinaisky ingredient nebo jako
biokampatibilni material v oSetfovani ran. [Informace o produktech Hcel od firmy
Holzbecher, spol. s.r.0.]V mensi mite se téZ pouziva kyseld forma karboxymethylcelulézy

(HCMC), ktera se ziskava vysrazenim a okyselenim NaCMC na pH 2.
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Holzbecher, spol. s.r.0. je jednou z nejdulezitéjSich firem u nas zabyvajicich se
karboxymethylcelul6zou. Tato firma prodava své produkty pod ochrannym nazvem Hcel.
Jeji produkty se lisi volbou celulézového materidlu, stupném substituce a neutralizace a
jsou uréeny pro hojeni ran nebo jako chirurgické materialy. Pro vyuZiti v chirurgii nebo
jako material v prevenci chirurgicky infekci jsou zajimavé zejména materialy v kyselé
fromé, kdy je CMC pti niZzSim stupni substituce témef nerozpustnd a piedpokladaji se

inhibi¢ni vlastnosti va¢i mikroorganismam.
Na trhu dostupné produkty firmy Holzbecher, spol. s.r.0. a jejich detailn&jSi popis jsou:

» Hcel NaT - kryti z modifikované celulézy se zvySenou nasakavosti vytvaiejici
optimalni prostiedi pro hojeni rany. Vyrobek je urcen k odsévani krve a sekrett
v chirurgii a jako primarni kryti pro oSetfovani ran.

» Hcel HT — kryti z modifikované celulézy v textilni formé pro odsavani krve a
sekreta pii chirurgickych zékrocich. Vytvari vihké prostredi a ma inhibi¢ni Ucinek
vuci bakteriim.,

» Hcel ZnT - textilni kysela forma CMC s obsahem zinku

» Hcel CuT - textilni kysela forma CMC s obsahem médi

» HCMC - praskovd forma CMC, kterd byly ptipravena vykyselenim komeréné
dostupné CMC

K vyhodam Hcel HT patii:

rychly ¢as zastaveni krvaceni
biokompatibilni material bez dréZzdivych G¢inkt na kaZi

stabilita materidlu a moznost skladovani v rozmezi teplot od 5 do 25 °C

radia¢ni sterilizace

>
>
>
» z&dné chemické prisady nebo konzervanty
>
» saci mohutnost 5 -12 g/g (voda)

>

inhibi¢ni G¢inky na P. aeruginosa, E. coli, S. aureus a K. pneumoniae

Prevzato z: [Informace o produktech Hcel od firmy Holzbecher, spol. s.r.0.]
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2.5.3 Dalsi materialy pouzivané dosud ve zdravotnictvi jako moderni
kryci obvazy

a) bez antimikrobialniho U¢inku

» Hydrokoloidni kryti

Patti historicky k nejstarSim obvazam vytvérejicich vihké prostiedi. Hydrokoloidni
partikule reaguji se sekretem rany a vytvoii tak gelovou hmotu, kterd zajistuje vhodné
prostiedi pro hojeni rany.

» Hydrogely

Skléadaji se z polymera s vysokym obsahem vody. Jedna se o hydrofilni material, ktery je
na jedné stran¢ schopen rehydratovat suchou tkan a na druhé strané absorbovat sekret,

ktery vytvoti exudujici rana.

b) s antimikrobialnim G¢inkem

» Pénova polyuretanova a hydropolymerova kryti

Jedna se o materidly sriznou velikosti a hustotu pora a raznou drendzni a absorpci
kapacitou, které jsou propustné pro vodni pary. Absopce a redukce piebyte¢ného sekretu
udrzuji v ran¢ primérenou vlhkost. Spole¢né s exsudatem jsou absorbovany i bakterie,

¢imzZ se tato kryti podileji na ¢isteéni rany.

> Alginatova kryti

Alginatova kryti jsou vyrabéna z moiskych fas a vyznacuji se znacnou savosti. VIdkna
alginatu spolu se sekretem rany vytvori nepiilnavy gel, ktery ucinkuje jako vihky obvaz.
Velmi daleZity je i ¢istici efekt rany. [Karlova, Cizkovéa 2010]

> Obvazy s aktivnim uhlim

Sorpéni obvazy z aktivni uhlikové tkaniny vyrobené z hydrat celul6zového vlakna jsou
hydrofilni, propustné a prodysSné. Z rany absorbuji organické latky, sekret, zapach i

mikroorganismy a vyznamné tak urychluje hojeni a zabranuje sekundarni infekci.
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Antimikrobidlni uc¢inky uhlikového obvazu Tecasorb zkoumaly Zelenkova a Stracenska
diskovou difuzni metodou. Zjistily, Ze obvaz eliminuje do 24 hod Ps. aeruginosa, E. coli,
S. aureus a jiné bakterie, coZ je patrné z obrazku ¢. 1.

Prevzato z: [http://kompress.sk/teca.pdf].

Obr. ¢. 1: Antimikrobidlni G¢inky uhlikového obvazu Tecasorb

EssssEdiErichiveolh @NETE301/60
24 hodino ultura na krevnim

agaru, 1 mlinokula a koncentraci
2.10° CFU/ml po aplikaci
10 obvazu s dobou
piisobeni 3 hodin

Escherichia coli CNCTC 301/60
24 hodinova kultura na krevnim
agaru, 1 ml inokula a koncentraci
2.103|CFU/ml po aplikaci
uhlikového obvazu s dobou
plisobeni 6 hodin

Zdroj: [http://kompress.sk/teca.pdf]
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2.6 Metody vhodné ke zjiSt'ovani antimikrobiélni aktivity
Uginnost antimikrobialnich latek se zjistuje kvalitativnimi a kvantitativnimi metodami

stanoveni. Tyto techniky ur¢ovani citlivosti rozliSujeme na diflzni a diluéni.

Kvalitativnimi metodami pouze zjiStujeme, zda je rast mikroorganismu inhibovan

lIé&ebnou koncentraci ATB, &i nikoliv.

Kvantitativni metody jsou pouZivany ke stanoveni G¢inného mnozstvi ATB, které inhibuje
rast nebo usmrcuje mikroorganismus [Vytiasova, Mazurova, 1994], [Vytiasova, Bilkova,
1998].

2.6.1 Kvalitativni metody

Diskova difuzni metoda

Suspenze testovaného kmene o urcité hustoté bakteridlnich bunék (bb.) se naockuje na
agarovou pudu v Petriho misce. Poté se na povrch priloZi disky obsahujici riznd ATB
v uréité koncentraci. Uginna latka difunduje z diskt do okoli a vytvati na padé razné velké
kruhové zdny, v nichZ je pasobenim ATB potlacen rast mikroorganismu (tzv. inhibi¢ni
zény). Zbyvajici plocha naoc¢kovaného média je porostld koloniemi testovaného
mikroorganismu [Vyttasovd, Bilkovéa, 1998].

Agarova difuzni metoda

Tato metoda je zaloZena na stejném principu jako diskova difizni metoda. Rozdil spociva

v pripravé a nanaseni antimikrobidlni latky, ktera se pipetuje do jamek v agarové vrstve.

2.6.2 Kvantitativni metody

Zkumavkova dilu¢ni metoda

Principem metody je ptiprava fady zkumavek s tekutym kultivaénim médiem obsahujici
sniZujici se koncentraci testovaného ATB (fedéni se provadi dvojkovou fadou), do kterych
se oc¢kuje inokulum testovaného kmene. Po urcené dobé inkubace se ur¢i zkumavka, ve
nedo$lo k narastu, se oznac¢i jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Pro vétsinu

kment slouZi jako kultivaéni médium Miller — Hinton bujon.
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Mikrodilu¢ni metoda

Princip této metody je stejny jako u zkumavkové dilu¢ni metody, jen ke stanoveni MIC se
pouZivaji plastové mikrotitracni desticky s 96 jamkami, pficemZ jedna desticka slouZi
k testovani jednoho mikroorganismu. V kazdém sloupci desticky je dvojkovou fadou
naredéné antibiotikum, ¢imz se dosdhne 8 raznych koncentraci ATB. [ Votava a kol.,
2010]

Agarova diluéni metoda

MIC se hodnoti na agarovych médiich obsahujicich v Petriho miskach sestupnou
koncentraci ATB. Na agarova média se ockuji testované kmeny a po urcité inkubacéni dobé

vV

kmene, je povaZovana za MIC. [Bednat a kol., 2009]

E — test

Na inokulované agarové médium se priloZi kalibrovany plastovy prouzek napustény
kontinudInim gradientem ATB na jedné stran¢ a s vyznac¢enymi hodnotami MIC na strané
druhé. Po ur¢ené dob¢ inkubace se okolo pruzku vytvoii kapkovita inhibi¢ni zéna, kde
Spicka kapky oznacuje MIC ATB [ Citron a kol., 1991].

Galani a kol. [2008 ] zjistovali MIC kolistinu na 778 patogennich bakteriich metodou E —
testu. Zjistili, Ze nejlépe kolistin U¢inkoval na Enterobacter spp., KI. pneumoniae, Ac.
baumanni a E. coli. Hodnoty MICsg g0 pro vSechny jmenované mikroorganismy byly 0,5 a
16 mg/l.

Hodnoty ziskané diskovou difuzni metodou a mikrodilu¢ni metodou mezi sebou
porovnavali Sokovic a kol. [2007]. Zjistili, Ze vysledky obou metod mezi sebou koreluji.
Tam, kde diskova diftzni metoda poskytovala nejvétsi zony inhibice, poskytovala

v v s

31



3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a metody
3.1.1 Dezinfekéni latky

Testovali jsme Betadin firmy Pharmaceuticals v koncentra¢nim rozmezi 0,78 — 50 mg/ml.

Déle jsme ke studii pouZili Tea tree oil firmy Australien Bodycare v koncentra¢nim
rozmezi 300 — 19200 pg/ml.

3.1.2 Materialy na bazi oxidované celulézy (OC) a kyselé
karboxymethylcelulozy (HCMC)

Testovali jsme HCMC v praskové form¢ a HCMC v praskové formé v kombinaci
s betadinem od firmy Holzbecher, spol. s.r.o.

Déle jsme od firmy Holzbecher, spol. s.r.o. testovali bezbarvou textilii Hcel HT a hnédou

textilii Hcel HT s betadinem.

Ve studii jsme ovéiovali antibakterialni aktivitu textilii Hcel ZnT s1,5 %, 25 % a5 %

zinku a Heel CuT s 1,22 % meédi taktéZ od firmy Holzbecher, spol. s.r.o.
Od spole¢nosti Synthesia, a.s. jsme testovali produkt Okcel HL v lintrované formg.
Od firmy Bioster, a.s. jsme testovali vyrobek Traumacel v textilni formg.

Déle jsme ovérovali antibakteridlni aktivitu vzorka karmelézy sriznym pomérem

karboxymethylcelulézy (CMC) a médi, jejichZ dodavatelem bylo VFU Brno.
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3.1.3 Bakterialni kmeny

Ke zjistovani G¢inkt dezinfekénich piipravka a materiala na badzi OC a HCMC jsme
pouZivali kmeny uvedené vtab. I, které jsme ziskali z mikrobiologické laboratote

Pardubické krajske nemocnice, a.s.

Tab. I: Bakterialni kmeny pouzivané k testovani dezinfekcnich latek a materialii na bazi
oxidované celuldzy a karboxymethylceluldzy

Oznaéeni Rezistence na o
kmene Kmen antibiotika Piivod kmene
s1 Staphylococcus aureus Citlivy Nosni VYLEr - (smées s H.
SSp. aureus influanzae)
53 Staphylococcus aureus Citlivy Ko3ni ster
SSp. aureus
Staphylococcus aureus
S4 ssp. aureus MRSA Sputum
Staphylococcus aureus .
S5 Ssp. aUreus MRSA Hnis
Staphylococcus aureus NI
S6 Ssp. aUreus MRSA usni vyter
57 Staphylococcus aureus MRSA Ster 2 rany
SSp. aureus
S8 Staphylococcus aureus MRSA NOSNT Vter
SSp. aureus
K1 Klebsiella pneumoniae ESBL + Nosnl vyter
K2 Klebsiella pneumoniae ESBL + Nosnl vyter
K4 Klebsiella pneumoniae ESBL + Mo¢
K6 Klebsiella pneumoniae ESBL + Pistel
K7 Klebsiella pneumoniae ESBL + Sputum
K8 Klebsiella pneumoniae ESBL + Moc¢
P1 Pseudomonas aeruginosa | Polyrezistentni Stér z rany
P2 Pseudomonas aeruginosa | Polyrezistentni Sputum
P3 Pseudomonas aeruginosa | Polyrezistentni Hnis
P4 Pseudomonas aeruginosa | Polyrezistentni Sputum
P11 Pseudomonas aeruginosa | Polyrezistentni Mo¢
P12 Pseudomonas aeruginosa | Polyrezistentni Sekret z jazyka

Vysv.: MRSA — meticilin rezistentni S. aureus, produkce ESBL+ - Sirokospektré [-

laktamazy

Informace o citlivosti kmena S. aureus a K. pneumoniae na antibiotika jsou uvedeny v tab.
Il a 11l. (Udaje poskytla Mgr. Jantovska, KBBV/UPa.)
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Tab. I1: Vysledky citlivosti kmenz S. aureus na antibiotika zjistené mikrodilucni metodou

S. aureus
Antibiotikum [mg/l]
kmen op(g\lai- OXA16- | AMS | CMP | TET16- | COT | ERY cLI CIP | GEN | TEI | VAN
’4 0,125 32-0,25 | 32-0,25 0,125 128-1 8-0,063 4-0,031 | 8-0,063 | 32-0,25 | 64-05 | 64-0,5
S1 |>4|R 0,25 C| 4 |C| 4 |C 0,25 C 2 c|025|C| 006 |[C|O0O5 |C|<025[C|<05|C| 1 |C
S3 1|R|<0125|C| 2 |[C| 8 |C|<0125 |C 2 C|>8|R|0125|C|025|C| 05 |C|>64|R|[>64|R
S4 >4 | R >16 R|>32| R |>32| R >16 R|>128| R| >8 | R >4 R| >8 |R| 025 [C|>64|R|>64|R
S5 >4 | R >16 R|>32| R |>32| R >16 R|>128| R| >8 | R >4 R| >8 |R| 025 [C|>64|R|>64|R
S6 |>4|R 0,5 c| 8 |C| 4 |C >16 R 8 C| >8|R >4 R|] 05 |C|<025|C| 1 |(C| 1 |C
S7 |>4|R 0,25 C| 4 |C| 4 |C 0,25 C 2 C|>8|R| 006 |[C|025|C| 05 [C| 1 |C| 1 |C
S8 |>4|R| >16 |R|>32|R| 8 |R| >16 |R|>128|R| >8 |R| >4 |R| >8 |R| 05 |C|>64|R|>64]|R
Vysv.: R-rezistentni, C-citlivy, PEN-penicilin, OXA-oxacilin, AMS-ampicilin+sublaktam,
CPM-chloramfenikol, TET-tetracyklin, COT-sulfamethoxazol+trimethoprim,
ERY-erytromicin, CLI-klindamicin, CIP-ciprofloxacin, GEN-gentamycin, TEI-
teikoplanin, VAN-vankomycin
Tab. I11: Vysledky citlivosti kmen:z K. pneumoniae na antibiotika zjistené mikrodilucni
metodou
K. pneumoniae
Antibiotikum [mg/l]
kmen AMP AMS CZL 64- CRX CXT GEN 32- COT 128-1 coL OXO | OFL32-| TET AZT
64-0,5 64-0,5 0,5 64-0,5 64-0,5 0,25 " | 32-0,25 | 32-0,25 0,25 32-0,25 128-1
K1 >64 |R| 64 | R|>64| R [>64|R| 4 C|<025|C|>128| R |05]|C 8 |C| 1 C|>32|R| >128
K2 >64 |R|>64| R |[>64| R |>64|R| 16 |R| >32 |R| >128 | R 1 |C|>32|R|[>32|R|>32|R| >128
K4 >64 |R| 64 | R |[>64 | R >64 | R|>64 | R| >32 R|>128 | R |05 C |>32|R|>32|R|>32]|R| >128
K6 >64 |R| 64 | R |[>64 | R >64 | R|>64 | R| >32 R|>128 | R |[05| C |>32|R|>32|R|>32|R| >128
K7 >64 |R|>64| R [>64| R |>64 | R | 64 | R 0,5 C| >128 | R 1 |C|>32]|R| 8 R | >32 |R| >128
K8 >64 |R[>64| R | >64 | R >64 | R| 32 | R| >32 R|>128 | R |05| C |>32|R|>32|R|>32]|R| >128

Vysv.: R-rezistentni, C-citlivy, PEN-penicilin, OXA-oxacilin, AMS-ampicilin+sublaktam,
CPM-chloramfenikol, TET-tetracyklin, COT-sulfamethoxazol+trimethoprim,

ERY-erytromicin, CLI-klindamicin, CIP-ciprofloxacin, GEN-gentamycin, TEI-
teikoplanin, VAN-vankomycin
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3.1.4 Kultiva¢ni média a roztoky

Pro kultivaci bakterialnich kmena jsme pouZivali:

K testovani antimiktobidlni aktivity tea tree oilu, betadinu a vzorka karmel6zy s obsahem
médi  jsme pouzivali Mauller-Hinton (MHB) a masopeptonovy (MPB) bujon.
Antimikrobialni aktivitu textilii na bazi OC a HCMC jsme testovali na Miuller-Hinton
agaru (MHA).

Inokulum jsme pripravili suspendovanim bakterialniho kmene ve fyziologickém roztoku.

Krevni agar (KA) jsme pripravili rozpusténim 4 g Blood Agar Base No. 2 Oxoid (¢. 8.
1037003) ve 100 ml destilované vody. Tento zéklad jsme sterilizovali v autoklavu pfi
teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa. Po schlazeni ptiblizné na 60 °C jsme do média pridali 5 ml
defibrilované beranni krve. Nebo jsme pouZivali KA ptipraveny rozpusténim Columbia
agar base, Oxoid (¢. S. 361095)

MHA jsme ptipravili rozpusténim 3,8 g Miller-Hinton agar, Oxoid (¢.5.19260) ve 100 ml
destilované vody a takto pripravené agar. médium jsme sterilizovali v autoklavu pii teploté
121 °C atlaku 0,1 MPa.

MHB jsme pripravili rozpusténim 2,1 g Miller-Hinton broth, Oxoid (¢. . 395796) ve 100

ml destilované vody a sterilizovali v autoklavu pii teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

MPB jsme ptipravili rozpusténim 1,5 g Nutrient Broth No. 2, Oxoid (¢. §. 0000042958) ve

100 ml destilované vody a sterilizovali v autoklavu pii teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

Sterilni fyziologicky roztok jsme ziskali rozpusténim 0,85 g NaCl (¢. 8. 180203) ve 100 ml

destilované vody a néslednou sterilizaci v autoklavu pfi teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

3.1.5 Pristroje a pomicky

» autoklav, horkovzdusny sterilizator, biologicky termostat, vodni lazen, chladnicka,
vortex, predvazky, analytické vahy, plynovy kahan

» Sterilni Petriho misky, zkumavky, Erlenmayerovy barnky, odmérné valce, Spicky,
bakteriologické klicky, gumoveé zatky, kadinky a dale tmava podloZzka, stojanky na

zkumavky, mikropipety, pinzety a niZky a McFarlandova z&kalova stupnice
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3.2 Pracovni postup

3.2.1 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace betadinu a tea tree oilu
zkumavkovou diluéni metodou

Priprava zasobniho roztoku betadinu:

Betadin jsme zakoupili jako 10% roztok a ve studii jsme ho déale fedili dvojkovou fadou
MHB nebo MPB.

Priprava zasobniho roztoku tea tree oilu:

Tea tree oil jsme zakoupili jako 100% roztok a pro Gcely testovani jsme ho 23 krat naredéli
MHB na 4,3% roztok. Ve studii jsme ho dale fedili MHB dvojkovou fadou.

Priprava inokula:

Z 24 hod bakter. kultury narostlé na KA jsme ptipravili suspenzi ve fyziologickém roztoku
o hustotd 0,5 stupei McFarlandovy stupnice, coZ odpovida poctu 1,5.10° bakterialnich
bunék (bb.) v 1 ml. Poté jsme suspenzi naredili MHB nebo MPB v poméru 1:20 (vysledna
koncentrace 7,5.10° bb/ml).

Pii pouzivani inokula s poloviéni koncentraci bb. jsme ptipravené inokulum fedili bujonem

aZ na vyslednou koncentraci 7,5.10% bb/ml.

Postup 7edéni a inkubace:

Do 8 sterilnich zkumavek jsme napipetovali po 1 ml bujénu. Do 1. zkumavky s1 ml
bujonu jsme piidali 1 ml z&sobniho roztoku testované latky a obsah zkumavky jsme déle
fedili dvojkovou fadou az do zkumavky ¢. 7. Osma zkumavka slouZila jako kontrola. Poté
jsme do kazdé zkumavky vcetné kontroly napipetovali po 100 pl inokula. Nasledovala 24
az 48 hod inkubace pii 37 °C.

Hodnoceni:

Prvni hodnoceni jsme provadéli po 24 hod. Rast bakteridlniho kmene se projevil zakalenim
obsahu zkumavky nebo vytvorenim sedimentu. Pro kontrolu jsme obsahy zkumavek bez
viditelného rastu vyockovali na KA vcetné obsahu prvni zkumavky, v niz jsme zjistovali
zakal ¢i sediment z diavodu kontroly cistoty inokula. Naockovana agar. média jsme

inkubovali pii 37 °C 24 aZ 48 hod a vyhodnotili narast bakter. kmene.
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3.2.2 Stanoveni G¢inné koncentrace praskove formy HCMC a HCMC
v kombinaci s betadinem suspenzni metodou

Priprava inokula:

Postup ptipravy inokula byl totoZzny jako pti zjiStovani minimalni inhibi¢ni koncentrace

betadinu a tea tree oilu zkumavkovou metodou.

Postup 7edéni a inkubace:

Do sterilni zkumavky jsme navazili 0,25 g HCMC a zalili 4,5 ml MHB. Pii testovani
kombinace jsme do zkumavky s HCMC pridali navic 125 pl betadinu (odpovida 0,25%
roztoku betadinu). Poté jsme piidali 0,5 ml inokula a zkumavku s obsahem jsme
inkubovali pti 37 °C. Po 3, 6 a 24 hod inkubaci jsme vyockovali 100 ul obsahu zkumavky
vzdy na dva MHA a sterilni hokejkou jsme inokulum rozprostieli po celé ploSe agarového

média. Naockovana agarova média jsme inkubovali 24 hod pii 37 °C.

Hodnoceni:
Po uvedené dob¢ inkubace jsme vizualn¢ zhodnotili pocet kolonii na obou miskéch a poté

vypocitali pramér.

3.2.3 Stanoveni G¢innosti vzorka karmeldzy obsahujicich rizny pomér
CMC a médi suspenzni metodou

Priprava inokula:

Postup pripravy inokula byl totoZny jako pii stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

betadinu a tea tree oilu zkumavkovou metodou.

Postup 7edéni a inkubace:

Vzorky o razné hmotnosti a s riznym obsahem G¢inné latky byly dodany v igelitovych
obalech. Obsah obalu jsme po zvazeni pienesli do sterilni zkumavky s1 ml MHB a
rozpustény vzorek jsme dale naredéli MHB 1:2, 1:5 a 1:10. Do vSech fedéni jsme pridali
100 pl inokula. Poté jsme z kazdeho tedéni pienesli 100 ul vzdy na 2 KA a tento objem
jsme sterilni hokejkou rozetteli po celé ploSe agar. média. Vyoc¢kovani jsme provedli ihned
po naiedéni a dale po 6 a 24 hod inkubaci pii 37 °C. Naockovand agar. media jsme
inkubovali pii 37 °C 24 hod.
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Hodnoceni:

Po uvedené dob¢ inkubace jsme vizualn¢ zhodnotili pocet kolonii na obou miskéch a poté

vypocitali pramér.

3.2.4 Stanoveni u¢innosti textilnich forem HCel ZnT, HCel HT,
Traumacelu, OKCel HL, HCel CuT a HCel HT s obsahem betadinu
difuzni metodou

Priprava inokula:

Postup pripravy inokula byl totoZny jako pii stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

betadinu a tea tree oilu zkumavkovou metodou.

Postup a inkubace:

Na povrch dvou MHA jsme rozprostieli 100 pl inokula. Poté jsme doprostied obou misek
prilozili ctverec testovane textilie o rozmérech 2 x 2 cm. Média s textiliemi jsme
inkubovali 24 hod pti 37 °C.

Hodnoceni:

Po uvedené dob¢ inkubace jsme zmgtili zény inhibice na obou miskach a poté vypogitali
pramér. Kontrolu baktericidniho U¢inku jsme provadéli odstranénim textilie z povrchu
média jedné ze dvou misek, kdy jsme hodnotili, zda v zon¢ inhibice nedoSlo k narastu

bakteridlniho kmene po nasledné inkubaci pti laboratorni teploté.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Betadin

v v s

v MHB a v MPB s kmeny S. aureus, Ps. aeruginosa a K. pneumonie rezistentnich na ATB.

Dosazené vysledky jsme uvedli v tabulkéach IV, V, VI, a VII.

Tab.1V: Vysledky Gcinnosti riznych koncentraci betadinu zjiStené zkumavkovou diluchi
metodou v Miiller-Hinton bujénu v riznych ¢asovych intervalech (hustota inokula 7,5.10°

bb/ml)
¢. zkumavky
1| 2 3. | 4 5. | e | 7
] obsah betadinu - %
kmen inkubace
5% | 25% | 1,25% | 0625% | 031% | 0156% | 0078%
obsah betadinu - mg/ml

50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78

3 hod 0 0 0 0 X XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

P12 24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

P2 24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

K4 24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XX XXX

6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

Kl 24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

3 hod 0 0 0 X XXX XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

>0 24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

51 24 hod 0 0 0 0 XX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX
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Vysv.: S - Staphylococcus aureus, P - Pseudomonas aeruginosa, K - Klebsiella
pneumoniae, intenzita rastu: x — slaba, xx — stiedni, xxx — silng, 0- Zadny narust

Tab.V: Vysledky uUcinnosti riznych koncentraci betadinu zjistené zkumavkovou dilucni
metodou v Miiller-Hinton bujénu v riznych ¢asovych intervalech (hustota inokula 7,5.10°
bb/ml)

¢. zkumavky
L] 2 | 3 | a4 | s | & | 1
) obsah betadinu - %
kmen inkubace
5% | 25% | 1,25% | 0,625% | 031% | 0156% | 0,078%
obsah betadinu - mg/ml

50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78

3 hod 0 0 0 0 XX XX XXX

P19 6 hod 0 0 0 0 X XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 X X XXX

- 6 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

Ka 6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XX XXX

K1 6 hod 0 0 0 X XXX XX XXX
24 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 X XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

6 6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

st 6 hod 0 0 0 0 XX XX XXX
24 hod 0 0 0 0 0 XXX

48 hod 0 0 0 0 0 0 XXX

Vysv.: S - Staphylococcus aureus, P - Pseudomonas aeruginosa, K - Klebsiella
pneumoniae, intenzita rastu: x — slaba, xx — stiedni, xxx — silng, 0- Zadny narust
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Tab. VI: Vysledky Ucinnosti rizznych koncentraci betadinu zjistené zkumavkovou dilucni
metodou v masopentonovém bujonu Vv ruznych casovych intervalech (hustota inokula
7,5.10° bb/ml)

¢. zkumavky
L] o2 | 3 | 4 | s | & | 1
] obsah betadinu - %
kmen inkubace
50 | 25% | 1,25% | 0625% | 031% | 0156% | 0078%
obsah betadinu - mg/g

50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78

3 hod 0 0 0 X X XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

Pl2 24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

P2 24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 XX XX XXX XXX

6 hod 0 0 0 X XXX XXX XXX

K4 24 hod 0 0 0 XXX XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 XX XX XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

Kl 24 hod 0 0 0 0 0 XX XXX
48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

> 24 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

3 hod 0 0 0 XX XXX XXX XXX

6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

51 24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

Vysv.: S - Staphylococcus aureus, P - Pseudomonas aeruginosa, K - Klebsiella
pneumoniae, intenzita rastu: x — slaba, xx — stiedni, xxx — silng, 0- Zadny narust
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Tab. VII: Vysledky Gc¢innosti rizznych koncentraci betadinu zjistené zkumavkovou diluchi
metodou v masopeptonovem bujonu v raznych casovych intervalech (hustota inokula
7,5.10° bb/ml)

¢. zkumavky
L] o2 | 3 | 4 | s | & | 1
] obsah betadinu - %
kmen inkubace
50% | 25% | 1,25% | 0625% | 031% | 0156% | 0078%
obsah betadinu - mg/ml

50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78

3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

P12 6 hod 0 0 0 0 X XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

- 6 hod 0 0 0 0 X XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 X XXX XXX

Ka 6 hod 0 0 0 0 X XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 X XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

K1 6 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

S6 6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX

o1 6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX

Vysv.: S - Staphylococcus aureus, P - Pseudomonas aeruginosa, K - Klebsiella
pneumoniae, intenzita rastu: x — slaba, xx — stiedni, xxx — silng, 0- Zadny narust
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Z vysledku je patrné, Ze rast vSech kmend S. aureus, K. pneumonie i Ps. aeruginosa o
hustot& inokula 7,5.10° bb/ml byl inhibovan jiz po 3 hod koncentraci betadinu 12,5 mg/ml
jak v MHB, tak v MPB. Betadin v koncentraci 6,25 mg/ml nebyl na nékteré kmeny zcela
ucinny po 3 hodinové expozici, coZ jsme zjistili pii vyockovani bujont na KA. Z bujonu

vyockovanych po 24 a 48 hod jsme rust neprokéazali.

Jak bylo uvedeno, antibakterialni G¢inky betadinu jsme testovali ve dvou tekutych médiich
odlisného sloZeni. Davodem bylo ovéieni, zda odbarvovani betadinu v MHB ma vliv na
jeho antibakterialni G¢innost. Druhym mediem byl MPB, v némZ rovnéZ dochézelo
k odbarvovani, i kdyz pomaleji ve srovnani s MHB. JelikoZz nedo$lo k ovlivnéni
antibakterialni aktivity betadinu v obou bujonech, vysvétlujeme si proces odbarvovani

vlivem jejich odlisného sloZeni (kasein v MHB) a svétla.

Pii ovérovani G¢inkt betadinu jsme pouZili inokula sraznou koncentraci bb. Testy
s neobvyklou polovi¢ni koncentraci jsme zvolili z davodt simulovani podminek ve

skutecne rané, kde nemusi byt bakterialni kontaminace vZdy tak vysoka.

Vysledky citlivosti kmenu S. aureus, K. pneumonie a Ps. aeruginosa o hustoté inokula
7,5.10° bb/ml byly v jednotlivych bujonech odli$né. V MHB byl rist kmena P12, K1 a S6
do 48hod potlac¢en koncentraci betadinu 6,25 mg/ml a kmeny P2, K4 a S1 koncentraci
3,125 mg/ml. V MPB jsme zaznamenali inhibici kment P12, P2, K4 a K1 koncentraci 6,25

mg/ml a kmenu S6 a S1 koncentraci 3,125 mg/ml.

NaSe vysledky se neshoduji s udaji Hedberga a Millera [1969], kteti uvadgji, Ze na Ps.

aeruginosa je dostacujici betadin v koncentraci 0,1 %.

Zeelie a McCarthy [1998] zjistovali MICsg0 betadinu (minimalni koncentrace betadinu,
ktera zabiji mikroorganismus po 40 min, ne vSak po 30 min inkubace). Zjistili, Ze MIC3040
betadinu pro Ps. aeruginosa je 3,484 % a pro S. aureus 5,032 %. Uvedené vysledky

nemuazeme srovnavat, nebot’ jsme MICgzp/40 Nezjistovali u Zadného bakteridlnino kmene.

Ferguson a kol. [2003] zjistovali, zda je lepSi pro predoperacni dezinfekci pti operaci
Sedého zékalu pouZivat 5% nebo 1% roztok betadinu. | pies existenci dtikazu, Ze in vitro
ma betadin vétsi baktericidni efekt v nizSich koncentracich, prokazali, Ze in vivo pro
snizovani poc¢tu bakterii ve spojivkovém vaku ¢lovéka je efektivnéjSi vyuZivat betadin

koncentrovanéjsi, tedy 5%.
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4.2 Tea tree oil

Nejnizsi G¢inné koncentrace tea tree oilu jsme zjistovali zkumavkovou dilu¢ni metodou
vMHB s kmeny S. aureus, Ps. aeruginosa a K. pneumonie rezistentnich na ATB.
Dosazené vysledky jsme uvedli v tabulkach VIII a IX.

Tab.VIII: Vysledky Gc¢innosti riznych koncentraci tea tree oilu zjistéené zkumavkovou
dilucni metodou v Miller-Hinton bujonu v riznych casovych intervalech (hustota inokula
7,5.10° bb/ml)

¢. zkumavky
1 2 3. | 4 | s | 8 | 7
. obsah tea tree oilu - %
kmen | inkubace
215% | 1075% | 054% | 027% | 013% | 007% | 0,03%
obsah tea tree oilu - pg/ml

19 200 9600 4800 2400 1200 600 300

3 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

P12 6 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
24 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

48 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

3 hod Xx XX XXX XXX XXX XXX XXX

po 6 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
24 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

48 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 0 0 XXX

Ka 6 hod 0 0 0 0 0 0 XXX
24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 0 0 XX XXX

K1 6 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
24 hod 0 0 0 X XXX XXX XXX

48 hod 0 0 0 XXX XXX XXX XXX

3 hod 0 0 X XX XXX XXX XXX

s6 6 hod 0 X X XX XX XXX XXX
24 hod 0 0 0 XXX XXX XXX XXX

48 hod 0 XX XXX XXX XXX XXX XXX

3 hod 0 0 0 X XX XXX XXX

s1 6 hod 0 0 0 0 X XX XXX
24 hod 0 0 0 XX XX XXX XXX

48 hod 0 0 0 XXX XXX XXX XXX

Vysv.: S - Staphylococcus aureus, P - Pseudomonas aeruginosa, K - Klebsiella
pneumoniae, intenzita rastu: x — slaba, xx — stiedni, xxx — silng, 0- Zadny narust
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Tab.IX: Vysledky G¢innosti rizznych koncentraci tea tree oilu zjistené zkumavkovou dilucni
metodou v Miller-Hinton bujénu v riznych casovych intervalech (hustota inokula 7,5.10°

bb/ml)
¢. zkumavky
L 2 3. | 4 | s | e | 7
. obsah tea tree oilu - %
kmen | inkubace
215% | 1,075% | 054% | 027% | 013% | 0,07% | 003%
obsah tea tree oilu - pg/ml

19 200 9600 4800 2400 1200 600 300
3 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
P12 6 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
24 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
48 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
3 hod Xx XX XXX XXX XXX XXX XXX
- 6 hod XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
24 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
48 hod XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
3 hod 0 0 0 0 0 XX XXX
Ka 6 hod 0 0 0 0 XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 X XXX XXX
48 hod 0 0 0 XXX XXX XXX XXX
3 hod 0 0 0 0 0 0 XXX
K1 6 hod 0 0 0 0 0 0 XXX
24 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
48 hod 0 0 0 0 0 XXX XXX
3 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX
6 6 hod 0 0 0 0 XX XXX XXX
24 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX
48 hod 0 0 XXX XXX XXX XXX XXX
3 hod 0 0 0 X X X XXX

s1 6 hod 0 0 0 0 X X X

24 hod 0 0 0 0 XX X X
48 hod 0 0 0 0 XXX XXX XXX

Vysv.: S - Staphylococcus aureus, P - Pseudomonas aeruginosa, K - Klebsiella

pneumoniae, intenzita rastu: x — slabd, xx — stiedni, xxx — silng, 0- Zadny narust
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K ovéfeni ucinka tea tree oilu jsme pouzili kmeny S. aureus, K. pneumoniae a Ps.
aeruginosa rezistentni na antibiotika ve dvou koncentracich inokula stejné jako v pokusech

s betadinem z obdobnych duvoda.

Udaje uvedené v tabulce dokumentuji, Ze testované koncentraéni rozmezi tea tree oilu
(300-19200 pg/ml) bylo nedG¢inné na vSechny kmeny Ps. aeruginosa v obou koncentracich
bb. vinokulu. Tea tree oil jako dezinfekeni prostiedek neni vhodny pro kmeny Ps.

aeruginosa v téchto koncentracich.

MIC tea tree oilu pro kmeny S. aureus a K. pneumoniae o hustot& inokula 7,5.10° bb/ml
byly rozdilné. Kmeny K. pneumoniae byly inhibovany koncentraci v rozmezi 2400-4800
pg/ml. MIC kmenu S. aureus se pohybovala v rozmezi 4800-19200 pg/ml.

Rozdily v hodnotach MIC jsme zaznamenali i v pokusech s polovi¢ni koncentraci bb.
v inokulu. MIC pro kmeny K. pneumoniae byly 1200-4800 pg/ml. Kmeny S. aureus byly
devitalizovany v koncentracich 2400-9600 pg/ml. Tato zjiSténi potvrzuji korelaci mnozstvi
mikroba k G¢innosti antibakteridlnich latek (koncentrace dezinfekéniho roztoku ¢i
mnoZstvi ATB).

MIC a MBC tea tree oilu pro kmeny E. coli a S. aureus zjistovali Cox a kol. [1999]. Autofi
prokazali, Zze MIC odpovidala 0,25% a MBC 0,5% koncentraci uc¢inné latky. Jejich
vysledky vSak nemaZeme porovnavat s naSimi, nebot autoti pouZivali inokulum o hustoté
10° bb/ml.

Hada T. a kol. [2001] testovali antibakteridlni efekt tea tree oilu na 14 meticilin citlivych
(MSSA) a 20 meticilin rezistentnich (MRSA) kmenech S. aureus mikrodilu¢ni metodou.
Zadny z MSSA ani MRSA kmena S. aureus nebyl inhibovan koncentraci tea tree oilu do

40 pg/ml.
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4.3 Materiély na bazi OC a CMC

4.3.1 HCMC v praskové formé a HCMC v préaskové formé v kombinaci s
betadinem

Antibakterialni ucinky HCMC a HCMC v kombinaci s betadinem na kmeny Ps.
aeruginosa, S. aureus a K. pneumoniae ziskané suspenzni metodou jsme uvedli v tabulkach
Xa XI.

Tab.X: Vysledky Gcinnosti kyselé karboxymethylcelulézy v praskové formeé zjistene
suspenzni metodou v riznych casovych intervalech (hustota inokula 7,5.10° bb/ml)

CPM/1ml
kmen doba inkubace - hod

3 6 24
P1 1.10° 0 0
P2 1,9.10° 0 0
P3 2.10° 0 0
P4 0 0 0
P5 3.10° 0 0
S4 2,672.10° | 8,9.10° 0
S5 1,146.10° 0 0
S6 necit. 8,1.10° 0
S7 6,32.10* | 1,13.10* 0
S8 N 1,62.10* 0
K1 necit. 6,8.10° | necit.
K2 necit. 7.10° | necit.
K4 necit. 3,7.10° 0
K6 necit. 1.10° 0
K7 necit. 3,9.10° | neit.

Vysv..P — Pseudomonas aeruginosa, S - Staphylococcus aureus, K - Klebsiella
pneumoniae, CPM - celkovy pocet mikrobu, 0 — Zadny narust, necit. - necitatelné, N —
nehodnoceno

Z vysledku uvedenych v tabulce je patrné, Ze rast vSech kmena Ps. aeruginosa a S. aureus
byl HCMC v praskové formé inhibovan do 24 hod. Z kment K. pneuminiae byly do 24
hod inhibovany pouze kmeny K4 a K6. Nejlepsi vysledky HCMC v présSkové forme jsme
zaznamenali na kmeny Ps. aeruginosa, jejichz rast byl potlacen jiz po 6 hod inkubace.
Nase vysledky potvrzuji, Ze HCMC ma antimikrobialni G¢inky a jeji pouZziti k oSetieni ran

je vhodné.
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Tab.XI: Vysledky Gcinnosti kyselé karboxymethylcelulozy v praskové forme v kombinaci
s betadinem(0,25% roztok betadinu) zjiStené suspenzni metodou v riznych casovych
intervalech (hustota inokula 7,5.10° bb/ml)

CPM/1ml
kmen doba inkubace — hod
24

P1
P2
P3
P4
P5
S4
S5
S6
S7
S8
K1l
K2
K4
K6
K7 0
Vysv..P — Pseudomonas aeruginosa, S - Staphylococcus aureus, K - Klebsiella
pneumoniae, CMP — celkovy pocet mikrobt, 0 — Zadny narast, N — nehodnoceno

OO0 0|0|0O|I0|0|O|0O|0O|0O|0|lO|O®

OO0 |0o|Z|0o|0o|Z|0o|0o|o|o|o|Oo|o|w
OO0 |0O|Z|0|o|0o|0o|o|o|o|jo|o|o

Ziskané vysledky dokumentuji velmi dobrou ucinnost HCMC v praskové formée
v kombinaci s betadinem, kterd inhibovala vSechny kmeny jiz po 3 hod inkubace.
Z vysledku uvedenych v tabulkdch IV a VI je ziejmé, Ze betadin ve smési s HCMC mé
synergické U¢inky, nebot samotny betadin ani v koncentraci 0,31 % dostate¢né

neinhiboval rist kment Ps.aeruginosa, S. aureus ani K. pneumoniae.
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4.3.2 Hcel HT a Hcel HT s betadinem v textilni formé

Velikosti inhibi¢nich zon v okoli vzorkd Hcel HT a Hcel HT s betadinem ziskané difazni
metodou jsme uvedli v tabulce XII.

Tab.XIl: Inhibi¢ni zony namérené u modifikované celuldzy v textilni forme (Hcel HT) a u
modifikované celuldzy v textilni formé s betadinem zjistené difuzni metodou (hustota
inokula 7,5.10° bb/ml)

Hcel HT s
kmen Hcel HT betadinem
velikost inhibiéni zony - mm
P1 2 5
P2 2 5
P4 2 4
P11 2 4
P12 2 5
S1 2 6
S3 15 8
S4 0 7
S6 1 12
S7 1 9
S8 2 9
K1 0 4
K2 0 5
K4 0 4
K6 0 3
K7 0 5
K8 1 4

Vysv.: P — Pseudomonas aeruginosa, S — Staphylococcus aureus, K — Klebsiella
pneumoniae

Uvedené hodnoty inhibi¢nich zén potvrzuji, Ze Hcel HT bez betadinu nejlépe inhibovala

rast kmenu Ps. aeruginosa.

Hcel HT sobsahem betadinu potlacovala rast v8ech kment, z nichZz nejlépe kmeny S.

aureus. Zjisténé vysledky opét potvrzuji potencujici inhibi¢ni G¢inky obsazeného betadinu.

U kmenia S6 a S7 a u vSech kmend K. pneumoniae jsme v okoli textilie Hcel HT
s obsahem betadinu zaznamenali vedle klasické inhibi¢ni zony jesté dalSi ,.caste¢nou
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inhibi¢ni zonu“ s narustem ojedinélych kolonii. U kmeni K. pneumoniae K2 a K6 jsme v
,,castecné zoné inhibice” pozorovali 2 typy kolonii odlisné velikosti (viz ptiloha 1). Po
vyockovani obou typa kolonii na KA byla velikost i morfologie shodna. U obou typu
kolonii jsme opakované testovali antibakterialni aktivitu, pticemz vysledky byly s malymi

odchylkami identické.

JelikoZ ,¢aste¢na inhibi¢ni zona* byla patrna u vSech kmend K. pneumoniae, domnivali
jsme se, Ze se jedna o pocinajici rezistenci k betadinu. Vysledky ziskanymi opakovanym

vySetienim suspektnich klona se naSe domnénka nepotvrdila.

4.3.3 Hcel ZnT s 1,5%, 2,5% a 5% obsahem zinku a Hcel CuT s 1,22%
obsahem médi v textilni formé
Hodnoty inhibi¢nich zon Heel ZnT s 1,5%, 2,5% a 5% obsahem zinku a Hcel CuT s 1,22%

obsahem médi ziskané difuzni metodou jsme zaznamenali v tabulce XIII.

Tab. XII: Inhibi¢ni zony namerené u modifikované celuldzy (Hcel ZnT) s 1,5%, 2,5% a 5%
obsahem zinku a u modifikované celulozy (Hcel CuT) s1,22% obsahem meédi v textilni
formé zjistené difuzni metodou (hustota inokula 7,5.10° bb/ml)

Hcel ZnT Hcel CuT
kmen obsah zinku - % obsah médi - %
15 | 25 | 5 1,22
z6na inhibice - mm
P1 15 2,25 4,5 3
p2 2,5 3 5 1,75
P4 2,5 15 2,5 3
P11 2 2,5 4 3,25
P12 15 15 8 3
S1 1 4 N 2,75
S3 15 4 N 2,5
S4 1 3,5 9 3,5
S6 1 15 7 2
S7 2 5 10 2
S8 2 3,5 10 1,75
K1 15 2 55 2
K2 1 15 5 2
K4 0,75 15 5 0
K6 1 15 10 0,5
K7 1 0,5 7 0,5
K8 15 2 N 2

Vysv.: P — Pseudomonas aeruginosa, S — Staphylococcus aureus, K — Klebsiella
pneumoniae, N - nehodnoceno
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Z praméra hodnot naméienych zon je ziejmy antimikrobidlni efekt kyselé celulozy ve
vztahu s mnoZstvim zinku. VSechny testované vzorky se zinkem vykazovaly nejvétsi

uc¢innost na kmeny S. aureus (viz ptiloha 2).

Z hodnot uvedenych v tabulce je ziejmé, Ze vzorek s médi nejlépe inhiboval rist kmena

Ps. aeruginosa (viz ptiloha 3).

Na zéklade naSich vysledka maZzeme konstatovat, Ze pritomnost méd’natych a zine¢natych

iontt zvySovala antibakteridlni G¢inky modifikované celul6zy.

Vytiasova a kol., [2008] overovali antimikrobialni u¢inky oxidované celuldzy a jejich soli
v textilni forme. Testovali OKCEL Zn-T (s 2,92% obsahem zinku) dilu¢ni metodou.

Autofi uvadeji, Ze testovany material byl nejacinngjsi na kmeny Ps. aeruginosa a S.

epidermidis. Uvedené poznatky se shoduji s nasimi, i kdyZ jsou ziskané jinou metodou.
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4.3.4 Traumacel a Okcel HL

Velikosti inhibi¢nich zén naméfené u vzorkd Traumacel a Okcel HL ziskané diflzni

metodou jsme uvedli v tabulce XIV.

Tab. XIV: Inhibi¢ni zony nameérené u vzorki: oxidované celulozy Traumacel v textilni forme
a Okcel HL v lintrované formé zjistené diftzni metodou (hustota inokula 7,5.10° bb/ml)

Traumacel | Okcel HL
kmen z6na inhibice - mm
P1
P2
P3
P4
P5
P11
P12
S1
S3
S4
S5
S6
S7
S8
K1l
K2
K4
K6
K7
K8
Vysv.: P — Pseudomonas aeruginosa, S — Staphyloccocus aureus, K — Klebsiella
pneumoniae, N - nehodnoceno
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Z vysledku je patrné, Ze Traumacel i Okcel HL vykazovaly inhibi¢ni G¢inky zejména na

kmeny S. aureus.

Pii testovani u¢inka Okcel HL jsme u kmeni K. pneumoniae nezjistili Zadné zény inhibice

(viz ptiloha 4).

Traumacel ve formé obvazu v porovnani svyrobkem Okcel HL v lintrované formée

vykazoval veétSi antimikrobidlni efekt. Testovani jeho antimikrobialni aktivity bylo
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problematické vzhledem ke zménam tvarta pripraveného vzorku po piiloZeni na povrch

agarovych médii (viz ptiloha 5).

4.3.5 Karmel6za obsahujici riazny pomér CMC a médi

Antibakterialni G¢inky vzorka karmel6z obsahujicich razny pomér CMC a médi ziskané

suspenzni metodou jsme uvedli v tabulce XV.

Tab.XV: Vysledky Gcinnosti vzorki: karmel6z s rizznym pomerem karboxymethylceluldzy a
médi zjistené suspenzni metodou v riznych ¢asovych intervalech (hustota inokula 7,5.10°
bb/ml)

karmel6za 2 % CMC karmel6za 3 % CMC karmeléza 3,5 % CMC
obsah médi - % obsah médi - % obsah médi - %
kmen | iNkubace [ 0,065 | 013 | 032 009 | 019 | 046 | 008 | 017 | 042
- hod obsah médi - mg/ml obsah mé&di - mg/ml obsah mé&di - mg/ml
0646 | 1292 | 323 [ 0935 | 187 | 4675 | 0836 | 1672 | 4,182
CPM/ml CPM/ml CPM/ml
0 necit. | negit. | 3,12.10° | negit. | negit. 1 necit. | necit. |6,32.10°
P12 6 nedit. necit. 0 necit. 1 0 necit. necit. 0
24 necit. | negit. | 0,8.10° | negit. | negit. 0 necit. | necit. |2,64.10°
0 necit. necit. necit. necit. necit. necit. necit. necit. necit.
S6 6 necit. necit. 0 necit. 0 0 necit. necit. 0
24 nedit. | negit. 0 necit. 0 0 necit. | necgit. |0,23.10°
Vysv.: P - Pseudomonas aeruginosa, S - Staphylococcus aureus, CMC -

karboxymethylcelul6za, CPM - celkovy pocet mikrobi, necit. - necitatelné

Zjistili jsme, Ze do 24 hod zcela inhibovala rast kmene S. aureus karmel6za obsahujici 2 %
CMC a 0,32 % (3,23 mg/ml) medi, stejné tak i karmeléza obsahujici 3 % CMC a 0,19 %
(1,87 mg/ml) medi.

Kmen Ps. aeruginosa byl jiz po 6 hod inkubace inhibovan viemi vzorky karmeldzy, ale po
24 hod inkubace doslo opét k nartstu kolonii s vyjimkou vzorku obsahujiciho 3 % CMC a
0,46 % (4,675 mg/ml) medi.

Vv s

Z vysledku uvedenych v tabulce je ziejmé, Ze nejucinngjsi byla karmel6za se 3 % CMC a
0,19 % (1,87 mg/ml) médi. Z toho vyplyva, Ze karmel6za s menSim obsahem médi a
vétSim obsahem CMC muze byt ucinngjsi, neZz karmeldza s vétSim obsahem meédi a
menSim obsahem CMC. Uvedené hodnoty svéd¢i o tom, Ze inhibi¢ni Gg¢inky byly

ovlivnény nejen obsahem medi, ale také mnozstvim CMC ve vzorku.
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NaSe vysledky jsou vrozporu s Zeelie a McCarthy [1998], kteti uvadgeji baktericidni
koncentraci Cu®* iontti na kmeny Ps. aeruginosa 0,036 mg/ml a na kmeny S. aureus je
0,008 mg/ml.
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5. ZAVER

Overovali jsme antibakterialni u¢inky biokompatibilnich materiala na bazi modifikované
celuldzy v textilni, lintrované a praskove form¢. Déle jsme zjiStovali nejnizsi Gcinné
koncentrace betadinu a tea tree oilu. Antibakterialni ucinky uvedenych latek jsme testovali

mikrooraganismy Ps. aeruginosa, S. aureus a K. pneumoniae. Kmeny vykultivované

z raznych Kklinickych materiali byly rezistentni na antibiotika.

Nejnizsi ucinnou koncentraci betadinu jsme zjistovali zkumavkovou diluéni metodou v
MHB a MPB. MIC pfi hustot& inokula 7,5.10° bb/ml byla v obou mediich pro vechny
kmeny Ps. aeruginosa, S. aureus i K. pneumoniae 12,5 mg/ml. MIC betadinu pii hustoté
inokula 7,5.10° bb/ml byly v jednotlivych bujénech odli$né. Jejich hodnoty se pohybovaly
od 3,125 do 6,25 mg/ml.

Pii testovani tea tree oilu jsme pouzivali obdobné koncentrace inokula jako u betadinu.
Zvolené koncentraéni rozmezi 300 — 19200 ug/ml bylo neG¢inné na viechny kmeny Ps.
aeruginosa v obou koncentracich inokula pouZitych ve studii. MIC tea tree oilu pro kmeny
K. pneumoniae o hustot& inokula 7,5.10° bb/ml se pohybovala v rozmezi 2400-4800 pg/ml
a pro kmeny S. aureus byla 4800-19200 ug/ml. Pro kmeny K. pneumoniae 0 hustoté
inokula 7,5.10° bb/ml byla hodnota MIC 1200-4800 pg/ml a pro kmeny S. aureus se
pohybovala v rozmezi 2400-9600 pg/ml. Vysledky potvrzuji korelaci mezi koncentraci

mikroorganismu a antibakterialnich latek.

HCMC v praSkove form¢ inhibovala rast vSech kmena Ps. aeruginosa i S. aureus
v koncentraci 0,06 g/ml. Z5 kmena K. pneumoniae byly do 24 hod inhibovany pouze 2
kmeny. Dobré inhibi¢ni G¢inky jsme zaznamenali u HCMC v praskové formé v kombinaci
s 0,25% roztokem betadinu. Tato smés potlac¢ila rast vdech kmena jiz po 3 hod inkubace.
Vysledky dokumentuji synergické u¢inky HCMC a betadinu, nebot” samotny betadin

dostateé¢né neinhiboval rust kmenu ani v koncentraci 0,31 %.

Vysledky Hcel HT v textilni formé zjisténé difGznim testem prokazaly nejlepsi G¢inky na
Ps. aeruinosa. Hcel HT v textilni formé s betadinem byla G¢innd na vSechny kmeny,

zejména na kmeny S. aureus.
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Difazni metodou jsme prokézali, Ze Hcel ZnT s1,5 %, 2,5 % a 5 % zinku nejlépe

ucinkovala na kmeny S. aureus a Hcel CuT s 1,22 % medi na kmeny Ps. aeruginosa.

U Traumacelu a Okcelu HL jsme difuznim testem zjistili nejlepsi u¢inky na kmeny S.

aureus, pricemz Traumacel byl ve srovnani s Okcel HL efektivnéjsi.

Vysledky suspenzni metody potvrdily, Ze kmen S. aureus byl do 24 hod inhibovén
karmelézou obsahujici 2 % CMC a 0,32 % médi i karmelézou s 3 % CMC a 0,19 % médi.
Rust kmene Ps. aeruginosa byl do 24 hod inhibovan vzorkem karmelozy s 3 % CMC a
0,46 % medi.
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PRILOHY

Priloha 1: Hcel HT s obsahem betadinu — 2 odlisné typy kolonii v ,,castecné zéne
inhibice**, kmen K2

Priloha 2: Hcel ZnT s 5% obsahem zinku, kmen S8




Priloha 3: Hcel CuT s 1,22% obsahem medi, kmen P4

Priloha 4: Okcel HL v lintrované forme, kmeny K7, K8
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Priloha 5: Traumacel, kmen P2
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