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ANOTACE

Prace se zabyva testovanim antimikrobiadlniho ucinku nejcastéji pouzivanych
antiseptik. V prvni Casti je popsan pfirozeny zpusob hojeni ran a faktory komplikujici tento
proces. Jsou zde popsana a charakterizovana jednotliva antiseptika, kterd se bézné pouzivaji
pii 1écbé chronickych ran. V druhé ¢asti byla testovana ucinnost antiseptik pomoci kontaktni
inhibice, diluéni metodou (MO7EdI1E Methods Dilution Antimicrob) a stanovenim

antisepticke citlivosti bakterialnich biofilmu a nasledné vyhodnocen jejich efekt.

KLIiCOVA SLOVA

Chronickd rana, mikroorganismus, biofilm, 1écba chronické rany, antiseptika, (kontaktni

inhibice, dilu¢ni metoda, stanoveni antiseptické susceptibility bakterialnich biofilma)

TITLE

Antimicrobial effectiveness of selected antiseptics used in the treatment of chronic wounds

ANNOTATION

The work deals with testing of antimicrobial effect of the most commonly used
antiseptics. The first part describes the natural way of wound healing and the factors that
complicate this process. Individual antiseptics that are commonly used in the treatment of
chronic wounds are described and characterized. In the second part the effectiveness of
antiseptics was tested by contact inhibition, dilution method
(MO7Ed11E Methods Dilution Antimicrob) and determination of the antiseptic sensitivity

of bacterial biofilms and then their effect was evaluated.

KEYWORDS

Chronic wound, microorganism, biofilm, treatment of chronic wound, antiseptics, (contact

inhibition, dilution method, determination of antiseptic susceptibility of bacterial biofilms)
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UvVoD

Chronické rany patfi mezi nejzavazngjsi poruchy kaze, které postihuji miliony lidi po
celém svéte. Chronické rany mohou vznikat prechodem akutni rany do chronicity v disledku
infekce nebo piidruzeného onemocnéni, venozni nebo arteridlni nedostateCnosti, imobilizaci
pacienta nebo diabetes mellitus. Doba hojeni je velice zdlouhava a naro¢na, jelikoz muze byt

zasazeno kromé kuze i podkozi , Slachy, vazy, nervy a kosti.

Hojeni chronickych ran je zpomaleno kolonizaci celé fady mikroorganismu. Bakterie
se do rany dostavaji jednak z vnéjsiho prostiedi, okolni kiize 1 z vnitiniho prostedi pacienta.
Mezi nejCastejsi patogeny chronickych ran patti Staphylococcus aureus a Pseudomonas
aeruginosa, které se také podileji na tvorbe biofilmu. Biofilm bakteriim poskytuje ochranny

obal, ktery je chrani pfed uc¢inky antimikrobialnich latek.

V soucasné dobé& je péci o chronické rany vénovana velkd pozornost. Cilem 1éCby je
vytvorit optimalni prostfedi v chronické rané. DalSim dualezitym krokem je odstranéni
nekrotické tkdn€ z rany a volba vhodnych antimikrobialnich latek bud’ ve formé bandéaze, gelu
¢i roztoku. Moderni kryci antibakterialni prostfedky maji rizné materialové slozeni i ucinek,
proto je dulezité je pouzivat s ohledem na charakter rany a hladinu exsudatu. Spravny vybér
antibakterialniho kryti a spravné zhodnoceni stavu rany vede k urychleni hojeni rany a snizeni
poctu prevazi. K 1é¢bé chronickych ran se pouzivaji nejen antibiotika, ale vzhledem

k rostouci bakteridlni rezistenci, se pfedevsim k 1é¢be pouzivaji antiseptika.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 HOJENI RAN

Hojeni ran zahrnuje komplexni interakci mezi povrchovymi a dermalnimi bufikami,
mezibunéénou hmotou, fizenou angiogenezi a proteiny pochazejicimi z plazmy - vSe
koordinovano fadou cytokint a ristovych faktort. Tento dynamicky proces je klasicky, ale
pon€kud uméle, rozd€len do tii prekryvajicich se fazi - zanét, proliferace a remodelace

(Harding, Morris, a Patel 2002).
1.1.1 Faze hojeni ran

1.1.1.1 Faze zanétliva

Cilem zanétlivé reakce je ranu vycistit a vytvoftit predpoklady pro nasledujici fazi
proliferacni. Velkou tlohu sehravaji v této fazi trombocyty, které vylu€uji vyznamné cytokiny
vCetné€ rustovych faktord, jako je napt. PDGF (destickovy rustovy faktor), ktery se uplatiiyje i
v dalSich fazich hojeni, IGF-1 (inzulin-like rastovy faktor-1), EGF (epidermalni riistovy
faktor), TGF-beta (transformacni rastovy faktor), TGF — alfa, VEGF (vaskularni endotelialni
rastovy faktor) a dalsi latky podporujici zanét — histamin, serotonin, bradykinin,
prostaglandiny, tromboxan aj. Dominantnimi butikami v inicidlni fazi zan€tu jsou neutrofilni
granulocyty, které uvoliluji mediatory zanétu — cytokiny jako je TNF-alfa a IL-1, fagocytuji
bakterie a vylu€uji proteazy, které se podileji na odstranéni devitalizované tkané. Zasadni
vyznam pro hojeni rany maji v této fazi také makrofagy, které jsou chemotakticky
ptitahovany do mista rany. Makrofagy uvoliuji proteolytické enzymy, které rozvoliu;ji
poskozenou tkan, pokracuji ve fagocytarni Cinnosti, secernuji rastové faktory (b-FGF, EGF,
TGF-alfa a TGF-beta) a dalsi cytokiny, podporujici zanétlivy proces (IL-1a a IL-1b, IL-6 a
TNF —alfa) (Pospisilova 2010).

1.1.1.2 Faze proliferacni

Fibroblasty jsou klicové buriky podilejici se na produkci mezibunééné hmoty. Krome
produkce kolagenu produkuji tenascin, fibronektin a proteoglykany, jako je kyselina
hyaluronova. Produkce mezibunétné hmoty je klinicky vnimana jako tvorba granulacni tkané.
Zatimco je syntetizovana nova matrice, existujici matrice v a kolem okraje rany je
degradovana né¢kolika enzymatickymi systémy, jako jsou matricové metaloproteinazy a
aktivatory plasminogenu. Uginek téchto enzymi je regulovan tkatiovymi inhibitory, které

brani nadmérné degradaci matrice (Harding, Morris, a Patel 2002).
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1.1.1.3 Faze remodelacni

V remodelacni fazi fibroblasty proliferuji uvnitf rany a syntetizuji mezibunécnou
hmotu vytvafejici granulaéni tkan perfundovanou noveé vytvofenymi krevnimi
cévami. SouCasné je prozatimni matrice tvofend hlavné kolagenem III, fibrinem,
fibronektinem a kyselinou hyaluronovou postupné je nahrazena mezibunéénou hmotou
obsahujicim hlavng¢ kolagen I. Déle dochazi ke kontrakci rany a remodelaci matrice. Dochazi
k reorganizaci mezibunécné hmoty a zaroven k apoptdze fibroblastickych bunék, coz vede k
tvorbé jizvy, jejiz pevnost v tahu je srovnatelna s nezranénou kazi (Demidova-Rice, Hamblin,

a Herman 2012).

1.1.2 Poruchy hojeni

Léceni mize narusit mnoho faktord. Mezi mistni faktory patii pfitomnost cizich téles,
macerace tkani, ischemie a infekce. Mohou byt ptitomny dulezité systémové faktory, jako je
pokro€ily v&k, podvyziva, diabetes, onemocnéni ledvin, také zilni a cévni nedostatenost a

nadorové onemocnéni (Harding, Morris, a Patel 2002).

Krome lokalnich a systémovych faktort, které narusuji hojeni, tak i snizeni rastovych
faktort tkan€, nerovnovaha mezi proteolytickymi enzymy a jejich inhibitory a pfitomnost

senescentnich buné&k narusuje proces hojeni ran (Harding, Morris, a Patel 2002).

Nekteré spolené rysy chronickych ran zahrnuji prodlouzenou nebo nadmérnou
zanétlivou fazi, pretrvavajici infekci, tvorbu mikrobialnich biofilmi rezistentnich na léCivo a
neschopnost dermalnich nebo epidermélnich bun€k reagovat na reparativni
podnéty. Souhrnné tyto patofyziologické jevy maji za nasledek selhani hojeni chronickych ran

(Demidova-Rice, Hamblin, a Herman 2012).

1.1.3 Chronicka rana

Chronickd rana je obecné definovana jako poruSeni kontinuity kozniho povrchu a
integrity organizmu, poruseni anatomické struktury a s ni souvisejici funkce kize, zptisobené
riznymi pfi¢inami. Chronické rany vznikaji napfiiklad pfechodem akutni rany do chronicity v
disledku infekce nebo pridruzeného onemocnéni, mikrotraumatizaci nebo prohloubenim
nekrozy kuze na podkladé zakladniho onemocnéni (Stryja 2011).

Jde o defekty se ztratou kozni tkané Casto zasahujici hluboko do podkoznich tkani.
Poskozeni je obvykle rozsifeno 1 na podkozni tkan, Slachy, svaly, nervy a kosti (Velnar,
Bailey, a Smrkolj 2009). Doba hojeni takovych ran je obvykle delsi nezli 6 tydnd, nebot
reparace tkan¢€ v n€které z fazi hojeni stagnuje (Pospisilova, 2010).
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Pacienti s chronickymi ranami maji ¢asto vysokou hladinu cukru v krvi a obezitu.
S rostoucim vékem se snizuje pevnost a elasticita kize, také se snizuje prutok krve do
koncetin v disledku sedavého Zivotniho stylu a koufeni. Negativni dopad na hojeni ran ma i
psychologicky stres (Kanji a Das, 2017).

Nejcastejsimi typy chronickych ran jsou bércové viedy, syndrom diabetické nohy a
prolezeniny. Spole¢nym rysem téchto ran je prodlouzend nebo nadmérna zanétliva faze,
pretrvavajici infekce, tvorba mikrobidlniho biofilmu a neschopnost dermalnich a
epidermalnich bunék reagovat na reparativni podnéty (Demidova-Rice, Hamblin, a Herman

2012).

1.1.4 Imunitni systém

Imunitni systém se sklada z rozmanité skupiny specializovanych bunék a proteindg,
které jsou aktivni v celém té€le. Buriky imunitniho systému jsou umistény v urcitych organech
a tkénich, vCetné sleziny, lymfatickych uzlin, stfevni laminy propria (tenka vrstva pojivové
tkan€) a kaze. SpoleCnym ucelem vSech téchto slozek je ochrana jednotlivce pied invazi
cizich organismdu, viri a toxinu (Percival a Cutting 2010).

Mezi hlavni slozky imunitniho systému patii fagocyty, které pohlcuji napadajici
mikroby prostfednictvim definovaného procesu fagocytdzy, dale pak makrofagy, neutrofilni
leukocyty, NK buiky, které zabijeji burky infikované virem, a zirné buiky (Percival a
Cutting 2010).

Imunitni systém je kliCovym hra¢em v celém procesu hojeni ran a aktivné se podili na
obnovovani homeostazy po poskozeni tkan€ pomoci vice mechanismi. Napiiklad imunitni
odpovéd’ na poskozeni tkané muze mobilizovat tkafiové rezidentni kmenové / progenitorové
buniky, podporovat diferenciaci bunek, ukladani extracelularni matrice (ECM) a stimulovat
sekreci rastového faktoru pro podporu neoangiogeneze (Larouche et al. 2018).

Zatimco kaskada hojeni ran je dobfe koordinovana v akutnim hojeni ran, chronické
rany neprogreduji za zanétlivou fazi (Larouche et al. 2018).

Vétsina chronickych ran je zastavena v chronickém zanétlivém stavu. Mikroby jsou
rozhodujici slozkou pfi zesilovani a udrzovani zanétu v prosttedi chronickych ran. Bakterie a
jejich slozky mohou pfimo stimulovat pfiliv neutrofild a makrofagi. Leukocyty mohou byt
mimotadné $kodlivé pro prostiedi rany. Zivotaneschopna tkaii propaguje cyklus bakterialni
kolonizace / infekce s naslednou infiltraci leukocytd. Protoze invazivni neutrofily a
makrofagy jsou silnym zdrojem protedz, je mikroprostiedi chronické rany vysoce

proteolytické. Oxidacni stres zesiluje chronicky zanét v nehojicich se ranach (Grice a Segre
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2012). Leukocyty a prebytek neutrofild jsou hlavnim zdrojem reaktivnich druht kysliku
(ROS; tj. napt. superoxidovy anion, hydroxylové radikaly, peroxid vodiku, singletovy kyslik),
coz ¢ini mikroprostiedi rany prooxida¢nim. ROS mohou pfimo poskodit strukturalni proteiny
extracelularni matrice, zménit signalni drahy a transkripéni regulaci prozanétlivych cytoking a
chemokind. Také vedou k pred¢asnému starnuti bunék (Grice a Segre 2012; Larouche et al.
2018). Zatimco leukocyty jsou v prostiedi chronickych ran hojné, zda se, ze jejich fagocytoza,
chemotaxe a baktericidni aktivita je snizena. Vysledkem je, Ze rdna je jesté citlivéj§i na
zvySenou bakteriadlni zatéz a infekci (Grice a Segre 2012). Pokud makrofagy nepodléhaji
vhodné fenotypové premeéne, vede to ke snizeni kliCovych rustovych faktort, které jsou
nezbytné pro postup do faze proliferace. Kromé sekrece cytokinl a rastovych faktor( pro
zprosttedkovani hojeni ran hraji makrofagy rozhodujici roli ve fagocytovani apoptotickych
bunék a dalSich zbytkd v lozisku rany. U chronickych ran makrofagy vykazuji snizenou
fagocytarni kapacitu, coz zhorSuje apoptotické bunétné zatizeni. Neuspesna efferocytoza

navic vede k vy$§imu poméru pro protizanétlivych cytokina (Larouche et al. 2018).

Myeloidni buriky skryté na k0zi pfispivaji k homeostaze kiize vyluCovanim rastovych
faktort potfebnych pro preziti keratinocytu, fibroblasti a endotelialnich bunék. Kromé toho
udrzuji optimalni tkariovou funkci fagocytovanim bunécného dendritu a apoptotickych bunék,

podporuji integritu vaskulatury a toleranci k antigentim, jako jsou tkan€ organismu.

V zanétlivych podminkach myeloidni buriky okamzité reaguji a produkuji prozanétlivé
mediatory, které fidi aktivaci bunék v bezprostiedni blizkosti a infiltraci postizeného mista
perifernimi imunitnimi bufikami. Kozni myeloidni bunky také slouzi jako spojeni mezi

vrozenym a adaptivnim imunitnim systémem (Nguyen a Soulika 2019).

1.2 BAKTERIE JAKO KOMPLIKUJICi FAKTOR HOJENI RAN

Zijeme v pievazn& mikrobialnim svéts, kdy lidské t&lo obsahuje odhadovanych 10"
mikrobialnich bun¢k. Pfestoze tito mikroby hraji dulezitou roli pfi udrzovani zdravi, maji
vzhledem k jejich schopnosti pfizpusobit se podminkam (oportunité), pfilezitost zpusobit
nebo prohloubit onemocnéni. VeétSina koznich ran je kolonizovana (né€které siln€) jak
aerobnimi, tak anaerobnimi mikroorganismy, které ziji na slizni¢nich povrSich, jako jsou
stfeva nebo ustni dutina. PoCet mikrobialnich druhii identifikovanych pfi infekcich koznich a

meékkych tkani stale roste, ale nemélo by se ignorovat tvrzeni, ze bakterialni inokulum muze

1 stimulovat hojeni (Percival a Cutting 2010).
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Studie naznacuji, ze vétSina chronickych ran je kolonizovana bakteriemi, jako jsou
stafylokoky, streptokoky, enterokoky a anaerobni bakterie (Percival a Cutting 2010; Wolcott
et al. 2016).

1.2.1 Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie

Mikroorganismy se do ran dostavaji z vnéjSiho prostiedi, okolni kiize a vnitiniho
prostiedi pacienta. Nejprve dochdzi ke kolonizaci rany bakteriemi, které pifi nedostatecné
imunitni odpoveédi prechazi v kritickou kolonizaci, kdy je zvySena bakterialni zatéz a rana v
této fazi mize vstoupit do chronického zanétlivého stavu. Znamkou kritické kolonizace je
atrofie nebo zhorSeni granulace tkané, zména barvy granulacni tkané na tmavé Cervenou nebo
Sedou a zvySena tvorba tkariového moku (exsudace). Prechod v infekci nastava pfti proliferaci

bakterii, ktera pfekonava hostitelskou imunitni odpoveéd’ (Siddiqui a Bernstein 2010).

1.2.1.1 Staphylococcus
Staphylococcus je nejCastéj§im bakteridlnim rodem pfitomnym v polymikrobialnich
biofilmovych komunitach chronické rany. Dominantnimi rody v chronickych ranach jsou

S. aureus a S. epidermidis (Wolcott et al. 2016).

S. aureus je povazovan za nejproblematictéj§i bakterii pfi chirurgickych infekcich a
u popalenin. Byl také identifikovan pomoci selektivnich kultivovatelnych technik, jako

nejvice prevladajici bakterie vyskytujici se v chronickych ranach (Percival a Cutting 2010).

1.2.1.2 Pseudomonas

Rod Pseudomonas patii spole¢né s rodem Staphylococcus k nej€astéji se vyskytujicim
bakteriim v chronickych randch. Dominantné€ se vyskytuje druh P. aeruginosa. P. aeruginosa
je  nejCastéjSim  organismem  produkujicim  jednodruhovy  biofilm.  Protoze
P. aeruginosa obvykle kolonizuje chronické rany, je rezistentni vic¢i mnoha rozsifenym
spektrim beta laktamaz a je nékdy spojovan se §patnymi prognozami pro hojeni ran (Wolcott

et al. 2016).

1.2.2 Anaerobni bakterie

Navzdory skuteCnosti, ze chronické kozni rany jsou vystaveny relativné vysokym
urovnim oxygenace, bylo ve vzorcich ran zjisténo velké mnozstvi anaerobnich bakterii.
Ukazuje se, ze anaerobni bakterie tvofi vyznamnou ¢ast mikrobiomu chronické rany. Detekce
téchto mikroorganismil je velmi obtizna. Detekce je mozna pomoci molekularnich metod,

jako jsou DNA sekven¢ni analyzy (Wolcott et al. 2016).
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I kdyz bakterie jsou béznou soucasti kozni mikroflory a tim 1 ran, bylo prokézano
mnoha studiemi, Ze pfitomnost vice nez 10° CFU kultivovatelnych bakterii na gram tkang v
otevienych ranach, je povazovano za klinickou infekci. Usp&§né uzdraveni akutnich ran zavisi
na udrzovani planktonické bakterialni zat&%e pod hodnotou 10° CFU/g tkan&. Tato zasada
vSak vzdy nesouvisi s uspéSnym hojenim ran. V mnoha chronickych randch je ptitomnost
kultivovatelnych bakterii nizsi nez 10> CFU/g tkang, a presto se nehoji (Phillips a kol. 2008;
Percival a Cutting 2010; Han a Ceilley 2017).

Kli¢ovymi faktory rozhodujicimi, zda se chronicka rana zhoji nebo ne, je
polymikrobialni rozmanitost (diverzita) kultivovatelnych mikroorganismi nebo pfitomnost
vysoce virulentnich druht bakterii, napt. B-hemolytickych streptokokd a vznik biofilmu

(Phillips a kol. 2008).

1.2.3 Biofilm

Biofilm je soudrzny shluk bakteridlnich bun¢k vlozenych do biopolymerni matrice,
ktera je tvofena biopolymery, obsahuje mnoho proteini, polysacharidi, glykoproteind,
glykolipidi a mnozstvi extracelularni DNA (Flemming, Neu, a Wozniak 2007). Ve srovnani s
planktonickymi buiikami, vykazuje biofilm zvySenou toleranci k antimikrobialnim latkdm a
odolava antimikrobialnim vlastnostem hostitelské obrany (Gottrup et al. 2013). Klinické
studie prokézaly pfitomnost biofilmu u 78 % chronickych ran (Malone et al. 2017).

Biofilmy jsou komplexni struktury polysacharidové matrice vyluCované bakteriemi ve
formé slizké lepidlové latky, ktera k povrchim materialu, pfilne zejména kdyz je vystavena
ur¢itému mnozstvi vody. V poslednim desetileti bylo provedeno mnoho studii o biofilmech,
které prokazaly jejich souvislost s infekcemi a kontaminaci. B€Zzné metody usmrcovani
bakterii pomoci antibiotik a dezinfekce jsou u bakterii vytvarejicich biofilm Casto neuspésné
(Hammond, Donkor, a Brown 2014). Spolec¢nosti biofilmu vykazuji riizné vlastnosti, které je
¢ini obtizné léCitelnymi, veetné pomalé penetrace antimikrobialnich latek, zvySeni regulace
horizontalniho pfenosu genu v reakci na stres, anoxickych jader a tvorby perzistujicich bunék
(Wolcott et al. 2016). Celosvétové se odhaduje, ze biofilmy jsou spojovany s 65 %
nozokomialnich infekci a pfispivaji k vysoké umrtnosti a 2-14 % vSech komplikaci
chirurgickych ran. Mezi nékteré bakterialni organismy, o nichz je znamo, Ze n&které jejich
izolaty tvofi biofilmy, patii Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes a Clostridium difficile (Hammond, Donkor, a Brown 2014).
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1.3 ANTIMIKROBIALNI STRATEGIE V LECBE CHRONICKYCH
RAN

PéCe o rany nabyva na dualezitosti vzhledem k vzestupu chronickych ran a nemocnosti

s nimi spojené (Han a Ceilley 2017).

Kozni rana mize mit riznou povahu a lisi se od chirurgickych az po nahodné trzné
rany, popaleniny, tlakové, diabetické nebo vendzni viedy. V soucasné Iékarské praxi vyzaduje
chronické kozni hojeni ran Casto velkou, dlouhodobou lékaiskou péci a vyzaduje znacné

mnozstvi nakladi (Kanji a Das 2017).

Cilem 1écby je vytvofeni optimalniho prostiedi v chronické ran€, eliminace vSech
nezadoucich faktort branicich hojeni a obnoveni schopnosti vytvafet vaskularizovanou
granulacni tkan pro naslednou epitelizaci. Dulezitym krokem je odstranéni nekrotické tkan€,
ktera brani hojeni a vytvaii vhodné prostfedi pro rist mikroorganismad. K eliminaci
nezadoucich bakterii jsou pouzivany moderni antimikrobialni kryci prostfedky z rGznych
materialQ, které obsahuji latky branici ristu a mnozeni mikroorganismt (Han a Ceilley 2017,

Pospisilova 2010).

Antimikrobialni latky pouzivané v péci o rany se mohou obecné délit na antibiotika a
antiseptika. Zvlastnim typem antimikrobialni latky jsou desinfek¢ni prostiedky. Zatimco
antibiotika jsou enteralné nebo parenteralné (obvykle nitroziln€) podavané pacientim, a
mohou byt transportovana krvi nebo lymfatickym systémem do dalSich Casti téla, antiseptika
jsou omezena na lokalni pouziti (Gottrup et al. 2013). Dezinfekéni prostiedky jsou latky, které
mohou vymytit vSechny organismy, vCetn€ spor. Pro jejich toxicitu je nelze aplikovat na
zivou tkan, ale pouze na pevné povrchy (Punjataewakupt, Napavichayanun, a Aramwit 2019).
V idealnim piipad¢ antimikrobidlni piipravky urceny k pé€i o rdny by mély mit Siroké
spektrum antimikrobialni aktivity, mély by byt rychle pusobici a stabilni, bez selekce
rezistentnich kment. Dale, tato Cinidla by neméla byt cytotoxicka pro hostitelskou tkan,
vyvolat neptiznivé u€inky, mit mutagenitu, byt karcinogenni nebo prodluzovat dobu hojeni

ran (Gottrup et al. 2013).

1.3.1 Antibiotika
Antibiotika jsou chemikalie produkované bud piirozené (mikroorganismem) nebo

synteticky, které ve zfedéném roztoku inhibuji nebo ni¢i jiné mikroorganismy. Obvykle
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pusobi na jeden konkrétni bunécny cil, maji uzsi spektrum aktivity, jsou relativné netoxické a

jsou nachylngjsi ke ztrat€ uCinnosti vici bakterialni rezistenci (Lipsky a Hoey 2009).

Jiz v historii byla antibiotika urena k 1é€b¢€ chronickych ran podavéana systematicky ¢i
topicky. Antibioticka terapie je dualezitou slozkou mnohostranné cilené strategie, ktera se
zabyva lécbou ran a mikrobidlni patogenitou. Terapeutickd Ucinnost pii 1€¢b¢ infikovanych,
chronickych ran je zavisla na koncentraci antimikrobidlni latky v mist€ infekce, pfitomnosti
ischémie nebo nekrédzy tkéni, kterd poskozuje 1€€ivo, na mikrobidlni fléfe chronické rany a na

vnitini 1 vn€j§i antimikrobiélni rezistenci (Leaper, Assadian, a Edmiston 2015).

Systémova antibiotika jsou pouzita pii 1é€be sepse, osteomyelitidy, lymfangitidy,
tvorby abscesu a dalSich znamkach invazivni tkanové infekce (Hernandez 2006). Pri 1écbé
chronickych ran jsou antibiotika kombinovana pro zajisténi optimalniho 1é¢ebného efektu,
napf. roz§ifeni antibakteriadlniho spektra, oddaleni vzniku rezistence, dosazeni synergického
ucinku (Loveckova 2012). Mezi systémova antibiotika pouzivana pii 1écbe chronickych ran
patii napt. aminoglykosidy, cefalosporiny, karbapenemy, levofloxacin, klindamycin,

protipseudomonadové peniciliny a vankomycin (Hernandez 2006).

Lokalni antibiotika jsou aplikovana pfimo na spodinu rany ve formé roztokd, masti,
ptipadné prasku. Jejich ucinek na bakterie je druhove specificky a je zacilen na bakterialni
sténu nebo plazmatickou membranu (Stryja 2013), brani reprodukci a opravé genetického
materialu (DNA) (,,Levaquin (levofloxacin) Antibiotic Side Effects, Uses & Dosage" b.r.).
Lokalni antibiotika vykazuji vysokou koncentraci v misté aplikace, vyhybaji se systémovym
alergickym reakcim. Antibiotika pouzivana lokaln€ jsou obecné¢ omezena na ty, které jsou
toxicke, kdyz jsou podavany systémoveé (Bowler, Duerden, a Armstrong 2001). Nevyhodou
lokalnich antibiotik je, Ze mohou vyvolat alergickou reakci ¢i zménu kozni mikroflory v okoli
rany (Lipsky a Hoey 2009). Mohou také nezadoucim zpusobem narusit bakterialni rovnovahu
a tedy vést ke zmnozeni patogennich kmenu (Stryja 2013). Lokalni 1é¢ba antibiotiky by méla
byt urCena ke snizeni mikrobialni zat€ze v ran€, nikoliv vSak k 1é¢b&€ infekce (Leaper,
Assadian, a Edmiston 2015). Mezi lokalni antibiotika, ktera lze vyuzit k 1é€b& chronickych
ran, patii napf. bacitracin, neomycin, polymyxin B, kdy tato tfi antibiotika jsou soucasti masti
beézné pouzivané na chronické rany, dale pak gentamicin, kyselina fusidova, metronidazol,

mupirocin a retapamulin (Lipsky a Hoey 2009).

Rostouci prevalence bakterialnich infekci rezistentnich na antibiotika, pozorovana v

klinické praxi, vyplyvda z pouziti antibiotik jak v humanni, tak ve veterinarni
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medicing. V huméanni medicin€ je hlavnim problémem pfispivajicim ke vzniku rezistentnich

bakterii zneuzivani a naduzivani antibiotik (Barriere 2015).

1.3.2 Antiseptika

Antiseptika jsou latky, které Ize pouzit na neporusenou kazi a nékteré oteviené rany k
ni¢eni nebo inhibici mikroorganismu, bez ohledu na to, zda jsou ve formé obvazu, roztoku,
gelu nebo léku (Gottrup et al. 2013). Casto maji mnohodetné mikrobialni cile, Siroké
antimikrobialni spektrum a rezidudlni antiinfek¢ni aktivitu, ale Casto jsou toxické pro
hostitelské tkan€ (napft. fibroblasty, keratinocyty a pfipadné leukocyty) (Lipsky a Hoey 2009).
Protoze jsou antiseptika toxickd pro hostitelské burky, je jejich pouziti omezeno na lokalni
aplikaci na rany a neporusenou kuzi. Antiseptika se pouzivaji pfedev§im na rany traumatické
nebo chronické povahy, které jsou siln€ kontaminovany fadou mikroorganisma a nedochazi k

hojeni, s klinickymi pfiznaky infekce nebo bez nich (Bowler, Duerden, a Armstrong 2001).

1.4 POPIS JEDNOTLIVYCH ANTISEPTIK A JEJICH
MECHANISMUS UCINKU

Antiseptikum m4 nespecificky u€inek s antimikrobialnimi vlastnostmi, které ni¢i nebo
inhibuji rast mikroorganisma v zivé tkani nebo na ni. Lze je pouzit na kizi, rany a sliznice

(Gottrup et al. 2013; McDonnell a Russell 1999).

Vyhodou antiseptik je cilené dodani vysoké koncentrace antimikrobialnich latek na
misto infekce, mens$i potencial pro systémové vedlejsi ucinky a toxicitu. Dal§i vyhodou je
lokalni aplikace latek, které nemohou byt systémoveé pouzity. Maze byt provadéna pravidelna
kontrola mista infekce a je zde vyssi pravdépodobnost dodrzovani 1é¢by predevsim u déti.
Nevyhodou téchto latek je moznost lokalnich alergii. Déle pak Siroké a neomezené pouzivani
muze vést ke vzniku rezistence zejména kiizové rezistence s antibiotiky (viz kapitola 1.5.1)

(Williamson, Carter, a Howden 2017).

Antiseptika mizeme podle chemické struktury délit napfiklad na alkoholy, aldehydy,
kyseliny, halogenidy a fenoly (Tousignant a Giard 1993). Podle mechanismu u¢inku dé€lime
antiseptika na oxidacni latky, denatura¢ni latky, membranové aktivni latky a kondenzujici

latky.

1.4.1 Stribrna antiseptika
Tontové stiibro (Ag "), coz je oxidovany aktivni stav stiibra, ziskalo novy zijem a

vyzkum pro pouziti jako antimikrobialni ¢inidlo v obvazech na rany diky Sirokému spektru

22



antibakterialniho pusobeni. Stiibro je Ginné proti aerobnim, anaerobnim, gramnegativnim i
grampozitivnim bakteriim (Barnea, Weiss, a Gur 2010; Powers, Morton, a Phillips 2013).
Ag " sevaze na DNA, RNA a riizné proteiny, coz vede k bunééné smrti prostfednictvim
mnoha mechanismu, jako je denaturace proteini a nukleovych kyselin, zvySena propustnost
membrany a naruSeni dychaciho fetézce (Khansa et al. 2019). Jiz nizké koncentrace stiibra
narusuji protonovou pumpu na bakterialni membran€, dochazi k uniku protonli a nasledné
bunécné smrti (Ousey a Mclntosh 2010). Jednou z nevyhod obvazii na bazi stiibra jsou
potencialni cytotoxické uCinky iontd stfibra na nove€ rostouci keratinocyty, které mohou
inhibovat epitelizaci rany a tim zpomalit hojeni rany (Selvarajah et al. 2019). Pripravky
obsahujici stfibro se pouzivaji jako antiseptika nebo kuchovavani latek (konzervaci)

(McDonnell a Russell 1999).

1.4.1.1 Acticoat

Acticoat je synteticky antimikrobidlni nanokrystalicky stfibrny obvaz, ktery je k
dispozici poslednich 20 let k 1é¢be€ popéleninovych ran i jinych akutnich a chronickych
ran. Nanokrystalické ¢astice stfibra uvnitt obvazu jsou dodavany do rany po dobu nekolika
dnd, coz pfinasi antimikrobialni efekt, a obvaz muze byt ponechan po dobu az 7 dna

(Selvarajah et al. 2019).

Nanokrystalické stfibrné obvazy, v nasem ptipadé Acticoat, které se v soucCasné dobe
pouzivaji, obsahuji dvé vrstvy. Absorpéni vnitini jadro z polyethylenové sité o vysoké
hustoté, sendvi¢ové vrstvy gdzy z hedvabi a polyesteru, vlozené mezi vng&jsi vrstvy potazené
nanokrystalickou (<20 nm), nenabitou formou stiibra (Ag ®). Vnitini vrstva pomaha udrzovat
vlhkeé prostiedi pro hojeni ran. Protoze nenabité stiibro je méné reaktivni s negativné nabitymi
Casticemi v ran¢, je deaktivovano mnohem pomaleji a poskytuje pocateéni velkou davku
stfibra nasledovanou trvalym uvolilovanim stiibra do rany (,ACTICOAT a ACTICOAT 7
Stiibrné obvazy Smith + Nephew - Corporate" b.r.; Murphy a Evans 2012)

1.4.1.2 Aquacel Ag +

Aquacel Ag+ je antimikrobidlni kryti obsahujici 1-2 % iontového stitbra. Kryti je
tvofeno vlakny netkané plsti ze sodnych — karboxymethylcelulozovych vlaken. Vyuziva
technologie Hydrofiber, coz je mekky absorpcni materidl, ktery se pfi kontaktu se zanétlivym
vypotkem méni na gel. Aquacel Ag+ absorbuje vlhkost za vzniku gelu, vazanim sodnych
ionti a uvoliovanim stiibrnych iontd (Castellano et al. 2007; , Véda za technologii

Hydrofiber" b.r.).
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1.4.1.3 KerraContact Ag

KerraContact Ag je stiibrné antimikrobidlni  kryti, vyuzivajici technologie
Ag Oxysalts. Ag Oxysalts je pokrocila technologie stiibra, kterd vyuziva stfibro ve svém
nejreaktivn&j§im (nejaktivnéjsim) stavu (Ag’ ) a rychle zabiji bakterie a naruduje biofilmy.
Kryti je tvofeno ze tii vrstev dvé nepfilnavé polyethylenové vrstvy a polyesterové jadro,
vSechny vrstvy obsahuji aktivni stfibro. Ag Oxysalts se vaze a narusuje bunénou sténou, cozZ
zpusobuje jeji prasknuti. Narusuje mitochondrialni funkce a zastavuje replikaci mikrobialnich
bunék (,,Ag Oxysalts Made Easy - Rany UK" b.r.; , KerraContact Ag a silver wound contact

dressing | Crawford Healthcare" b.r.).

1.4.1.4 Mepilex Ag

Mepilex Ag je antimikrobialni absorpni meékky silikonovy pénovy obvaz, ktery je
navrzen tak, aby absorboval vypotky a udrzoval optimalni prostfedi rany. Sklada se
z m&kkého silikonu Safetac, tj. patentovana technologie mékkého silikonového lepidla, coz je
kontaktni vrstva rany; absorp¢ni polyuretanova penova vlozka obsahujici slouceninu stiibra
(siran stfibrny) a aktivni uhlik; a vodotésny film propustny pro pary. V pfitomnosti tekutiny
(napf. exsudatu rany) jsou stifibrné ionty uvolfiovany z Mepilex Ag k inaktivaci Siroké skaly

patogent souvisejicich s ranou (Barrett 2009).

1.4.1.5 Silvercel

Silvercel je antimikrobidlni kryti, které je tvofené netkanou plsti slozenou z alginatu
vapenatych karboxymethylcelulézovych vldken. Karboxymethylcelulézova vlakna jsou
smichdma s kovovym stiibrem potazenym nylonovym vlaknem (Castellano et al. 2007).
Alginatové obvazy vyrobené z motskych fas, absorbuji zanétlivy vypotek a pomahaji zastavit
krvaceni. Absorbuji zanétlivy vypotek (exsudat) pryC z rany a soucasné udrzuji idealni vlhké

prostiedi pro hojeni ran (,,Alginates" b.r.).

1.4.1.6 Suprasorb A + Ag

Suprasorb A + Ag je antimikrobialni kalciumalginatové kryti, které snizuje bakterialni
zat€z ptimo v luzku rany. Kryti ma vysokou absorpéni kapacitu exsudatu, coz celkoveé
podporuje hojeni ran. Pfi kontaktu s exudatem tvoii Suprasorb A + Ag gel. Bakterie a zarodky
jsou absorbovany v tomto gelu, ktery krome vlhkého klimatu rany také vede k o€isténi rany

(,,Suprasorb A + Ag" b.r)
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1.4.2 Jod

Pripravky s jodem maji Siroké spektrum ucinku proti bakteriim, bakterialnim sporam,
houbam, prvokiim a virim (McDonnell a Russell 1999). J6d denaturuje bilkoviny, inaktivuje
enzymy, fosfolipidy a membranové struktury bakterialnich bunék (Ousey a Mclntosh 2010).
Jod zpusobuje oxidaci thiolovych skupin, vaze se na DNA a zpusobuje oxidaci mastnych
kyselin (Cooper a Kirketerp-Megller 2018). Pripravky sjodem jsou pouzivany jako
dezinfekce, antiseptika a k €isténi (McDonnell a Russell 1999).

1.4.2.1 Betadine

Povidon-jod (Betadine)  je relativné stabilni chemicky komplex
polyvinylpyrrolidonového polymeru a elementarniho jodu. Elementarni jod (1) je jiz dlouho
znam jako vysoce ucinny mikrobicidni prostiedek, ktery in vifro rychle zabiji bakterie, viry,
plisné a také nékteré prvoky. Volny jod uplatiiuje svij rychly baktericidni u¢inek, zatimco
polymer plisobi jako zasobarna jodu. Po kontaktu s kuzi nebo sliznicemi je stale vice a vice
jodu vypousténo z polymeru. Volny jod reaguje s oxidovatelnymi -SH a -OH skupinami na
aminokyselinach enzyma a strukturnich proteini mikroorganismt, ¢imz jsou tyto enzymy a
proteiny inaktivovany a zniCeny. Pisobenim ztraci jod svou barvu, a proto intenzitu hnédé
barvy je mozno povazovat za indikator ucinnosti. Povidon-jod je G€inny proti grampozitivnim

a gramnegativnim bakteriim, houbam a viram (Trott 2012; Ip 2011; , Egis" b.r.).

2 2

1.4.2.2 Hyiodine

Hyiodine je antimikrobialni gel urCeny pfedevs§im na hluboké, rozpadlé a hure
ptistupné rany. Hyiodine je komplex biotechnologicky vyrobené kyseliny hyaluronové
(totozné s lidskou hyaluronovou kyselinou) a j6édu. Jako soucast lokalni terapie ma Hyiodine
unikatni antiadhezivni G€inky, soucasn¢ zabranuje maceraci okolni kiize a zlepSuje podminky
pro granulaci a epitelizaci rany. Vyhodou gelové formy je variabilita pouziti. Hyiodine
umoziuje l€Cit rany postihujici kostni struktury, rany s odhalenymi §lachami nebo hluboké

pistéle. (Sobotka et al. 2006)

1.4.3 Kyslikové radikaly

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysoce ucinné proti grampozitivnim
a gramnegativnim bakteriim, virim a houbam. Rovnéz zabranuji tovrbé biofilmu a rozkladaji
ho. Zpusobuji oxidaci thiolovych skupin, reaguji s lipidy, proteiny a DNA. Zvysuji

permeabilitu bun€k a zpasobuji poSkozeni fetézce DNA. Diky témto funkcim jsou ROS
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potencialné velmi vhodné pro chronické zanétlivé stavy (Dryden 2018; Cooper a Kirketerp-

Moiller 2018).

1.4.3.1 ActiMaris

Roztok ActiMaris je vyrabén ve dvou formach a to ActiMaris Sensitiv a ActiMaris
Forte. Tyto dva roztoky se lisi ve svém slozeni, kdy Actimaris Sensitiv je vyroben z vody s
moiskou soli (1,2%), NaOCI (0,04%), aktivniho kysliku (‘0,) a HOCI (0,0044%). ActiMaris
Forte je vyroben z vody s moiskou soli (3%), NaOCl (0,2%) a aktivniho kysliku ('05).
Aktivni kyslik, chlornan sodny a moftska stl maji eliminujici GCinek na typické patogeny, aniz
by poskodily tkaii. Oxidagni G&inek singletového kysliku ('O2) a hypertonicky solny roztok
neutralizuji zapach z rany. Alkalické pH roztoku ActiMaris Sensitiv zajistuje postupné
uvoliiovani kysliku. Alkalické pH oplachového roztoku ActiMaris Forte podporovalo
poskytovani OH-iontl (jako soucast piirozené vyvazeného roztoku) (redoxni systém) a navic
regulovalo uvolfiovani kysliku. Mofska sul obsahuje jako hlavni slozku chlorid sodny (98%) a
2% motské soli. ZvySena slanost roztoku ActiMaris Sensitiv zajiStuje optimalni
hyperosmoticky ucinek (,,ActiMaris forte Wundspullosung - Einfache und natirliche
Wundheilung" b.r.; , ActiMaris sensitiv. Wundspullosung - Einfache und natirliche

Wundheilung" b.r.).

1.4.3.2 Manukovy med

Pouziti medu pii 1é¢be chronickych ran bylo znamo jiz 2000 let pf. n. 1. Med ma
mnoho pozitivnich vlastnosti. Zastavuje déleni bunék u stafylokokd. NaruSuje bunécné stény
gramnegativnich bakterii. Vaze se na DNA a zpusobi poSkozeni vlakna (Cooper a Kirketerp-
Moller 2018). Dostatecnou osmolaritou inhibuje rust a mnozeni mikroorganismu, usnadiiuje
odstranéni nekrotické tkan€ a stimuluje proliferaci bunék potiebnych k usnadnéni hojeni.
Zmirfiuje virulenci (Ousey a McIntosh 2010).

Manuka med je odrida medu vyrobeného z nektaru kefe balminu metlatého
(Leptospermum scoparium) pochazejiciho z Nového Zélandu a vykazujiciho antibakterialni
aktivitu. Antibakteridlni ucinek Manuka medu je zalozen hlavné na jeho fyzikéalnich
vlastnostech, aktivni latce, kterou je methylglyoxal (MGO) a peroxidu vodiku (Johnston et al.
2018). Vysoka koncentrace cukru v medu Manuka vytvafi osmoticky gradient, odvadi vihkost
z okoli a dehydratuje bakterie. Flavonoidy odvozené z kvétovych zdroji medu odstranuji
volné radikaly, snizuji poSkozeni tkané. Nizké pH (3,2 a 4,5) medu inhibuje rast
mikroorganismil a zaroven zvysuje aktivitu fibroblastd, makrofagli a pomaha okyslicovat

ranu. Methylglyoxal (MGO) je jednim z fytochemickych faktor s antibakterialni aktivitou.
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Obycejny med ma omezené mnozstvi MGO v koncentraci od 1,6 do 135 mg/ kg ve srovnani
s 38-725 mg / kg v Manuka medu. Vysoké koncentrace medu Manuka mohou mit $kodlivy

cytotoxicky ucinek (Minden-Birkenmaier et al. 2019; Tsang et al. 2015).

1.4.4 Chlornany (Chloér)

Chlor se pro své dezinfekCni vlastnosti pouzivda v lékaiskych a komer¢nich
prostiedcich od 18. stoleti, vcetné lokéalniho pouziti v medicin€é jako antiseptikum a
dezinfekce. Nejdualezitéjsi latky obsahujici aktivni chlor jsou chlornan sodny (NaOCl), oxid
chloridity, kyselina chlornd (HOCI) a N-chlorové slouceniny (chloraminy, chloramidy a
chlorimidy) jako je naptiklad dichlorisokyanurat sodny, N-chlorotaurin (NCT) a chloramin-T
(CAT) (McDonnell a Russell 1999; Peck et al. 2011).

Chlor diky své oxidativni aktivit€é ni¢i grampozitivni i gramnegativni bakterie, viry,
plisné a patogenni houby (Cardile et al. 2014; Hidalgo, Bartolome, a Dominguez 2002).
Mikrobicidni aktivita je zvySena v piitomnosti bilkovin v dasledku transhalogenace a
transchlorace, kdy je Cast aktivniho chloru pfenesena na nizkomolekularni aminoslouceniny
nebo aminokyseliny, vedouci k tvorb&€ monochloraminu a poSkozeni bunécné aktivity
proteint (Gottardi a Nagl 2010; Percival a Cutting 2010). HOCI a chloraminy také reaguji s
nukleotidy a lipidy. Vzniklé radikaly podporuji peroxidaci volnych lipida ve fosfolipidovych

membranach, tim zvySuji jeji permeabilitu (Panasenko 1997).

Ackoliv antiseptikum ActiMaris ma hlavni G€innou slozku aktivni kyslik, tak i
chlornan sodny zvysuje jeho ucinnost (,ActiMaris forte Wundspiillésung - Einfache und

natiirliche Wundheilung" b.r.).

1.4.4.1 Chloramid SH-CI
Chloramid hyaluronanu je chlorovany derivat kyseliny hyaluronové. Tato sloucenina

je vyrobend ve spolecnosti Contipro a.s.

1.4.4.2 Hpyalecasan

Hyalecasan je antimikrobialni a regeneracni kryti, které je zalozeno na kombinaci
superoxidového roztoku kyseliny chlorné, chlornanu sodného 0,03 %, chloridu sodného a
kyseliny hyaluronové 0,015 %. Hyalecasan velmi pfiznivé pusobi na okraje defektu, které
zustavaji zcela vitalni, bez poSkozeni, zabrariuje maceraci okolni tkan€ a svym slozenim ma
sekundarni terapeuticky ucinek, ktery vyrazné urychluje hojeni, pozitivn€é napomaha

aplikované terapii pfi novotvorbé cév a obnové kryci tkané kize a sliznic, ¢imz urychluje
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hojeni a znatelné zmenSuje rozsah poSkozeni. Soucasné obnovuje kryci tkan na nove
vytvofenych vazivoveé cévnich tkanich. Ma unikatni regenerativni ucinky. Brani ukladani
kolagenu a tim podporuje bezjizevnaté hojeni tkan€. (,,HyalEcaSan S0ml gelové kryti, vysoky

obsah kys.hyaluronové" b.r.)

1.4.4.3 Chloramin T

Chloramin T (CAT), je aktivni slouCenina chloru. Tato sloucenina prokazala
antimikrobialni aktivitu v disledku své chlora¢ni / oxida¢ni sily. CAT se pouziva jako
baktericidni a dezinfek¢ni prostfedek. CAT puisobi na bunéCnou sténu, coz vede k tvorbé poru

v membrané a k naruseni iontové propustnosti (Ferreira et al. 2017).

a
O

Cl
\
Na

Obr. 1 Chemicka struktura chloramin T (Ferreira et al. 2017)

1.4.4.4 Lavanox

Lavanox je antimikrobialni roztok u€inny proti bakteriim, virim a plisnim. Roztok se
pouziva k ¢iSténi ran a profylaxi infekce. Pouziva se na akutni i chronické rany zejména
kontaminované rany. Uginna slozka Lavanoxu je chlornan sodny. Chlornan sodny (NaOCl) je
oxidaéni &inidlo, které se §tépi a uvoliiuje kyslik ('O). Tento volny kyslik poskozuje
bakterialni, virové a houbové bunécné membrany a zvysuje jejich propustnost. Membrana jiz
nemuze vydrzet osmoticky tlak a mikroorganismus je inaktivovan (,LAVANOX® wound

irrigation solution and wound spray" b.r.).

1.4.5 Polyhexamethylen biguanid (PHMB)

PHMB je syntetickym analogem pfirozené se vyskytujicich antibakterialnich peptidi.
Je jim strukturdlné¢ podobny a tim je mu umoznéno vlozit se do bakterialni bunécné
membrany a pusobit baktericidné. PHMB latka pti fyziologickém pH je vysoce kladné
nabita. Kondenzuje bakterialni DNA a zastavuje déleni bunek. (Fjeld a Lingaas 2016).
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Obr. 2 Strukturni vzorec pro PHMB (Fjeld a Lingaas 2016)

1.4.5.1 Lavanid

Lavanid je antimikrobialni hydrogel, pouzivany na akutni chronické rany. Hydrogel
jsou 3D polymerni sit€. Lavanid je sterilni konzervaéni gel zalozeny na bazi Ringerova
roztoku a polyhexanidu 0,04 %. Ringeriv roztok je fyziologicky, izotonicky elektrolyticky
roztok s velmi dobrou tkafiovou snédSenlivosti. Pouzitim izotonického roztoku se zabrani
bobtnani pokozky a drazdéni rany, nebot nedochdzi k zadnym pfesunim tekutin popf.
elektrolytt v téle vlastnimi sekrety. Pro oSetfeni ran je bézna koncentrace polyhexanidu od
0,02 % do 0,04 %. Koncentrace polyhexanidu v antiseptiku Lavanid je 0,04 %. Koncentrace
nad 0,04 % byly vyhodnoceny jako toxické. (,,Gely na rany LAVANID®" b.r.).

1.4.5.2 Prontosan

Prontosan je antimikrobialni roztok ur€eny k promyti, zvlh¢ovani a dekontaminaci
rany. Zvlh¢ovani Prontosanem je vhodné pro pfipravu rany, k odstranéni biofilmu pred dalsim
zpracovanim a pro absorpci zapacht z rany. Prontosan obsahuje polyhexanid, ktery pusobi
jako konzervaéni prostiedek proti bakteriim a undecylenamidopropylbetain coz je povrchové

aktivni latka (Horrocks 2006; , Prontosan® Wound Irrigation Solution" b.r.).

1.4.5.3 Suprasorb X + PHMB

Suprasorb X + PHMB je antimikrobialni kryti na rdny HydroBalance s 0,3 %
polyhexanidem. Suprasorb X + PHMB podle stavu rany predava ran€ vlhkost nebo zachycuje
nadbyte¢ny exsudat. Tim se vytvaii vlhké prostiedi rany, které pacienti vnimaji jako piijemné

a zmirtiujici bolest (,,Suprasorb X + PHMB" b.r.).

1.4.6 Chlorhexidin

Chlorhexidin je antimikrobidlni latka. Jde o kationicky bisbiguanid se Sirokou
antimikrobialni aktivitou, nizkou toxicitou a silnou afinitou k vazbé na kuzi a sliznici.
Chlorhexidin je U¢inny proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, kvasinkam a

nékterym lipofilnim virdm. Denaturuje enzymy, zpusobuje ztratu membranového potencialu a
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vede k uniku bunéénych komponent a koagulaci cytosolu (Cooper a Kirketerp-Mepller 2018;
Jones 1997).
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Obr. 3 Strukturni vzorec chlorhexidinu (Fjeld a Lingaas 2016)

1.4.6.1 Bactigras
Bactigras je antisepticky parafinovy obvaz, ktery uklidfiuje a chrani rdnu a zéaroven
pomaha snizovat infekci a zané€t. Bactigras obsahuje 0,5 % chlorhexidinacetatu (Aramwit et

al. 2010).

1.4.7 Oktenidin

Oktenidin je antimikrobialni latka. Je u€inny proti grampozitivnim 1 gramnegativnim
bakteriim. Pozitivné nabité molekuly 1éCiva se vazou k negativnim nabojiim na bakterialnich
bunécnych sténach, coz vede k narusSeni struktury membrany a nakonec ke smrti bunck

(Cooper a Kirketerp-Mpller 2018; Obermeier et al. 2018).

1.4.7.1 Octenilin Wound Gel

Octenilin  Wound Gel je antimikrobidlni hydrogel, obsahujici oktenidin
dihydrochlorid 0,05 %, ktery pusobi konzervatné a napomaha gelu vytvafet na rané
ochrannou bariéru zabrafujici praniku mikrobti z vng&jsiho prostiedi do rany (,,schilke -

octenilin® wound gel" b.r.).

1.4.7.2  Octenilin Wound Irrigation Solution

Octenilin Wound Irrigation Solution je antimikrobialni roztok urCeny k promyti,
zvlh¢ovani a dekontaminaci rany. Obsahuje oktenidin dihydrochlorid 0,05 %, ktery zamezuje
rastu mikrobu v ran€ a kryti. Podporuje granulaci a epitalizaci tkané (,,schiilke - octenilin®

wound irrigation solution" b.r.).

1.4.7.3 Sorelex
Sorelex je antimikrobidlni bandaz urena predevsim na povrchové rany. Sorelex je

komplex biotechnologicky vyrobené kyseliny hyaluronové (totozné s lidskou hyaluronovou
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kyselinou) a oktenidinu dihydrochlorid. Je u€inny proti grampozitivhim i gramnegativnim
bakteriim. Sorelex je vhodny na infikované, povleklé rany, dlouhodobé se nehojici rany a rany

s rizikem rozvoje infekce (,,Sorelex na povrchové rany" b.r.)

1.4.8 Fenoly

Antimikrobialni latky fenolového typu se jiz dlouho pouzivaji pro jejich antiseptické,
dezinfekéni nebo konzervacni vlastnosti. Diky membranové aktivnim vlastnostem pfispivaji
k jejich celkové €innosti. Fenol indukuje progresivni unik intracelularnich slozek (McDonnell

a Russell 1999).

Bisfenoly jsou hydroxy-halogenované derivaty dvou fenolovych skupin spojené
raznymi mustky. Triclosan a hexachlorofan jsou nejrozsifen€jsi biocidy v této skuping,

zejména v antiseptickych mydlech (McDonnell a Russell 1999).

1.4.8.1 Triclosan

Triclosan (TCS) nebo S-chlor-2- (2,4-dichlorfenoxy) fenol je synteticky
Sirokospektralni antimikrobialni pfipravek. Dobfe se rozpousti v organickych rozpoustédlech
vcetné ethanolu, dimethylsulfoxidu (DMSO) a methanolu. Triclosan ma antibakterialni,
antivirové a antimykotické vlastnosti (Alfhili a Lee 2019). Ve vysokych koncentracich se
nachazi ve vyrobcich pro osobni péci, jako jsou zubni pasty, ustni vody, dezinfekéni
prostiedky pro ruce a chirurgicka mydla. Triclosan se snadno vstiebava do lidské kuze a Gstni
sliznice a nachazi se v riznych lidskych tkanich a tekutinach (Weatherly a Gosse 2017). Bylo
zjisténo, ze TCS ovliviiuje mitochondrialni funkci, narusuje spravnou signalizaci vapnikem,
meéni homeostazu zinku a ovliviiuje imunologické parametry. TCS je také spojen s vyvojem
rakoviny. TCS je chemikalii naruSujici endokrinni systém u vice druhti. TCS muze také
ovlivnit imunitni odpovédi, produkci ROS a kardiovaskularni funkce (Weatherly a Gosse

2017).

Ci —*"r_.‘_'_':'_:( - - C!

Obr. 4 Strukturni vzorec Triclosanu ( Weatherly a Gosse 2017)
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1.5 PROBLEMY A LIMITACE ANTIMIKROBIALNI LECBY RANY
Rizika spojena s pouzivanim lokélnich antimikrobidlnich latek zahrnuji zvySovani
miry bakterialni rezistence, lokdlni reakce precitlivélosti a obavy z nerozvazného pouzivani
antiseptik, kterd mohou potencialné selektovat na rezistenci na antibiotika. RozSitené
pouzivani bézné pouzivanych topickych antibiotik (zejména mupirocinu a kyseliny fusidové)
vedlo v nekterych prostredich ke zvySeni bakterialni rezistence, coz omezovalo potencialni
ucinnost téchto latek. Navic se objevuji obavy z mozného Skodlivého ekologického dopadu
(tzv. ,Kolaterdlni posSkozeni®) stale castéjSiho pouzivani topickych antiseptik, jako je

chlorhexidin a triclosan (Williamson, Carter, a Howden 2017).

Nepftiznivé u¢inky antimikrobidlnich latek 1ze rozdélit na lokalni a systémové. Mezi
mistni uCinky patii bolest, vyrazka, a cytotoxické ucinky na bunky. K témto ucinkim dochazi
pouze v mist¢ aplikace. Systémové uCinky se objevuji vstiebavanim téchto latek do
systémového obehu, coz mé& za nasledek toxicitu pro ledviny, jatra a dal§i organy

(Punjataeswakupt, Napavichayanun, a Aramwit 2019).

1.5.1 Bakterialni rezistence na antibiotika

Antibioticka rezistence je celosvétovy problém (Perry, Waglechner, a Wright 2016).
Léky zachrariujici zivot, které behem Ctyficatych let minulého stoleti obsahovaly velké nad¢je
o eliminaci (eradikaci) vSech infekCnich nemoci ohrozujicich zivot na svéte, prestaly
fungovat, a to kvuli rostoucimu vyskytu mikrobialnich kment, které jsou vaci nim
odolné. Mnoho, dfive ucinnych antibiotik, jiz neni pouzitelnych z divodu rozsifeného
vyskytu multirezistentnich mikrobialnich kmend (Chattopadhyay et al. 2015). Rozsahlé
uzivani antibiotik je hlavnim faktorem vzniku bakteridlni rezistence (Knoppel, Néasvall, a

Andersson 2017).

Bakterie maji pozoruhodnou genetickou plasticitu, ktera jim umoziiuje reagovat na
Sirokou Skélu environmentéalnich hrozeb, v€etné ptitomnosti molekul antibiotik, kterda mohou
ohrozit jejich existenci. Z evolu¢niho hlediska bakterie pouzivaji dveé hlavni genetické
strategie k adaptaci na antibioticky ,utok™. Mutace v genu (genech) Casto spojené s
mechanismem pusobeni slouCeniny a ziskavani cizi DNA kodujici determinanty rezistence

horizontalnim genovym prenosem (HGT) (Munita a Arias 2016).

Genetické zmény se pohybuji v méfitku od bodovych mutaci pfes ziskavani diive

existujicich prvkt az po horizontalni pfenos genti. Bodové mutace mohou ovlivnit expresi
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genu nebo zmeénit RNA ¢i zménit proteinové struktury 1ékovych cil nebo gent poskytujicich
rezistenci (Yelin a Kishony 2018). Jakmile se objevi rezistentni mutant, antibiotikum odstrani
citlivou populaci a prevazuji rezistentni bakterie. Obecné mutace vedouci k mikrobialni
rezistenci meéni antibioticky uCinek prostiednictvim modifikace antimikrobialniho cile
(snizeni afinity k1€Civu), snizenim absorpce léCiva, aktivaci efluxnich mechanisma k
vytlaCovani Skodlivé molekuly, nebo globalnimi zménami dalezitych metabolickych drah

prostiednictvim modulace regulacnich siti (Munita a Arias 2016).

HGT je v pfirozeném prostiedi vSudypiitomny a je Casto vinikem ziskani rezistence
(Yelin a Kishony 2018). Bakterie klasicky ziskavaji externi geneticky material pomoci tfi
hlavnich strategii, a to transformaci (inkorporace ,,nahé“ DNA bez proteint), transdukci

(zprostiedkovana fagem) a konjugaci (spajeni, bakterialni ,,sex*) (Munita a Arias 2016).

1.5.2 Bakterialni rezistence na antiseptika

Antiseptika maji obecné mnohem S$irsi spektrum uc€innosti nez antibiotika a obvykle
maji vice nespecifickych bunétnych cila. Tento SirSi cilovy ulinek muze vysvétlit, pro¢
rezistence na antiseptika je mnohem méné prevladajici nez rezistence na antibiotika, zejména
pfi vysokych koncentracich pouzivanych ve zdravotnickych zafizenich (Williamson, Carter, a

Howden 2017).

Rezistence muze byt bud’ pfirozena vlastnost organismu (vnitini rezistence) nebo
ziskana pomoci mutace, ziskanim plazmida (samoreplikujici se, extrachromozomalni DNA)
nebo ziskanim transpozond (chromosomalni nebo plazmidova integrace, prenosné DNA

kazety) (McDonnell a Russell 1999).

Vnitini (vrozena) rezistence je tedy pfirozena, chromozomdlné fizend vlastnost
bakterialni buriky, ktera ji umozinuje obejit pusobeni antiseptického nebo dezinfek¢niho
prostiedku. Gramnegativni bakterie maji tendenci byt odoln€;§i nez grampozitivni organismy

(McDonnell a Russell 1999).

Stejné€ jako u antibiotik a jinych chemoterapeutickych 1éCiv muaze ziskana rezistence
na antiseptika a dezinfekCni prostfedky vzniknout mutaci nebo =ziskanim genetického

materialu ve forme plazmidi nebo transposont (McDonnell a Russell 1999).

TCS produkuje bakterialni rezistenci prostfednictvim modifikace cilového mista, coz
snizuje inhibi¢ni ucinek této chemikalie. Expozice TCS muize také vést k bakterialni odolnosti

vi¢i jinym antimikrobialnim latkam (Weatherly a Gosse 2017).
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1.5.3 Cytotoxicita antiseptik
Antiseptika vykazuji Siroké antimikrobialni spektrum a zbytkovou antiinfekéni
aktivitu na rany, nicmén€¢ mohou byt toxickd pro hostitelské buiky nebo tkan€ (napf.

fibroblasty, keratinocyty, a leukocyty) (Punjataewakupt, Napavichayanun, a Aramwit 2019).

Cytotoxicita antiseptik se nejCastéji projevuje inhibici syntézy DNA, oxida¢nim
stresem prostiednictvim produkce ROS a poskozenim bunénych soucasti jako jsou enzymy,
proteiny, bunééné membrany, dale pak progresivni mitochondridlni dehydrogenazovou
dysfunkci a naslednou bunéCnou smrti. Antiseptika vykazuji cytotoxicitu pro fibroblasty
(AshaRani et al. 2009; Poon a Burd 2004), keratinocyty (Poon a Burd 2004; Szmyd et al.
2013) a endotelialni butiky (Punjataewakupt, Napavichayanun, a Aramwit 2019).

Toxicita lokalnich antiseptickych latek vcetné jejich poskozeni granulacni tkané je
dobfe prozkoumana. Destruktivni u¢inek na cévy hustého kapilarniho plexu nové vytvorené
granulacni tkan€ je povazovan za jedno z nejvaznéjsich potencialnich poskozeni zptisobenych
témito piipravky. Proto by méla byt indikace lokalnich antiseptik peclivé posouzena

(Marquardt et al. 2010).
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2 PRAKTICKA CAST
MATERIALY A METODY

2.1 LABORATORNI POMUCKY

96-jamkové mikrotitrani desticky
Automatické pipety
Inokulaéni klicky

Jednorézové latexové rukavice
Kryeci sklicka

Laboratorni hotak

Nuzky

Parafilm

Pinzety

Plastové Petriho misky
Plastové Spicky

Plastové zkumavky

Podlozni sklicka

Sterilni filtry

Sterilni injeként stiikaCky
Sterilni Spejle s vati¢kou

Zaftizeni Calgary Biofilm



2.2

2.3

PRISTROJE A ZARIZENI
Analytické vahy XP 205 DR (METTLER TOLEDO, Ceska republika)

Analytické vahy XS 204 M (METTLER TOLEDO, Ceska republika)
Analyzator Syngene G-box (Chemi 16 Bio Imagingsystem, Velka Britanie)
Chladni¢ka Mediline (Liebherr, Ceska republika)

Mikroskop fluorescencni NIKON TI-E (Nikon Corporation, Japonsko)
Spektrofotometr Helios Epsilon, Vis (Thermo Fisher Stientific, USA)
Termostat INNOVENS 55 EB 1 (Jouan Industries, Francie)

Termostat s integrovanou tfepackou KS-15 (Edmund Buhler, Némecko)

Vortex IKA Lab Dancer (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)

SOFTWARE
GeneSnap (Syngene, Bio Imagingsystem, Velka Britanie)

Imagel (Schneider, CA; Rasband, WS & Eliceiri, KW (2012), ,
25 let analyzy obrazu “, Nature Methods 9 (7) : 671-675, PMID 22930834)

NIH Image to Imagel:

Kaleido (EnSight, HH34000000, Waltham, Massachusetts, USA)

NIS (NIS Elements AR, Laboratory Imaging, s. r. 0., Praha, Ceska republika)
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24  KULTIVACNI MEDIA, ROZPOUSTEDLA A FLUORESCENCNI
BARVIVA

2.4.1  Mueller-HintonBroth (MHB), (Oxoid Limited, Velka Britanie)

SloZeni:

Hovézi, dehydrovand infuze 300 g/l

Kaseinovy hydrolyzat 17,5 ¢/l

Skrob 1,5 ¢l

pH (pii 25 °C) 7,3 £0,1
Priprava:

21 g se rozpusti v 1000 ml destilované vody. Roztok se necha vysterilizovat v autoklavu pfi

teploté 121 °C po dobu 15 minut. Pfipravené médium se skladuje pii teploté 2-8 °C.
Pouziti:
MHB byl pouzit jako kultivaéni médium pro bakterialni buriky.

2.4.2 Mueller-Hinton Agar (MHA), (Oxoid Limited, Velka Britanie)
Slozeni:

Hovézi, dehydrovand infuze 300 g/l

Kaseinovy hydrolyzat 17,5 ¢/l

Skrob 1,5 ¢l

Agar 16 g/l

pH (pii 25 °C) 7,3 £0,1
Priprava:

21 g MHB a 16 g agaru se rozpusti v 1000 ml destilované vody. Roztok se necha
vysterilizovat v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut. Pfipraveny agar se nalije na

Petriho misky a necha se zatuhnout.
Pouziti:
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MHA agar byl pouzit jako kultivacni a uchovavajici médium pro bakterialni buriky.

2.4.3 Tryptone soya agar (TSA), (Oxoid Limited, Velka Britanie)
Slozeni:

Pankreaticky traveny kasein 15 g/l

Enzymaticky rozklad sojovych bobu -Soytone 5 g/l

Chlorid sodny 5¢g/l

Agar 15 g/l

pH (pti 25 °C) 7,3 +£0,2
Priprava:

40 g TSA se rozpusti v 1000 ml destilované vody. Roztok se necha vysterilizovat v autoklavu
pii teploté 121 °C po dobu 15 minut. Pfipraveny agar se nalije na Petriho misky a necha se

zatuhnout.
Pouziti:
TSA agar byl pouzit jako kultivacni a uchovavajici medium pro bakterialni bunky.

2.4.4 Dimethyl Sulfoxide (DMSO), (Hydri Max, Sigma-Aldrich Science,
Némecko)
Pouziti:

DMSO bylo pouzito na rozpusténi praskoveého Triclosanu na roztok.

2.4.5 Zelené fluorescencni barvive SYTO
SYTO je zelené fluorescentni barvivo barvici nukleovou kyselinu zivych a mrtvych

grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Koncentrace zasobniho roztoku je 5 mM
Pouziti:
SYTO bylo pouzito na barveni biofilmového preparatu.

2.4.6 Cervené fluorescenéni barvivo propidium jodid (PT)
PI je Cervené fluorescencni barvivo barvici jadra a chromozémy. Protoze PI neni propustny

pro zivé burky, pouziva se k detekci mrtvych bunek v populaci.
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Pouziti:

PI bylo pouzito na barveni biofilmového preparatu.
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2.5 BAKTERIALNI KMENY

Vysusené bakterialni kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi CCM.
Nasledn¢ byly bakterialni kmeny oziveny do tekutého média. Bylo pouzito 20 ml TSB
(Tryptic Soy Broth) média v 50 ml Erlenmeyeroveé bance. Takto pfipravené bakteridlni
kultury byly kultivovany ptes noc pii 37 °C / 150 rpm. Noc¢ni kultura byla vyndéna a byla
pfipravena glycerinovd konzerva. 1 ml no¢ni kultury + 250 pl 80% ster. glycerolu.
Glycerinova konzerva byla pfipravovana do kryozkumavky (Cryo Tube Vials) ta byla fadne
popsana nazvem kmenu a datum pfripravy. Glycerinové konzervy byly uchovéavany

v hlubokomrazicim boxu pii —80 °C.

Pro pfipravu Cerstvé bakteridlni suspenze byla bakterialni konzerva rozmrazena a

naockovana na TSA a kultivovana 24 h pii 37 °C

Bakterie byly po celou dobu testovani inkubovany aerobné na TSA 37 °C/24 h.
Nasledn¢ byly bakterie uchovavany na TSA agaru v chladnicce po dobu 1 tydne.

Bakterie:
Staphylococcus aureus CCM 4223
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
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2.6 TESTOVANA ANTISEPTIKA

Acticoat — (8.3, 1337, aktiv. latka stiibro, 0.69 -1.64 mg podle cm * Smith& NephewMedical
Limited, Velka Britanie)

Actimaris Sensitiv — (ActiMaris Sensitiv - roztok na hojeni, ¢.§. 065/4018S1, aktiv. latka
singletovy kyslik (‘0,), ActiMaris AG, Svycarsko)

Actimaris Forte — (ActiMaris Forte - roztok na hojeni, aktiv. latka singletovy kyslik (‘05),
ActiMaris AG, Svycarsko)

Aquacel — (Hydrofiber, ¢.§. 4A01682, aktiv. latka stfibro, ConvaTec Group, Velka Britanie)

Bactigras — (€.5. 201824, aktiv. latka chlorhexidin acetat 0,5 %, Smith&NephewMedical
Limited, Velké Britanie)

Betadine — (Povidonum iodinatum, ¢.§. 6791NO0518, aktiv. latka jod 100 mg/ml, Egis
Pharmaceuticals PLC, Mad’arsko)

Hyalecasan — (€.8 811], aktiv. latka chlornan sodny 0,03 %, New Water Meaning s.r.0., Ceska
republika)

Hyiodine — (&.5. 240718, aktiv. latka jod 0,25 %, Contipro a.s., Ceské republika)

Chloramin T - (sodna sual, ¢.§8. #MKBP1690V, aktiv. latka chlornan, Sigma-Aldrich
Chemistry, Némecko)

Chlornan sodny — (NaOCIl, 818 mM, aktivni chlor, Ph Eur N 1081600, dodavatel VWR

International s.r.o., Ceska republika)

Chlorhexidin diglukonat 20% vodny roztok — (¢.5. BCBQ5163V, aktiv. latka chlorhexidin,
Sigma-Aldrich Chemistry, Némecko)

KerraContact Ag — (Advanced silver wound contact dressiing, ¢.5. (10)1804111, aktiv. latka

stfibro, Excition Technologies, Kanada)

Lavanid — (€.8. 273, aktiv. latka polyhexanid 0,04 %, Serag-Wiessner GmbH et Co. KG,

Némecko)

Lavanox — (Wound irrigation Solution, ¢.§. D102912, aktiv. latka chlornan sodny 0,08 %,
Serag-Wiessner GmbH et Co. KG, Némecko)
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Manukovy med — (UMF 16+,
methylglyoxal 0,055 % peroxid vodiku 16 %, Cambridge Bee Products Ltd, Novy Z¢land)

¢§. 1027, aktiv. latka vysoky obsah enzymd,

Mepilex Ag — (&.5. 18420430, aktiv. latka stiibro 1,2 mg / cm?, Mélulycke Health Care AB,
Svédsko)

Octenilin Wound Gel — (C.§. 9460219, aktiv. latka Octenidin dihydrochlorid 0,05 %,
Schilke&Mayr GmbH, Némecko)

Octenilin  Wound Irrigation  Solution — (€§8. 9460212, aktiv. latka Octenidin
hydrochlorid 0,05 %, Schilke&Mayr GmbH, Némecko)

Prontosan — (Roztok na vyplach ran, ¢.§. 18373MO03, aktiv. latka polyhexanid 0,1 %, B.
Braun AG, Svycarsko)

SHCI — (derivat hyaluronatu, ¢.8. 190520, 190521, aktiv. latka chlornan, Contipro a.s., Ceska
republika)

Silvercel — (Hydro-alginate antimicrobial dressing with silver, €.§. 01700, aktiv. latka stfibro

0,98 mg / cm®, Systagenix, San Antonio, USA)

Sorelex — (Hyaluronat sodny, ¢.§. 160916, aktiv. latka Octenidin dihydrochlorid, Contipro a.s.,
Ceska republika)

Suprasorb A + Ag — (Antimikrobialni kalcinmalginatorové komprese, €.5. 183953311, aktiv.
latka stiibro, Lohman&Rauschner International GmbH& Co. KG, Australie)

Suprasorb X + PHMB — (Antimikrobialni HydroBalance obvaz na rany, ¢.5. 1842211905,
aktiv. latka polyhexanid 0,3 %, Lohman&Raschner International GmbH& Co. KG, Némecko)

Triclosan — (Irgasan, €.§. #058M4789V, aktiv. latka triclosan, Sigma-Aldrich Chemistry,

Némecko)
Gaza — (8.8 227361, Steriwund s.r.0.,Ceska republika)

Testovana antiseptika jsou ve formé& roztokl (Actimaris, Betadine, chlorhexidin 20 % vodny
roztok, Lavanox, Octenilin Wound Irrigation Solution, Prontosan), dale pak ve formé gelu
(Hyalecasan, Hyiodine, Lavanid, Manukovy med, Octenilin Would Gel), v podob& prasku
(chloramin T, SHCI, triclosan) a nakonec ve formé& bandazi (Acticoat, Aquacel, Bactigras,

KerraContact, Mepilex, Silvercel, Sorelex, Suprasorb A + Ag, Suprasorb X).
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2.7 METODY STANOVENI ANTIMIKROBIALNIHO UCINKU
ANTISEPTIK

2.7.1 Kontaktni inhibice
Kvalitativni metoda, ktera nas informuje o ucCinnosti danych antiseptik. Hodnoti

velikost inhibi¢ni zény okolo testované latky.

2.7.1.1 Priprava gaz a bandadzi

Nejprve byly nastfihany gazy a bandaze o velikosti 1x1 cm. Nastfihané gazy byly
déany do prazdnych 1,5 ml zkumavek, které byly zvazeny. Do dalSich 1,5 ml zkumavek byla
piipravena testovand antiseptika. Nastfihané gdzy se namocily do antiseptik tak, aby géza byla
cela nasata latkou. Poté byla vracena do odpovidajici predvazené 1,5 ml zkumavky. Po
namoceni vSech gaz ve vSech testovanych latkach byly opét 1,5 ml zkumavky zvazeny. Tim

se zjistilo mnozstvi ucinné latky na géaze.

2.7.1.2 Priprava agaru
Tato metoda byla provadéna na Petriho miskach sagarem MHA. Misky byly

pfipraveny den pfedem.

2.7.1.3 P#iprava bakteridlni suspenze

Do plastové 20 ml zkumavky bylo preneseno 5 ml MHB a poté byl pridan stér bakterii
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa rostouci na TSA agaru. Byla pfipravena
bakteridlni suspenze o zakalu 0,5 McFarlanda. Zakal bakteridlni suspenze byl méfen na
spektrofotometru pfi vinové délce 625 nm a absorbance byla v rozmezi 0,08-0,13. Tato
suspenze byla rozetiena, pomoci sterilni $pejle s vatiCkou, na Petriho miskach s pfipravenym
MHA agarem ve vSech smérech vicekrat. Pfed uschnutim bakteridlni suspenze byly
aplikovany gdzy a bandaze. Pevné bandaze byly vlhéeny MHB tak, aby znich medium

nevytékalo.

Petriho misky byly inkubovany 24 h v termostatu o teplot€¢ 37 °C. Po inkubaci byly
Petriho misky vyfotografovany pomoci analyzatoru Syngene G-box. Pro ziskani méfitka,
abychom mohli vyhodnocovat velikosti z6n, byla vyfotografovana prazdna Petriho miska
s pravitkem. Nasledn¢ byly zmeteny inhibi¢ni zény okolo gaz a bandazi. Ke zméfeni velikosti

zon byl pouzit program Image). Pomoci ,,pfimky“ v hlavnim menu si ozna¢ime vlozené
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meftitko. Délku meéfitka si zadame pomoci ikonky , Set Scale”, v hlavnim menu pod
,Analyze“. Nasledné je pak meéfena inhibi¢ni zoéna. Zéna byla zméfena na péti ruznych

mistech a z t€chto hodnot byl spocitan prumér.

2.7.2 Diluéni metoda (MO7Ed11E_Methods_Dilution_Antimicrob)
Kvantitativni metoda pouzivana pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),

tj. minimalni koncentrace antiseptik, ktera je schopna zastavit rast bakterii.

Tato metoda byla provedena v 96 jamkové mikrotitracni destiCce, ktera se sklada z 12
sloupcti (1-12) a 8 radkl (A-H). Mikrotitracni desticka byla rozdélena na dvé poloviny, kdy v
jedné poloving (sloupce 1-6) byla testovana ucinnost antiseptik proti Staphylococcus aureus a
ve druhé poloviné (sloupce 7-12) byla testovana ucinnost proti Pseudomonas aeruginosa

(Tab. 1).

Tab. 1: Priklad uspofaddani mikrotitratni destiCky. Desti¢ka je rozd€lena na dvé poloviny, kdy na jedné poloving
jsou testované latky na ucinnost proti bakterii S. aureus a na druhé poloviné proti bakterii P. aeruginosa.
Jednotlivé latky byly testovany vzdy v dubletech. Antiseptika byla fedéna dvojkovou fadou. V tabulce je
zaznamenano, jak klesala koncentrace antiseptik ve form¢ gelu (fadek A B,E-H) v mg/ml. U roztoki je
zaznamenana rostouci fedici fada (fddek C,D). Do pozitivni kontroly bylo pouze pfeneseno 100 pl MHB bez
antiseptik, zde nebyl patrny zadny nartist bakterii. Negativni kontrola obsahovala 100 ul MHB a 10 pl

bakterialni suspenze. V této kontrole byl zfetelny narust bakterii.

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Latka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 5 125(1,25]10,625(0,3125| 0,156 | 5 |2,5]1,25]0,625|0,3125| 0,156
B 5 125(1,25]10,625(0,3125| 0,156 | 5 |2,5]1,25]0,625|0,3125| 0,156
C 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32
D 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32
E 100 | 50 | 25 | 125 | 6,25 |negk | 100 | 50 | 25 | 12,5 | 6,25 |negk
F 100 | 50 | 25 | 125 | 6,25 |negk | 100 | 50 | 25 | 12,5 | 6,25 |negk
G 100 | 50 | 25 | 125 | 6,25 |pozk | 100 | 50 | 25 | 12,5 | 6,25 | pozk
H 100 | 50 | 25 | 125 | 6,25 |pozk | 100 | 50 | 25 | 12,5 | 6,25 | pozk
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2.7.2.1 Priprava roztoku antiseptik

Antiseptika, ktera jsou ve formé roztokd, byla nafedéna na pozadovanou koncentraci
pomoci MHB. Gely byly zvazeny na analytickych vahach a zfedény na pozadovanou
koncentraci pomoci MHB. Latky ve formé prasku byly zvazeny na analytickych vahach a
rozpustény v MHB. Vyjimkou byla antiseptika chloramid hyaluronanu (SHCI), chloramin T,
chlorhexidin a chlornan sodny, ktera byla rozpousténa ve sterilni vod¢ a triclosan, ktery byl
rozpustén v DMSQO. Bandaze byly nastithany 1x1 cm a 4 dny louhovany v MHB. Pro aplikaci
byly ptefiltrovany pftes filtr a nasledn¢ aplikovany.

2.7.2.2  Redéni dvojkovou Fadou

Do prvniho a sedmého sloupce bylo preneseno 200 ul testovaného antiseptika o dané
koncentraci. Testované latky byly vzdy ptfeneseny v dubletech. Do ostatnich (2-6, 8-12)
sloupct bylo pfeneseno 100 ul MHB. Pro postupné snizovani koncentrace antiseptik bylo
provedeno fedéni dvojkovou fadou pfimo v mikrotitracni desticce (viz obr. 5). Z prvni jamky
bylo odebrano 100 ul a pfeneseno do druhé jamky, dale pak do treti, Ctvrté, paté a Sesté.

Z posledni (Sesté a dvanacté) jamky bylo odebrano 100 ul a vyhozeno do odpadu.

200 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

TN
WAWAWAWAWAWE |

100 ulMHB 100 yl MHB 100 pl MHB 100 ul MHB 100 ul MHB odpad

zasobni roztok

Obr. 5: Nakres dvojkového fedéni v mikrotitraCni desti¢ce

Pro kontrolu byly pouzity pozitivni a negativni kontroly. Do pozitivni kontroly bylo
pouze pieneseno 100 ul MHB bez antiseptik, zde nebyl patrny zadny narGst bakterii.
Negativni kontrola obsahovala 100 ul MHB a 10 ul bakterialni suspenze. V této kontrole byl

zietelny narast bakterii. Kontroly byly pouzity pro ob€ testované bakterie.

2.7.2.3 P#iprava bakteridlni suspenze

Bakterialni suspenze byla pfipravena v plastové 20 ml zkumavce. Do 5 ml MHB byl
ptidan stér bakterii S. aureus a P. aeruginosa kultivovanych na TSA agaru pi1 37 °C; dale pak
byly bakterie uchovavany v chladni¢ce po dobu jednoho tydne. Byla pfipravena bakterialni
suspenze o absorbanci 0,1 méfena na spektrofotometru pii vlnové délce 625 nm. Tato

suspenze byla dale fed&na 20, coz odpovidd mnoZstvi bungk 5-10°. Do sloupcli 1-6 bylo
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preneseno 10 ul bakterialni suspenze pro S. aureus. Do sloupct 7-12 bylo pfeneseno 10 pl
bakterialni suspenze pro P. aeruginosa. Desti¢ky byly kultivovany po dobu 24 h v termostatu

s integrovanou tfepackou pfti teploté 37 °C ve vlhkém prostiedi.

Po inkubaci byly desticky vyfotografovany pomoci analyzatoru Syngene G-box a byla

vyhodnocena minimalni inhibi¢ni koncentrace (viz obr. 6).

Negatlvm

OO

OO

Obr. 6: Vyhodnoceni MIC — Zakal znaci aktivni rist bakterii tedy negativni vysledek.

2.7.3 Stanoveni antiseptické citlivosti bakterialnich biofilmu
Jedna se o kvantitativni metodu pouzivanou pro stanoveni minimalni biofilmové
eradika¢ni koncentrace (MBEC), tj. minimalni koncentrace antiseptik, ktera je schopna

zastavit rust bakterii a biofilmu.

Zatizeni Calgary Biofilm (CBD) je popsano jako nova technologie pro rychlé a
reprodukovatelné stanoveni citlivosti biofilmu na antibiotika a antiseptika. CBD produkuje 96
ekvivalentnich biofilmii pro stanoveni citlivosti na antibiotika/antiseptika standardni

96-jamkovou technologii.

Tato metoda probiha v prab&éhu 4 dnt. Prvni den byl nasazen biofilm. Druhy den doslo
k ovlivnéni biofilmu antiseptiky. Tteti den byl biofilm vlozen do ristového média MHB bez

antiseptik a posledni, Ctvrty den, byl rast bakterii vyhodnocen.

2.7.3.1 Zaizeni Calgary Biofilm (CBD)

CBD se sklada ze dvou ¢asti reakeni nadoby. Vrchni komponenta tvoti viko, které ma
96 hrott, a které je ut€snéno na vrchu, takze hroty nemohou byt odstranény a nedojde tak ke
kontaminaci. Hroty jsou navrzeny tak, aby sed€ly v kanalech spodni komponenty — reakéni
nadoby — a zapadly do jamek specialni 96-jamkové destiCky s postrannimi jamkami. Spodni

¢ast nadoby slouzi k nasmérovani toku média pies koliky k vytvoreni konzistentni stfizné sily
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pfes vSechny hroty, coz ma za nasledek vytvoreni ekvivalentnich biofilmi v kazdém misté
hrotu. CBD je komer¢né€ dostupny jako MBEC Assay System, jak se zafizenim, tak metodou
pouziti, a je k dispozici prostiednictvim MBEC Biofilms Technology Ltd., Calgary Alberta,

Kanada.

2.7.3.2 Tvorba biofilmu

Nejprve byla pfipravena bakteridlni suspenze. Ta byla pfipravena v plastové 20 ml
zkumavce. Do 5 ml MHB byl ptidan stér bakterie Staphylococcus aureus kultivované na TSA
agaru pii 37 °C; dale pak byla bakterie uchovavéana v chladni¢ce po dobu maximéalné jednoho
tydne. Byla pfipravena bakteridlni suspenze o absorbanci 0,1 méfena na spektrofotometru pfi

vinové délce 625 nm. Tato suspenze byla dale pouzita pro ptipravu biofilmového inokula.

Do plastové 50 ml zkumavky bylo napipetovano 14 ml MHB dale pak 1 ml bakterialni
suspenze a 100 ul plazmy, ktera byla praseciho puvodu a sterilizovana pfes filtr. Do kazdé
jamky bylo pipetovano 150 ul biofilmového inokula. Desticky byly kultivovany po dobu 24 h

v termostatu s integrovanou tfepackou pti 110 rpm a pii teploté 37 °C ve vihkém prostiedi.

2.7.3.3 Priprava roztoka antiseptik

Antiseptika, ktera jsou ve form¢ roztokd, byla nafedéna na pozadovanou koncentraci
pomoci MHB. Gely byly zvazeny na analytickych vahach a ziedény na pozadovanou
koncentraci pomoci MHB. Latky ve form¢e prasku byly zvazeny na analytickych vahach a
rozpustény v MHB. Vyjimkou byla antiseptika chloramid hyaluronanu (SHCI), chloramin T,
chlorhexidin a chlornan sodny, ktera byla rozpousténa ve sterilni vodé a triclosan, ktery byl
rozpustén v DMSO. Bandaze byly nastfihany 1x1 cm a 4 dny louhovany v MHB. Pro aplikaci
byly prefiltrovany pftes filtr a nasledné aplikovany.

2.7.3.4 Ovlivnéni

Do nové 96-jamkové desticky byla pripravena fedici fada antiseptik. Do prvniho fadku
bylo napipetovano 300 pl antiseptik o dané koncentraci. Testované latky byly vzdy preneseny
v dubletech. Do ostatnich jamek bylo napipetovano 150 ul MHB. Pro postupné snizovani
koncentrace antiseptik bylo provedeno fedéni dvojkovou fadou piimo v mikrotitrani
desticce. Z prvni jamky bylo odebrano 150 ul a pteneseno do druhé jamky, dale pak do tfeti,
ctvrté, paté, Sesté a sedmé. Z posledni (sedmé) jamky bylo odebrano 150 ul a vyhozeno do

odpadu.
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Biofilmy byly vytvofeny na hrotech vika CBD. Pfed vloZenim hrotl s biofilmem do
ptipravené desticky s antiseptiky, byly hroty 3% promyty destilovanou vodou (170 ul, 1 min).
Po promyti byly hroty vlozeny do antiseptik a kultivovany po dobu 24 h v termostatu pii

teplote 37 °C ve vlhkém prostiedi.

Jako kontrola bylo pouzito antiseptikum Prontosan 4x tfedény, dale pak biofilm bez

ovlivnéni antiseptiky a dve€ jamky, kde biofilm vibec nevyrostl (Tab 2).

Tab. 2: Priklad uspoifadani mikrotitra¢ni destiCky. Jednotlivé latky byly testovany vzdy v dubletech. Antiseptika
byla fedéna dvojkovou fadou. V tabulce je zaznamendno, jak klesala koncentrace antiseptik ve formé gelu
(sloupec 3,4,7.8,11,12) v mg/ml. U roztoku je zaznamenana rostouci fedici fada (fadek 1,2,5,6,9,10). Jako
kontrola bylo pouZito antiseptikum Prontosan 4% fedény, zde nebyl patrny opakovany narust biofilmu. Dalsi
forma kontroly byl biofilm bez ovlivnéni antiseptiky, zde byl znacny narist biofilmu. Posledni formou kontroly

byly dvé jamky bez biofilmu.

Latka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 1 250 | 250 1 1 250 | 250 10 10 25 25

B 2 2 125 125 2 2 125 125 20 20 12,5 | 12,5

C 4 4 62,5 | 62,5 4 4 62,5 | 62,5 40 40 6,25 | 6,25

> >

D 8 8 [3125]3125| 8 8 [3125]3125| 80 | 80 |3,125]3,125

E 16 16 | 15,63 | 15,63 | 16 16 | 15,63 [ 15,63 | 160 160 | 1,563 | 1,563

F 32 32 7,81 | 7.81 32 32 7,81 | 7,81 | 320 | 320 | 0,781 | 0,781

> > >

G 64 64 391 | 391 64 64 391 | 391 | 640 | 640 | 0,391 | 0,391

kont. bez
biofilmu

H kont. biofilm bez ovlivnéni kont. Prontosan

2.7.3.5 VloZeni do MHB

Tteti den, po ovlivnéni biofilmu antiseptiky, byly hroty opét promyty destilovanou
vodou (2%,170 ul, 1 min). Promyté hroty byly vlozeny do desti¢ky, kde bylo napipetovano
150 ul MHB a opét kultivovany po dobu 24 h v termostatu pfi teploté 37 °C ve vlhkém

prostiedi.

Po inkubaci byla méfena absorbance zakalu pii vlnové délce 390 nm pomoci

programu Kaleido.
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2.7.3.6 Barveni biofilmu

V prabéhu této metody bylo provedeno barveni biofilmu a nasledné mikroskopovani
pomoci fluorescencniho mikroskopu NIKON TI-E. Biofilm byl opatrn€é odebran z hrotu a
prenesen na podlozni sklicko. Aby se zabranilo vyschnuti biofilmu, byl pokapan barvicim
roztokem, 1 ml fyziologického roztoku, 2 ul (1,5 mM) PI a 10 ul (0,5 uM) SYTO, a piikryt
krycim sklickem. Preparat byl pozorovan a vyfotografovan pii zvétSeni 600x. Propidium
jodid (PI) je cervené fluorescencni barvivo barvici mrtvé buiky. SYTO je zelené

fluorescen¢ni barvivo barvici nukleovou kyselinu zivych bungk.
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3 VYSLEDKY
Abychom zjistili minimalni inhibi¢ni koncentraci u 25 nejastéji pouzivanych a
dostupnych antiseptik, které se pouzivaji pii 1é€b€ chronickych ran, byl proveden test dilu¢ni

metodou viz Tab. 3.

Nejprve byla antiseptika rozdélena na finalni produkty, které jsou bézné dostupné
v lékarnach a na antiseptika u kterych Ize ménit koncentraci u€inné latky tzv. , koncentrovana
antiseptika“. Mezi tato ,koncentrovana antiseptika™ patii chlorhexidin, triclosan, chloramid

hyaluronanu (SHCI), chloramin T, chlornan sodny.

Z antiseptik, jejichz u€innd latka je jod, je nejucinné|§i Betadine. Z antiseptik
zalozenych na ucinku aktivniho kysliku je neucinn€jsi Actimaris Forte. Jako nejucinngjsi
antiseptikum z chlornanti se projevil Hyalecasan. Ze skupiny antiseptickych latek s aktivni
latkou PHMB byly stejné€ ucinné prostiedky Prontosan a Lavanid. Octenilin Wound Gel byl
neucinngjsi antiseptikum ze skupiny oktenidinu. Ze skupiny antiseptik, jejichz u€innou latkou
je stiibro, nebylo mozné ur¢it, jaka latka je nejucinngjsi, jelikoz se jedna o bandaze, u kterych

je dulezity faktor rozpousténi v médiu.

Koncentrace ucinné latky u S. aureus a P. aeruginosa se u vétSiny antiseptik 1isi

dvojnasobné. U bakterie P. aeruginosa byla potieba vyssi koncentrace antiseptik.

Z tabulky 3 je také zifeymé, ze na uCinnost antiseptik nema vyrazny vliv koncentrace
rastového média. VéEtsina antiseptik vykazovala stejnou ucinnost jako u pavodni koncentrace
MHB. Rozdil v u€innosti byl vidét pouze u antiseptik KerraContact, Suprasorb X, Octenilin

Wound Gel a triclosan

Abychom zjistili minimélni biofilmovou eradikaéni koncentraci, byl proveden test
stanoveni antibakterialni citlivosti na biofilm vypé&stovany metodou Calgary Biofilm. Tento
test byl proveden pouze pro bakterii S. aureus. Biofilm vytvoteny bakterii P. aeruginosa
nebyl testovan z divodu zhorSeného rustu biofilmu, a tedy i horsi reprodukce vysledka.

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 3: Pfehled miniméalni inhibi¢ni (MIC) a minimalni biofilmové (MBEC) eradikacni koncentrace testovanych antiseptik.
MIC byla méfena mikrodiluéni metodou. Minimalni biofilmova eradikaéni koncentrace byla méfena pomoci metody
biofilmu na hrotech (Calgary Biofilm Device). Hodnoty odpovidaji hmotnosti pevné latky nebo gelu, pfipadné fedéni
zasobniho roztoku nebo vyluhu bandaze. Kazda hodnota reprezentuje tii shodna opakovani (modus).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) MBEC
1x MHB 2x MHB
Latka/produkt S. aureus P'. S. aureus P'. S. aureus
aeruginosa aeruginosa
Jod

Hyiodine >4x >4x - - >4 x
Betadine 80x 20x 80x 20x 16x

Stribro
Kerracontact Ag 2 2x >1x 1x >1x
Suprasorb A + Ag 1x 1x >1x 1x >1x
Mepilex Ag 1% 1% 1% 1x >1x
Aquacel Ag+ >1x >1x - - >1x
Acticoat 1% 1% >1x 1x >1x
Silvercel >1x 1x - - >1x
Kyslikové radikaly
Actimaris Sensitive >4 >4x - - 1x
Actimaris Forte 4x 4x
Manukovy med 8x 4x 8x 4x >4

Chlornany

SHCI 2,5 mg/ml 5 mg/ml 2,5 mg/ml 5 mg/ml | 6,25 mg/ml
Hyalecasan >4 >4 - - >4
Chloramin T 2,5 mg/ml 2,5 mg/ml 2,5mg/ml  2,5mg/ml | 2,5 mg/ml
Lavanox >4 x >4x - - 1x
Chlornan sodny 80x 40x

PHMB
Lavanid 6,25 mg/ml 12,5 mg/ml | 6,5mg/ml 50 mg/ml >4
Prontosan 400x 200x 400x 100x% 16x
Suprasorb X 32x 8x 16x 1% >1x

Chlorhexidin
Vodny roztok 0,000244% 0,004167%
Bactigras 1x >1x 1% >1x >1x
Oktenidin

Sorelex >1x >1x - - >1x
Octenilin Wound Gel | 6,25 mg/ml 6,25 mg/ml | 12,5 mg/ml 25 mg/ml | 50 mg/ml
CltEnili Vgl 160x 80 160~ 40% 16
Irrigation Solution

Fenoly
Triclosan 0015259 5 gy pgmt | 0970 301 ugimi | 0,488

pg/ml pg/ml ng/ml
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Pii porovnani uc¢innosti antiseptik na planktonické butiky a biofilm je ziejmé, ze
biofilm je odoln&jsi vici jejich GCinku. Mnoho antiseptik nevykazovalo zadnou ucinnost.
Znalny pokles ucinnosti antiseptik oproti dilu¢ni metodé byl vidét u prostiedka Betadine,
Lavanid, Prontosan, vodného roztoku chlorhexidinu, Ocfenilin Wound Irrigation Solution a
triclosanu. Nejvétsi pokles tcinnosti melo antiseptikum Lavanid, jehoz G€innost se snizila az
40x. Mezi nejucinngj§i ,koncentrovana antiseptika™ patfil triclosan a vodny roztok
chlorhexidinu. Mezi nejucinngjsi finalni antiseptika patiil Prontosan a Octenilin Irrigation
Solution. Naopak nejmén¢ ucinna antiseptika proti biofilmu byly vSechny testované bandaze,
tedy Acticoat, Aquacel, KerraContact, Silvercel, Sorelex,

Bactigras, Mepilex Ag,

Suprasorb Ag, Suprasorb X, jak je vidét z Tab. 4.
Tab. 4: Pfehled miniméalni inhibi¢ni (MIC) a minimalni biofilmové (MBEC) eradikacni koncentrace testovanych antiseptik.

MIC byla méfena mikrodiluéni metodou. Minimalni biofilmova eradikaéni koncentrace byla méfena pomoci metody
biofilmu na hrotech (Calgary Biofilm Device). Hodnoty odpovidaji procentudlnimu zastoupeni u¢inné latky ve finalnich

prostiedcich ve formé gelu a roztoku. Kazda hodnota reprezentuje ti shodna opakovani (modus).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) MBEC
1x MHB 2x MHB
Latka/produkt S. aureus P'. S. aureus P'. S. aureus
aeruginosa aeruginosa
Jod
Hyiodine >0,025%  >0,025 % - - >0,025 %
Betadine 0,0125 % 0,05 % 0,0125 % 0,05 % 0,0625 %
Kyslikové radikaly
Actimaris Sensitiv >0,3 % >0,3 % - - 1,2 %
Actimaris Forte 0,75 % 0,75 %
Manukovy med 2% 4% 2% 4% >4 %
Chlornany
Hyalecasan >75x107 % >7,5%107 % - - >7.5%x10™ %
Lavanox >0,02 % >0,02 % - - 0,08 %
PHMB
Lavanid 2,5x107 % 5x107% | 2,5x107%  2x10° % >0,01 %
Prontosan 2,5x10%%  5x10%9% | 2,5x10%%  1x10°% | 6,25x107 %
Oktenidin
Octenilin Wound Gel | 3,125x10™  3,125x10™" | 6,25x10"  1,25x107 | 2,5%x107%
% % % %

Octenilin Wound 3,125x10™ —— 3,124x10*  1,25x10° | 3,125%107
Irrigation Solution % ’ ° % % %
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Test kontaktni inhibice je kvalitativni metoda pro stanoveni citlivosti bakterialniho
kmene k antiseptikim. Antiseptikum se postupné uvoliiuje z gazy nebo bandaze a pronika do
pudy. Naockované bakterie se mnozi na pudé, ale v okoli gazy nebo bandaze se podle
citlivosti mnozit prestavaji. V urCité vzdalenosti od gazy nebo bandaze prestava byt
antiseptikum G¢inné a neni schopné zabranit mnozeni bakterii. Okolo gazy nebo bandaze se

vytvoti okruh znacici inhibi¢ni zonu.

Pro zjisténi velikosti inhibi¢ni zony byl proveden test kontaktni inhibice. Velikost
inhibi¢ni zony byla méfena celkem u 24 antiseptik, a to téch, ktera se nejCastéji pouzivaji pri
1é¢be chronickych ran. Stejné jako u dilu¢ni metody a stanoveni citlivosti biofilmu, bylo
nejucinné]si ,,koncentrované antiseptikum® triclosan. Z finalnich antiseptik bylo nejucinnéjsi
Betadine. Velmi malad inhibi¢ni zéna byla zmeéfena u prosttedk Hyalecasan, Actimaris
Sensitive, Lavanid a Bactigras. Opét byl viditelny rozdil mezi velikosti zony u S. aureus a
P. aeruginosa, kdy u P. aeruginosa byla inhibi¢ni zéna mensi nez u S. aureu. Naméfené

hodnoty jsou uvedeny v Tab. 5.

Z antiseptik, jejichz uCinna latka je jod, ma nejvét§si inhibi¢ni zonu Befadine.
Z antiseptik s u¢innou latkou stiibro ma nejveétsi inhibicni zonu Suprasorb A + Ag.
Z antiseptik zalozenych na ucinku aktivniho kysliku byl neucinn&$i Manukovy med.
Antiseptika s nejvetsi inhibicni zénou z chlornanl jsou chloramid hyaluronanu (SH-CI)
a chlornan sodny. Ze skupiny antiseptickych latek s aktivni latkou PHMB ma nejvétsi
inhibi¢ni zonu Suprasorb X. Octenilin Wound Irrigation Solution ma nejvetsi inhibicni zoénu

ze skupiny antiseptik s u€innou slozkou oktenidin.
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Tab. 5: Velikost inhibi¢nich z6n testovanych antiseptik v mm méfené metodou kontaktni inhibice.

Inhibi¢ni zé6na [mm]
Latkalprodulkt Staphylococcus Pseudomonas
aureus aeruginosa
Jod
Hyiodine 10+6 4+1
Betadine 59427 18+5
Betadine 10x fedéné 2045 3]
Stribro
Kerracontact Ag 643 9+3
Suprasorb A + Ag 13+2 16+1
Mepilex Ag 4+2 3+1
Aquacel Ag+ 9+1 12+1
Acticoat 8+1 12:£2
Silvercel 5+1 642
Kyslikové radikaly
Actimaris Sensitiv 543 040
Manukovy med 35+7 8+1
Chlornany
SHCI 25 mg/ml 16+9 3+1
Hyalecasan 2+0.4 3+1
Chloramin T 10 mg/ml 92 345
Lavanox 6+2 1+£2
PHMB
Lavanid 6+1 040
Prontosan 1242 253
Suprasorb X 2142 4+1
Chlorhexidin
0,1% vodny roztok 34+£5 11£2
Bactigras 442 2+0.3
Oktenidin
Sorelex 3+0.5 1+1
Octenilin Wound Gel Tl 5]
(s)gltjgg;n Wound Irrigation 1547 4x1
Fenoly
Triclosan 25 pg/ml 115+35 L= |

Na obrazku €. 7 jsou znazornéné piiklady inhibi¢nich zon vybranych antiseptik proti
bakterii S. aureus. Z obrazku je viditelné, jak velikou inhibi¢ni zoénu zpisobilo antiseptikum

triclosan.
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Na obrazku €. 8 jsou znazornéné piiklady inhibi¢nich zon vybranych antiseptik proti

bakterii P. aeruginosa.

A B C D
Obr. 7: Velikost inhibi¢ni zony antiseptik proti S.aureus na pidé MHB, metoda kontaktni inhibice

A: Suprasorb A+ Ag, B: triclosan 25 ug/ml, C: Manukovy med, D: Bactigras

A B C D

Obr. 8: Velikost inhibi¢ni zony antiseptik proti P. aeruginosa na pudé MHB, metoda kontaktni inhibice
A: Suprasorb A + Ag, B: Acticoat, C: chloramin T 10 mg/ml, D: chlorhexidin 0,1 % vodny roztok

V prabéhu testovani citlivosti biofilmu na antiseptika bylo provedeno barveni biofilmu
a nasledné mikroskopovani pod fluorescenénim mikroskopem. Biofilm byl barven
fluorescen¢nimi barvami propidium jodid (PI) a SYTO. PI je Cervené fluorescen¢ni barvivo
barvici jadra a chromozomy. Protoze zivé builky nejsou propustné pro PI, pouziva se PI
k detekci mrtvych bunék v populaci. SYTO je zelené fluorescencni barvivo barvici nukleovou

kyselinu zivych a mrtvych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

Na obrazku ¢. 9 je znazornéné barveni kontrolniho biofilmu, ktery nebyl ovlivnén
antiseptiky. Je vidét znaCny nartst biofilmu. Bunky jsou barveny zelen¢ ale i Cervené, to
znaci, ze v prubéhu tvorby biofilmu dochazi k tvorbé novych bun€k ale i zaniku starych

buneék.
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Obr. 9: Kontrolni biofilm pod fluorescenénim mikroskopem. a) zelené jsou barveny Zivé butiky b) Cervené jsou
barveny mrtvé buitiky c¢) piekryv snimka a, b. Barveni bylo provedeno pomoci SYTO (zelend) a propidium jodid
(Cervend)

Na obrazcich €. 10 je zndzornéné barveni biofilmu po ovlivnéni chlornanem sodnym,
ktery byl 80x fedény, tedy o koncentraci 0,03625 % NaOCI. Tato koncentrace odpovida jiz
koncentraci, kdy nejsou bakterie v biofilmu zcela usmrceny. Z obrazku je zfejmé, ze pocet
Cervené¢ a zelené zbarvenych bunék je piiblizné stejny. Lze tedy konstatovat, Ze vyssi
koncentrace chlornanu sodného jiz pln€ usmrcuje butiky v biofilmu. Vysledky barveni

biofilmu odpovidaji vysledkiim méfeni minimalni eradikacni biofilmové koncentrace.

Obr. 10: Chlornan sodny 0,03625 % NaOCl pod fluorescenénim mikroskopem. a) zelené jsou barveny Zivé

buiky b) Cervené jsou barveny mrtvé buiiky ¢) prekryv snimka a, b. Barveni bylo provedeno pomoci SYTO

(zelena) a propidium jodid (Cervena)
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4 DISKUSE

V duasledku rostouci bakterialni rezistence na antibiotika jsou v dnesni dob¢ pfi 1écbé
chronickych ran mnohem vice pouzivana lokalni antiseptika. Na trhu je dostupna celd tfada
antiseptik s riznymi U¢innymi latkami. Bylo testovano celkem 25 dostupnych antiseptickych
latek s aktivnimi slozkami jako je stfibro, j6d, kyslikové radikaly, chlér, PHMB, chlorhexidin,

octenidin a triclosan.

Mezi antiseptika jejichz aktivni latka je jod, patii Betadine a Hyiodine. Kdyz
porovname nameéfené hodnoty téchto dvou latek, je ziejmé, ze GCinngsi je Betadine. Obe
antiseptika se liSi mnozstvim uc¢inné latky ve finalnim produktu. Betadine obsahuje 1 %
aktivniho jodu, zatim co Hyiodine je tvoten 0,1 % jodu, coz ma velkou roli v jejich u€innosti.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla métena dilu¢ni metodou podle CLSI normy M0O7
(MO7Ed11E_Methods Dilution Antimicrob) (Weinstein 2018). MIC antiseptika Betadine,
vyjadiena v procentualnim zastoupeni ucinné latky, €inila 0,0125 % pro bakterii S. aureus a
pro bakterii P. aeruginosa byla MIC 0,05 %. U antiseptika Hyiodine nebyla stanovena MIC,
jelikoz mnozstvi uinné latky v produktu je nizsi. MIC u produktu Hyiodine je vyssi nez
0,025 % jak pro S. aureus, tak i pro P. auruginosa. U obou téchto produktd byla také
testovana citlivost biofilmu, tedy minimalni biofilmovéa eradikacni koncentrace (MBEC).
Tento pokus byl proveden pomoci zarizeni Calgary Biofilm (CBD). MBEC byla stanovena
pouze pro S. aureus. MBEC antiseptika Betadine ¢inila 0,0625 %. Antiseptikum Hyiodine ma
MBEC vy$§i nez 0,025 %. Hu et al. (2018) ve své studii uvadi, ze MIC antiseptika Betadine
je 3,13 % pro S. aureus a MBEC je 12,5 %. Autor ve své studii uvadi procentuélni fedéni
produktu Betadine. Jestlize tyto hodnoty pfepocitame na procentualni zastoupeni aktivniho
jodu, jedna se o hodnoty 0,0313 % pro MIC a 0,125 % pro MBEC. Rozdilné koncentrace
mohou byt zplisobeny jinym pomérem bakterialni suspenze a rustového média. Je nezbytné
zminit, ze ve studii Hu et al. (2018) byl pouzit jiny bakterialni kmen a to ATCC 25923. Bylo
také pouzito jiné ristové médium, a to TSB. Stejn€ jako v nasi studii, i ve studii Hu et al.
(2018) je cCtyfnasobny narGst v koncentraci potfebné pro usmrceni planktonickych a
biofilmovych bakterii. Pro antiseptika bylo provedeno i vySetteni kontaktni inhibice, ktera se
pouziva pro stanoveni citlivosti bakterialniho kmene k antiseptikiim. Pro prostfedek Betadine
byla kontaktni inhibice métrena pro dvé koncentrace. Pro nefedény roztok Betadine (1 % jod)
byla zméfena inhibi¢ni zona 59+27 mm pro S. aureus. Pro P. aeruginosa byla zméfena
inhibi¢ni zéna o velikosti 18+5 mm. Betadine 10x fedéna (0,1 % jod) vytvoftila inhibi¢ni zoénu

o velikosti 20+5 mm pro S. aureus a pro P. aeruginosa 3+1 mm. Pro antiseptikum
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Hyiodine (0,1 %) byla zméfena inhibi¢ni zona o velikosti 1026 mm pro S. aureus a pro P.
aeruginosa 41 mm. Opét byl viditelny rozdil acinnosti antiseptik proti S. aureus a

P. aeruginosa.

Antiseptika obsahujici stfibro jako aktivni slozku jsou v nasem ptipadé pouze finalni
bandaze. V mnoha pripadech je velice obtizné zjistit mnozstvi u¢inné latky. Bandaze obsahuji
stfibro ve formée nanokrystalického stiibra nebo ve forme iontového stiibra. Stanoveni MIC a
MBEC u antiseptik ve formé bandazi je ovlivnéno mnoha faktory. Jeden z hlavnich faktort
by mohl byt faktor rozpousténi do média. Yin, Langford, a Burrell (1999) ve své studii
porovnavaji antimikrobialni uU€innost stiibrné bandaze Acficoat, dusi¢nanu stiibrného a
sulfadiazinu stfibrného. Ze studie vyplyva, ze tyto testované prostiedky jsou témeér stejne
ucinné. Pro antiseptikum Acticoat byla stanovena MIC pro S. aureus 12,5 pg / ml a pro
P. aeruginosa 7,5 pg / ml. Pro antiseptika ve formée bandézi byl také proveden test kontaktni
inhibice pro urfeni inhibi¢ni zony antiseptik. Jako nejucinnéjsi z téchto bandazi se projevila
bandaz Suprasorb A + Ag, jejiz inhibi¢ni zéna méfila 13+2 mm pro S. aureus a 16£1 mm
pro P. aeruginosa. Nejméné ucinna bandaz byla Mepilex Ag, jejiz inhibi¢ni zona byla
4+2 mm pro S. aureus a 31 mm pro P. aeruginosa. Antiseptika s aktivni latkou stiibro,
vykazovala t¢méf totoznou ucinnost. Porovname-li nami nameéfené hodnoty s hodnotami ve
studii Castellana et al. (2007), 1isi se pouze v fadech milimetri. Piikladem je nami naméfena
inhibi¢ni zona antiseptika Aquacel pro S. aureus, ktera byla 9+1 mm, a pro P. aeruginosa
12+1 mm. Castellano et al. (2007) ve své studii uvadi pro stejny prostiedek inhibi¢ni zénu o
velikosti 10+1 mm pro S. aureus a 141 mm pro P. aeruginosa. P. aeruginosa vykazuje
nejvetsi inhibi¢ni zénu z divodu vyssi citlivosti tohoto druhu na toxicitu iontd stfibra

(Mulley, Jenkins, a Waterfield 2014).

Do skupiny antiseptik zalozenych na ulinku aktivniho kysliku tadime Actimaris
Sensitiv, Actimaris Forte a Manuka med. U vSech téchto latek se opét 1isi mnozstvi uinné
latky. Actimaris Sensitiv obsahuje 1,2 % moftské soli. Actimaris Forte obsahuje 3 % moiské
soli. Ptirodni Manukovy med obsahuje 16 % peroxidu vodiku. Tato antiseptika se od sebe lisi
i obsahem dalSich antimikrobialnich slozek. Actimaris Sensitiv a Actimaris Forte kromé
moiské soli obsahuji také chlorid sodny o koncentracich 0,04 % pro Actimaris Sesitiv a 0,2 %
pro Actimaris Forte. Stagos et al. (2018) ve své studii prokazal, ze po oSetfeni medu katalazou
vykazuje vys§i hodnotu MIC proti S. aureus nez neoSetieny typ medu, coz ukazuje, ze
peroxid vodiku vykazuje vyznamnou antibakterialni aktivitu. V Manukovém medu kromé

peroxidu vodiku také antimikrobialné pisobi methylglyoxal 0,055 %. U téchto tii finalnich
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antiseptickych produktti byl proveden dilu¢ni test za ucelem urceni MIC. MIC u antiseptika
Actimaris Sensitiv nebyla stanovena. MIC u produktu Actimaris Sensitiv je vyssi nez 0,3 %
jak pro S. aureus, tak 1 pro P. auruginosa. U antiseptika Actimaris Forte byla MIC testovana
pouze pro S. aureus. Actimaris Forte vykazuje vySsi uCinnost nez Actimaris Sensitiv. MIC
prostiedku Actimaris Forte ¢ini 0,75 % pro S. aureus. Jako posledni testovany produkt této
skupiny byl Manukovy med. Manukovy med je ptirodni produkt z Nového Zélandu a mnozstvi
ucinné latky se hodnoti podle parametru UMF (Unique Manuka Factor). Hodnoceni UMF je
otestovanim antibakteridlni ucinnosti medu a porovnavani jeji hodnoty k fenolu, coby
dezinfekénimu prostredku. MIC Manukového medu u bakterie S. aureus je 2 % u€inné latky,
coz odpovida 12,5 % mnozstvi medu. Pro bakterii P. aeruginosa je MIC Manukového medu
2x vetsi, tedy 4 % ucinné latky, ¢ili 25 % Manuka medu. Ve studiich Anand et al. (2019) a
Stagos et al. (2018) byla urc¢ena MIC 6,25 % mnozstvi Manuka medu. Studie Safii, Tompkins,
a Duncan (2017) uvadi, ze mnozstvi medu inhibujici rast bakterie S. aureus se pohybuje
v rozmezi 6,3 % - 25 %. Stagos et al. (2018) ve své studii uvadi, ze MIC Manukového medu
pro P. aeruginosa odpovida 12,5 % obsahu Manuka medu v roztoku, zatim co Anand et al.
(2019) ve své studii uvadi, ze MIC Manukového medu odpovida 25 % mnozstvi medu
v roztoku. Porovname-li tato tfi antiseptika, je zfejmé, Ze nejucinngjsi antiseptikum je
Actimaris Forte. MBEC u antiseptika Actimaris Sensitiv €ini 1,2 % uc¢inné latky. MBEC u
antiseptika Actimaris Forte vySlo stejné jako MIC tedy 0,75 % ucinné latky. MBEC u
Manukového medu nebyla stanovena. MBEC Manukového medu cinila vice jak 4 %.
Porovname-li tato tfi antiseptika, je zfejmé, Ze nejucinné&jsi antiseptikum je Actimaris Forte.
Velikost inhibi¢ni zony byla méfena pouze pro antiseptiké produkty Actimaris Sensitiv a
Manukovy med. Produkt Actimaris Sensitiv, stejn€ jako pfi stanoveni MIC, neprokazal velkou
ucinnost. Velikost inhibi¢ni zény pro S. aureus byla 5£3 mm. Proti bakterii P. aeruginosa
nevykéazalo antiseptikum zadnou Uc¢innost. Naopak Manukovy med byl pii této metodé znacne
ucinnéj§i. Velikost inhibi¢ni zony pro S. aureus byla 35+7 mm, pro P. aeruginosa 8+1 mm.
Porovname-li nami naméfené hodnoty inhi¢nich zon Manukového medu s hodnotami ze
studie Stagos et al. (2018) byla urcena velikost zony pro P. aeruginosa ptiblizn€ stejna. Co se
tyCe bakterie S. aureus, byla nami méfena velikost zony vétsi o 20 mm. Tato skutecnost
naznaCuje, ze P. aeruginosa je mén¢ citlivd na antibakterialni ucinky medu (Stagos et al.

2018).

Antiseptika majici aktivni slozku chlor je tfeba rozdé€lit na , koncentrovana

antiseptika“ a finalni prostiedky. Mezi ,.koncentrované antiseptika™ fadime latky, které nejsou
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voln¢ prodejné a byly testovany pro dalsi vyzkumné ucely. Témito antiseptiky jsou
chloramid hyaluronanu (SH-CI), chloramin T a chlorman sodny. Mezi finalni antiseptika
fadime Hyalecasan a Lavanox. Tato dvé findlni antiseptika se jiz lisi obsahem chloru.
Hyalecasan obsahuje 0,03 % chloru, Lavanox obsahuje 0,08 % chloru. Jako u predchozich
produktl tak i u Hyalecasanu a Lavanoxu byla stanovena MIC a MBEC. U obou
Hyalecasanu 1 Lavanoxu, nebyla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace. U téchto
finalnich antiseptik nelze fict, které antiseptikum je vice ucinné a které naopak méné&. Pro tato
antiseptika byla také stanovena minimalni biofilmova eradikac¢ni koncentrace. MBEC byla
stanovena pouze u antiseptika Lavanox, ktera Cinila 0,08 % chléru. Pro antiseptikum
Hyalecasan nebyla stanovena MBEC. MBEC je vyssi nez 7,5x107 % chloru. Porovname-li
tato dve¢ antiseptika diluéni metodou, nelze urcit, které znich je GCinn&jsi. Ale jestlize
porovname tyto dva findlni produkty technikou kontaktni inhibice je zfejmé, ze ucinn&jSim
produktem se jevi Lavanox. Severing et al. (2019) ve své studii porovnava ucinnost finalnich
produktl Lavanox a Actimaris Forte pomoci metody kvantitativni suspenze. Ze zkoumanych
roztokQ byl Actimaris Forte nejucinn€jsim mikrobicidnim Cinidlem. S vyjimkou nejniZzsi
koncentrace (10 %) dosahly vSechny testované koncentrace roztoku Actimaris Forte silného
antimikrobialniho GCinku proti testovanym mikrobum S. aureus a P. aeruginosa béhem
15 minut. Dvé nejvys$si koncentrace (100 %, 75 %) doséhly silného antimikrobialniho u€inku
jiz béhem 1 minuty. Lavanox mél také silné mikrobicidni ufinky, ale pro dosazeni
pozadované redukce > 5 log 1o potieboval minimalné¢ 5 minut. MIC a MBEC jsme také
stanovili u , koncentrovanych antiseptik®, jejichz mnozstvi ucinné latky odpovida mnozstvi
latky. MIC pro antiseptikum chloramid hyaluronanu byla stanovena 2.5 mg/ml pro S. aureus,
a 5 mg/ml pro P. earuginosa. MIC pro antiseptikum chloramin T byla stanovena 2,5 mg/ml
pro S. aureus 1 P. aeruginosa. Fuursted (1997) ve své studii testoval MIC pro 9 patogend,
mezi kterymi byly 1 S. aureus a P. aeruginosa. Pro antiseptikum chloramin T Fuursted (1997)
stanovil primémou minimalni inhibi¢ni koncentraci 0,857 mg/ml. Tyto odlisné hodnoty
mohou byt zpusobené jinym typem bakterii, kdy Fuursted (1997) ve své studii pouzil
S. aureus (ATCC 25913), P. aeruginosa (ATCC 27853) a 7 dalSich bakterii. Dal§i mozna
pfic¢ina zjisténé niz§i MIC muize byt jiny pomér bakterialni suspenze a rustového média.
Vysledky mohou byt zkresléné, jelikoz se jedna o primérnou hodnotu MIC 9 patogent. Pro
antiseptikum chlornan sodny byla nami stanovena MIC 0,03625 % chloru. Locker, Fitzgerald,
a Sharp (2014) ve své studii stanovil MIC chlornanu sodného 0,0250 %. Minimalni
biofilmova eradika¢ni koncentrace téchto , koncentrovanych antiseptik® byla provedena stejne

jako u finalnich antiseptik. MBEC chloramidu hyaluronanu je 2,5% vy§§i nez MIC. Chloramin
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T projevil stejnou ucinnost jak proti planktonickym buiikam, tak proti biofilmu. Potiebna
koncentrace chlornanu sodného pro usmrceni biofilmu je 2x vys§i nez potfebna koncentrace
pro usmrceni planktonickych bunék. Metodou kontaktni inhibice byly testovany pouze
chloramid hyaluronanu o koncentraci 25 mg/ml a chloramin T o koncentraci 10 mg/ ml.
V ptipadé bakterie P. aeruginosa je jejich u¢innost velice podobna. Pro bakterii S. aureus byl

ucinngj$i chloramid hyaluronanu.

Antiseptika s u¢innou slozkou PHMB jsou Lavanid, Prontosan a Suprasorb X.
Vsechna tato antiseptika fadime do skupiny finalnich prostfedkd, jejichz mnozstvi ucinné
latky je pro Lavanid 0,04 %, pro Prontosan 0,1 % a pro Suprasorb X 0,3 %. U téchto tii
finalnich produktd byl proveden dilucni test pro stanoveni MIC. Antiseptika Lavanid a
Prontosan byla pii testovani MIC stejné Ginna jak proti bakterii S. aureus, kdy MIC téchto
finalnich produktd &inila 2.5x107%, tak i proti bakterii P. aeruginosa, kdy jejich MIC
odpovidala 5107 % uginné latky. Uginnost téchto dvou finalnich prostiedki se pouze lisi
v ucinnosti proti biofilmu. MBEC byla stanovovana pouze pro bakterii S. aureus. MBEC pro
antiseptikum Lavanid nebyla stanovena. Pro antiseptikum Prontosan byla stanovena MBEC
v hodnoté  6,25x10°%. Prontosan vykazuje lep$i u&innost proti biofilmu. Jelikoz
antiseptikum Suprasorb X je bandaz, tak stanoveni MIC a MBEC bylo ovlivnéno mnoha
faktory. Jeden z nejvyznaméjsich faktord by mohl byt faktor rozpousténi do média. Metodou
kontaktni inhibice byla zjiSt€na velikost inhibi¢ni zony proti bakteriim S. aureus a
P. aeruginosa. Jako nejucinngjsi ztéchto finalnich produkti byla bandaz Swuprasorb X.
Nejnizsi G€innost prokazal prosttedek Lavanid, ktery proti bakterii P. aeruginosa nebyl viibec
uCinny. Jestlize porovname ucinnost finalnich prostfedkli proti bakteriim S. aureus a

P. auruginosa, je vidét znaény pokles ucinnosti proti P. aeruginosa.

Antiseptika, jejichz ucinna latka je chlorhexidin, délime na , koncentrovana
antiseptika“ a findlni produkty. Jako , koncentrované antiseptikum®™ byl testovan vodny
roztok chlorhexidinu. Jako finalni produkt byla testovana bandaz Bacftigras, jejiz obsah
ucinné latky Cini 0,5 %. Stejné€ jako v predchozich pripadech, tak 1 u bandaze Bactigras mohlo
byt stanoveni MIC a MBEC ovlivnéno mnoha faktory, ptedevsim faktorem rozpustnosti do
média. Vodny roztok chlorhexidinu, byl testovan dilu¢ni metodou pro zjisténi MIC. MIC
vodného roztoku chlorhexidinu €inila 0,000244 % pro S. aureus. MBEC bylo stanovovano
pouze pro S. aureus. MBEC vodného roztoku chlorhexidinu pro S. aureus je 17x vyssi nez
MIC. Mazzola et al. (2009) ve své studii uvadi, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace

chlorhexidinu pro S. aureus je 0,01 %. Takto odlisné hodnoty mohou byt zptisobeny odlisnym
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pomérem bakterialni suspenze a rustového média. Je nezbytné zminit, ze v této studii byl
pouzit jiny bakterialni kmen, a to ATCC 25923. Bylo také pouzito jiné rustové médium, a to
TSB. Pro stanoveni citlivosti bakterialniho kmene k antiseptikim byla provedena kontaktni
inhibice. U obou testovanych vzorkli je zona pro S. aureus vétsi nez pro P. aeruginosa.
Piikladem je zmenS$eni inhibi¢ni zony u vodného roztoku chlorhexidinu o koncentraci 0,1 %,

kdy pro P. aeruginosa byla zéna o 22 mm menSi nez pro S. aureus.

Mezi testované antiseptické prostfedky s Gcinnou slozkou oktenidin fadime finalni
prostiedky, kterymi jsou bandaz Sorelex, Octenilin Wound Gel a Octenilin Irrigation
Solution. V prosttedcich Octenilin Wound Gel a Octenilin Irrigation Solution je koncentrace
oktenidinu 0,05 %. Porovname-li tyto produkty, Octenilin Wound Gel a Octenilin Irrigation
Solution, je ziejmé, ze jejich u€innost je podobna. Je to ziejmé zapii¢inéno tim, ze oba tyto
produkty obsahuji stejné mnozstvi uinné latky. Nepatrny rozdil v jejich G¢innosti muze
zpusobovat jejich finalni forma, kdy Octenilin ve formé gelu je nepatrné ucinngjsi.
V uinnostt  proti  biofilmu je jejich UCinnost témeér stejna. U antiseptika
Octenilin Irrigation Solution se u€innéa koncentrace latky snizila 10x, zatim co u antiseptika
Octenilin Wound Gel se ucinnd koncentrace latky snizila 8%. Stanoveni MIC a MBEC u
antiseptik ve formé bandazi bylo opét ovlivnéno mnoha faktory. Jednim z hlavnich faktort
muze byt faktor rozpousténi do média. Proto i u bandaze Sorelex nelze presn¢ urcit MIC a
MBEC. Jestlize porovname tyto finalni prostfedky na zéklad€ testu kontaktni inhibice, je
zjevné, ze nejucinngjsi byl prostiedek Octenilin Irrigation Solution. Naopak nejménée ucinny

prostiedek byl Sorelex.

Do skupiny fenolt fadime antiseptikum triclosan zvané také jako Irgasan. Z tabulky
€. 3 je ziegmé, ze ztestovanych antiseptik je triclosan nejucinné€j§i. Triclosan patii mezi
,,koncentrovana antiseptika“, jejichz koncentrace se mohla v prib&hu testovani upravovat. U
antiseptika triclosan byla namé&fena minimalni inhibi¢ni koncentrace nizsi nez 0,015 pg/ml
pro S. aureus. Fan et al. (2002) ve své studii uvadi, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace
triclosanu pro 31 nahodnych klinickych izolata S. aureus bylo 0,016 pg/ml (24 kment). Podle
studie Assadian et al. (2011) je minimalni inhibi¢ni koncentrace triclosanu 0,125 pg/ml. Pro
P. aeruginosa byla nami naméfena MIC triclosanu 7,81 pg/ml. Uginnost triclosanu proti
biofilmu se az 32,5% snizila v porovnani s G€innosti proti planktonickym buiikdm. Inhibi¢ni
zOna antiseptika triclosan pii koncentraci 25 ug/ml pro S. aureus métila 115435 mm a pro

P. aeruginosa byla velikost inhibi¢ni zony 5+1 mm. Takto odli¥né velikosti inhibi¢nich zon
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koreluji s velkym rozdilem koncentraci pii stanoveni MIC. Zde je opét vidét vétsi odolnost

bakterie P. aeruginosa proti G€inkiim antiseptik.

Podminky testu ovliviiuji antibakteridlni a cytotoxické vlastnosti stiibra, véetné typu
rastového média a ristovych dopliika, jako je napt. fetalni teleci sérum. V nasem piipadé, kdy
jsme zvysili koncentraci rustového média MHB dvojnasobn€, nedoslo témeér k zadnému
ovlivnéni antimikrobialni uc€innosti. Mulley, Jenkins, a Waterfield (2014) ve své studii
zkoumd, do jaké miry biologicky relevantni slouceniny, jako jsou glutathion, cystein a slozky
lidské krve, ovliviiyji toxicitu iontl stiibra vici klinicky relevantnim patogennim bakteriim ve
srovnani s lidskymi dermélnimi fibroblasty (koznimi burkami). Vysledky ukazuji, ze
antimikrobialni G¢innost je vyrazn€ snizena pfitomnosti extracelularnich thiolti a lidského

séra.
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S ZAVER
Cilem diplomové prace bylo srovnat antimikrobidlni ucinnost vybranych antiseptik
pouzivanych v 1éb€ chronickych infikovanych ran na rdnové patogeny. Antiseptika byla

rozdelena do osmi skupin podle U¢inné latky.

Antiseptické prostiedky byly také rozdéleny na findlni prostifedky a ,koncentrovana
antiseptika“. Jako nejucinngjsi finalni prostitedek se projevil Octenilin Wound Gel
anejidinnej§im ,koncentrovanym antiseptikem“ byl stanoven triclosan. Uginnost
jednotlivych antiseptickych prostiedka se lisi podle typu ucinné latky a jejiho mnozstvi. Mezi

nejucinné]$i aktivni latky patii oktenidin, chlorhexidin a PHMB.

Antiseptické produkty se také lisi svoji formou. Antiseptické produkty ve formé
bandazi se pred testovanim jejich ucinnosti musely louhovat v bakterialnim rastovém médiu
MHB, a to nejméné ¢tyfi dny. Tyto vyluhy byly nasledné pouzity pro stanoveni MIC a
MBEC. Kone¢na koncentrace ucinné latky ve vyluhu nebyla stanovena, coz mohlo zpusobit
nepiesnost stanoveni MIC a MBEC. Dalsi testovanou formou byly gelové antiseptické
produkty. Nekteré gelové prostredky se znaéné liSily svoji rozpustnosti. Nektera antiseptika se
rozpoustéla bez komplikaci, jind pro své rozpusténi potfebovala vice Casu. Nejlépe se
pracovalo s antiseptickymi prostfedky ve formé roztoku. Vyjimkou byl vodny roztok
chlorhexidinu, ktery se v rustovém médiu MHB srazel. Proto bylo dvojkové fedéni provedeno
mimo mikrotitraéni desticku ve sterilni vodé a nasledné preneseno do média MHB. Té&kava
antiseptika jako chlornan sodny a chloramin T byla rozpousténa ve sterilni vodé€, stejné tak
chloramid hyaluronanu. Antiseptikum triclosan bylo $patné€ rozpustné ve vodé¢ 1 MHB, a proto

bylo toto antiseptikum rozpousténo v DMSO.

Za nejrelevantnéjsi antimikrobialni test antiseptickych prostfedkli na rany mizeme
povazovat test kontaktni inhibice. Pfi stanoveni citlivosti touto metodou nejsou vysledky
ovlivnény uvolflovanim u¢inné latky do média. Pomoci kontaktni inhibice byla prokazana

ucinnost jednotlivych antiseptik v jejich nejkoncentrovanégjsim stavu.

Zavérem lze fici, ze kazda testovana antiseptika i findlni prostfedky byly ulinné.
Vyznamnym faktorem pusobeni je v§ak mnozstvi U¢inné latky ve finalnim produktu. Kromé
ucinnosti je pii vyberu antiseptické 1éCby tieba zohlednit 1 cytotoxicitu antiseptika, moznou

alergickou reakci pacienta a moznost vzniku bakterialni rezistence pii dlouhodobém uzivani.
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