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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva problematikou vyskymnikroorganism
v chronickych ranach. Teoretickast je zarstena na teorii ran, jejich rozkgni a také [&u
véetnd materidlh pouzivanych k hojeni. Soasti je také popis n&sgji izolovanych
bakterialnich kmelh Cilem experimentu byla identifikace aerobnich maerobnich
mikroorganisnd v chronickych ranach. Nasletinbyla testovana citlivost anaerobnich
mikroorganisni na antibiotika pomoci diskové difuzni metody alegiky byly porovnany

S jinymi studiemi.

KLi COVA SLOVA

Chronickeé rany, hojeni ran, kryti ran, mikroorgamys biofilm, antimikrobialni citlivost.

TITLE

Occurrence of microorganisms in chronic wounds.

ANNOTATION

This thesis deals with the occurrence of microoigqas in chronic wounds.
The theoretical part focuses on the theory of weuntieir distribution and treatment,
including materials used for healing. Also includeda description of the most commonly
isolated bacterial strains. The aim of the expenim&as the identification of aerobic
and anaerobic microorganisms in chronic woundsvalé subsequently tested for sensitivity
to antibiotics anaerobic microorganisms by discfudibn method and the results were

compared with other studies.

KEYWORDS

Chronic wounds, wound healing, wound dressingsraarganisms, biofilm, antimicrobial

suscetibility.
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UvoD

Tato diplomovéa prace sesmuje mikrobialni kontaminaci chronickych ran, ktged
jednou z hlavnich i¢in zpomaleni procesu hojeni. Chronické ra&fasto vznikaji z ran
akutnich, ale jsou i komplikaci niagti chronickych onemocmich jako je diabetes mellitus
nebo ischemicka choroba dolnich kKetin. Mezi nefastjSi ulcerace s&adi bércové xedy

vvvvv

krevniho zasobeni, ke které dochazi z mnahadh.

Nejvice tedy zalezi nafigtupu a vzdanosti zdravotnického personalu, jejichz
hlavnim Ukolem je spra¥nidentifikovat @icinu vzniku defektu a nasledmpouzit adekvatni
postup léby. Kazda rana je jiného charakteru a existuje takého faktoit, které ovlivauji
dobu hojeni. Nkteré z nich mMZe ovlivnit pacient sam, jedn& se hap koueni Zivotospravu
nebo Elesnou vahu. Existuji vSak komplikace, které ngitedvidat, pikladem niize byt
osidleni rany bakteriemi. Zde zalezi @sném rozpoznani infikované rany a zahajetiiyié

antimikrobialnimi prosedky.

Chronické rany stavaji dlouhodab otewené a navic obsahuji devitalizovanourtka
a dalsi latky, které jsou vhodné pro mikrobialastr Kolonizace ve for# biofilmu jsou
hlavnim problémemip hojeni. Rechod v infekci zavisi na mnoha faktorech jako jeo@stvi
bakterii nebo stav imunitniho systému pacienta.rbtikganismy v rah pochazeji neépstji
ze zivotniho prosedi nebo fimo od pacienta. Jedna se o bakterie kozni mikmpfh@bo
bakterie gastrointestinalnihdi urogenitalniho traktu. K¢ se dnes pouZivaji hla¥n
antimikrobiélni prosedky na bézi &ibra, jodu nebo aktivniho uhli. Antibiotika nejsou

vhodnd z dvodu stéle rostouci rezistence bakterii.

Cilem tohoto experimentu bylo identifikovat aerolrénaerobni bakterie aznych
druhi chronickych ran. Aerobni bakterie byly identifikow zejména na zaklad
biochemickych test popripac stejré jako anaerobni organismy pomoci MALDI-TOF MS.
U izolovanych anaerobnich bakterii byla nastetestovana citlivost na antibiotika pomoci

diskoveé difuzni metody. Vysledky byly porovnanyyshkedky jinych studii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Teorie ran a jejich rozdéleni

Réna je definovana jako poSkozeni normalni anatarstruktury Kize nebo naruSeni
jeji funkce (Velnaret al, 2009). Existuje rozdeni ran podle zjsobu vzniku, rozsahu nebo
dle ptibehu. Podle pibéhu rozalujeme rany na akutni a chronické (Pospisilova estova,
2001).

Akutni rany jsou rany, které se zhoji v kratkémsovém obdobi s minimalnim
zjizvenim. Vysledkem jsou strukturdlni funkéné podobné tk&h Negastji vznikaji
v disledku mechanického poSkozeni hapdeniny, fezné rany, chirurgickéezy nebo
popaleniny a poleptani chemickymi latkafvielnaret al, 2009; Boatengt al, 2008).

Chronickou ranu ozriajeme jako ranu sekund@rse hojici nebo od roku 2010 jako
ranu nehojici se (non-healing wound), kteréeispodpovidajici ou nevykazuje po dobu 6-9
tydna tendenci k hojeni. Tyto rany js@asto rezistentni kigozenému uzdraveni a vyZaduji
dlouhotrvajici lekéskou péi (Stryjaet al, 2011; Dowdet al, 2008b). Léebny proces fize
byt narusentznymi faktory, které prodluzuji jednu nebo viceifapbjeni. Podobné znaky
naruseného hojeni se mohou vyskytovat i u komphkgeh akutnich ran a postupy
pouzivané v jejich oSitvani se podobaji ¢&¢ chronickych ran (Stryjat al, 2011; Velnar
et al, 2009).

PospiSilova (2012) uvadi jednu z moznych klasifikdceraci, ale tento systénileni
nemiZze byt povaZovan za dokonaly, protoZze nelZzesg vystihnout cely komplex
symptoni.. Plati ale zakladni rozteni na ulcerace ze zevnickdn, kam sefadi napiklad
ulcerace tlakové neboli dekubity a ulcerace zimfth @icin. Do této skupinyradime
nagiklad zilni bércové kedy, ulcerace arterialni nebo ulcerace z metabgitthyicin, jako
jsou diabetické xedy (PospisSilova, 2012).

Nejcasgji pacienti trpi bércovymi kedy ze Zilnich fcin, které tvai asi 57- 85 %
z celkového spektra ulceraci. Jako dalSi jsou atmetepennéhoipodu 5-20 %, ulcerace
diabetické 5-10 % a ostatni 5 %. Bércovédy jsou pevladajici, patologicka onemasr
dolnich koretin, které je velmi natmé z hlediska financi a zdravotnick&edPospiSilova,
2012; Maet al, 2014).
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1. 2 Hojeni ran

Hojeni ran #astava klinickym problémem, velmi zasadni je sprawnyefektivni
management hojeni ran. Hadasili je vynaloZzeno na o$evani ran sdrazem na vyvoj

novych terapeutickych posttpro akutni i chronické rany (Velnat al, 2009).

Prabéh hojeni neni jestzcela prozkouman, coz gobuje mnohé problémy, zvI&st
pokud se jedna o patologickyipad. Hojeni ran je slozity proces, kteryize byt rozdlen
na 3 vzajemé se prolinajici faze tj. fazi zéivou (exsudativni), proliferéni fazi a nakonec

reepitaliz&ni (Li et al, 2007; Pospisilova a Svestkova, 2001).

1. 2. 1 Zanétliva faze

Zarctliva faze zaina bezprosedre po poragni tkargé a trva asi 3 dny (Shipperley
a Martin, 2002). Hlavnim delem je zéstava krvaceni vazokonstrikci, coZz znamemik
krevni sraZzeniny (Ng, 2010). Bez této reakce ingri&eni probihat (Hart, 2002). Po zastav
krvaceni dojde k dilataci cév uvhitrany, ¢imz je umozgn vstup butk nezbytnych
pro hojeni. V okoli rany jsou¢hem této faze patrné tzv. Celsovy znakyéramubor, calor,

dolor, tumor, functio laesa (Monaco a Lawrence,2®&ilryjaet al, 2011).

1. 2. 2 Proliferaéni faze

Proliferani faze zaéina asiktvrty den po poraimi a trva celkem asi 20 dni. V této fazi
se vytvdi nova tkd, a to pomoci fibrobladt coz jsou biiky zodpowdné za vyvoj novych
cév a také kolagenu a dalSich pojivovych tkani gpéiley a Martin, 2002). Drobné nové
kapilary tvai jakési leSeni uvnitrany, diky kterému vznikne granutd tk&, ktera vyplni
dutinu rany (Martin, 2013). Granulai tkar je swtle rizova, ale srozvojem novych cév
se barvi do jagn¢ervené (Sussman a Bates-Jensen, 2011). Epitefiaiikly na okraji rany
se [fesouvaji pes no¥ vytvoreny granulat a zmenSuji tak velikost rany a postupn
jiuzaviraji. Vysledkem oprav je jizva, coz je ténkahradni epidermis chuda na cévy,
bez gidatnychzlaz nebo vlasovych ¢l (Stryjaet al, 2011).
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1. 2. 3 Matura éni faze

Y e

Maturani faze neboli faze vyzravaci&daa asi 21. den po poram. Behem této faze
doché&zi k remodelaci kolagenu v &pomoci makrofaly ¢imz je zvySena odolnost jizvy
vici tahu. Kolagen typu lll obsazeny v grantria fazi je nahrazen kolagenem typu I. Jizva
postupemcasu vybledne a teprve po 2 letech dosahuje asi 8fed9nosti fivodni tkar
(Diegelmann a Evans, 2004; Strghal, 2011).

a Chlup

Epiteliaini buiky

N

Podkozni . Krevni desitka o\ Potni zlaza
vrstva Fibroblast
Mazova Kapilara
Neutrofil Zlaze Kolagen p

Monocyt
Granul&ni tkai

" Makrofag

Obrazek 1 Faze hojeni: a) zagtliva faze; b) proliferaéni faze; c) maturani faze
(http://www.nature.com/nature/journal/v453/n7193/images/nature07039-f1.2.jpg[cit. 7. 3. 2017] )
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K pochopeni hojeni ran nestaznat pouze zdatlivou, proliferani a vyzravaci fazi.
Hojeni ran je komplexni série reakci a interakckinenikami a mediatory. Mediétory jsou
vnitini nebo vijSi a jejich misobeni je lokalni, tedyipmo v rart nebo systematické, mohou
souviset s celkovym stavem pacienta (Broughabal, 2006). Biologické faktory interferuji
s jednou nebo vice fazemi tohoto procesutsapuji tak nespravné hojeni. Jidekité, aby
faze hojeni z&ali ve sprdvném gadi, v utitém ¢ase a s @itou intenzitou. Kazdorne jsou
objevovany dalSi a dalSi mediatory oviliyjici hojeni ran a roste porozani zpisobu jejich
pusobeni (Guo a Di Pietro, 2010; Broughttral, 2006).

U chronickych ran se pbeéh hojeni 1iSi pipad od pipadu, je ovliviovan
hemodynamickymi a metabolickymi poruchamiitpmnosti buscného detritu (nezivé
organické hmoty), hnisu, nekrotické a devitalizo¥#kare v rarg, bakteriemi, viry a plistmi

osidlujicimi spodinu rany (PospiSilova a Svestk@@1).

1. 3 Lé¢ba chronickych ran

Pro efektivni l€bu je dilezité diagnostikovat fii¢éinu vzniku chronické rany,
na zaklad diagnozy je pak konkrétnimu pacientovi stanoverinogini I&ebny plan.
Chronické rany jsou z hlediska etiologie velmi r@antéa skupina, ke kazdé se musi
pristupovat jinak. U arterialnich redi je primarni snahou zlepSeni cévniho prokrveni,
u diabetickych ulceraci hlagnkompenzace diabetu a u vendznich bércovyddiv je
to odstrafni patologického refluxu v zilnim systému, nebbk zevni kompresi. V mnoha
piipadech se ukaze, Ze odstminzakladni ficiny rany a sotasré bolesti mize byt obtizné,
ne-li nemozné (PospiSilova, 2010; White, 2008).

Bolest u pacierit s chronickymi ranami je variabilni a multikauzaliiollinworth,
2005). Pro extrémni postupy jako migad débridement hlubokychtedi je vhodné zvazit
moznost celkové anestezie (White, 20083tSihu bolesti a traumathem gevaz se podélo
zmirnit pouzivanim vihkého kryti (Rippoet al, 2008). Tzv. vihk& terapie rany postdpn
nahrazuje dosud pouzivanou ,klasickou” terapii.\Jitbce 1962 profesor Winter jako prvni
popsal, Ze udrzovani rany ve vihkém stavu urychiagpitelizaci (Pospisilova a Svestkova,
2001).

17



Tradiéni terapie zahrnuje lokélni kapalna a polotuh&vé (masti s antibiotiky,
barevné tinktury, masti a pasty s obsahemikako je zinek, stbro atd.) a tradni suché
obvazy (vata, firodni nebo synteticka gaza a obvaayista vynina obva#n je rizikova
z hlediska bakterialni infekce, opakované obkladyio snizuji teplotu v rana tim zpomaluji
hojeni. Konkrétni kryci progtdek musi respektovat charakter spodiny rany aniitte
sekrece a musi postuprvytvéret fyziologické prosedi vhodné pro repami procesy
(Pospisilova a Svestkova, 2001; Boatehgl, 2008).

1. 3. 1 Débridement

Prvnim gredpokladem pro zdarné zhojeni ulcerace je débriderReofesor F. Gottrup
z University v danském Odense (Centrum hojeni definuje débridement jako odsteami
ciziho materidlu a nekrotickych nebo kontaminovdngl@ni z traumatické nebo infikované
léze (Stryjaet al, 2011). Oduriela tk& zabrauje hojeni aasto se pod ni hromadi hnisavy
exsudat, ktery zesiluje zé&na zhorSuje bolest. Devitalizovana tikaytvari vhodné médium
pro rist bakterii, o 8mz pak s¥d¢i Zlutaw nebo Sedozelénzbarveny povlak (PospiSilova,
2009).

Débridement Ize provést ¢kolika zpisoby, zaprvé mechanickym odsttam
nekrotické tkan az ke spodiy které je ale doprovazeno silnou bolesti, protopsks
nevyuziva. Druhou moznosti je autolyticky débridetektery je zaloZen na principu
vytvoieni vihkého prosgedi, ve kterém dochazi k rehydrataci nekrotickéxtka k uvolreni
oduntelé tkar vlastnimi enzymy. Pouzivaji se hydrokoloidy, korkipé gely, amorfni gely,
hydropolymery atd. fleti zpisob, tzv. chemicky débridement se provadi pomoemitkych
slowenin jako nafiklad kyseliny benzoové, kyseliny salicylové, 40u¥ey nebo chlornan
Tyto latky maji schopnost rozkladat nekrotickountkézikem je ale jejich toxickésobeni
na organismus. Posledni moznosti je enzymatickyidiient, ktery vyuziva k odstrami
nekrézy prosedky obsahujici proteolytické enzymy jako hdglagenézu, fibrinolyzin apod.
K enzymatickému débridementu byvarazovana také larvoterapie, kdy se vyuZivaji larvy
bzwivky zelené, které svymi travicimi enzymy rozpdajiStnekrotickou tk& a zarove

nenarusuji Zzivou tka(Fonderet al, 2008; Stryjaet al, 2011; PospisSilova, 2009).
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1. 3. 2 VIhka terapie

Je znamo, Ze pouzéie je schopna zajistit dokonalé podminky pro hojslidmére
podminky v progedi rany mohou byt optimalizovany pomoci lokalntbl zalozené
natzv. TIME principech (Jawieet al, 2011). TIME systém charakterizuje jednotlivédaz
rany, jimiz hojeni rany prochazi. T znamena nezZiekrotickd tkdé, | reprezentuje
infekci/zarét, M jako management exsudatu a regulace vihkodfi zZnamena epitelizace
(Mrazovaet al, 2012).

Pred vylErem vhodného kryti je nutné posoudit charakter r&any mohou byt podle
vzhledu rozdleny na nekrotické, mokvajici (povleklé), grariulg epiteliz&ni nebo infekni.
DalSimi dilezitymi faktory jsou umighi rany, vzhled okolni &e a Urové exsudace
(Abdelrahman a Newton, 2011; Mrazaostéal, 2012).

1. 3. 2. 1 Hydrogely

Hydrogely jsou dostupné v plosné farmebo jako amorfni hmota (repgji v tubg).
Skladaji se z matrice z nerozpustnych polyinecttera obsahuje az 96 % vody. Voda
napomaha autolytickému odstéan devitalizované tk&f) zaroveét pak material absorbuje
piebyte&ny exsudat. Népstji se vyuzivaji istici fazi hojeni, ale Ize je aplikovat ve vSech
fazich (od rany nekrotické aZz po epitetimg. Propousti vodni paru a kyslik a jejich
propustnost pro bakterie a tekutiny zavisi na tgpkundarniho kryti, které nesmi hlavn
absorbovat gel samotny. DalSi vyhodou je, Ze jgast&éné¢ prihledné a umaiji tak
zrakovou kontrolu rany. Dokonale sedizptsobuji spodidd rdny a minimalizuji bolest
pii pievazu. Nevyhodou je nutri@stjSi vymeéna hydrogal, maximalni interval je 72 hodin
v zavislosti na typu sekrece (Jone$ al, 2006; Mrazovaet al, 2012). Rikladem
hydrogelového materialu je NU-GEY. nebo INTRASITE GEL.

1. 3. 2. 2 Alginaty

Alginat vapenaty je ziskavan extrakci Ztych mdskych ras. Jedna se polymer
skladajici se z 2 podjednotek (G a M)azmém procentualnim zastoupeni. Principem jejich
funkce je vyndna sodnych iorit z raného exsudatu za vapenaté ionty alginatu. orout
vyménou dojde ke zmné vlaknité struktury alginatu na hydrofilni gel, kfeabsorbuje
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piebyt&ny exsudat i tk&ovy detritus. Alginaty mohou absorbovat 15 az 2Gohé&k
své hmotnosti, jsou tedy vhodné pro &ilsecernujici rany. Kvalita materidlu zavisi
i na obsahu kyseliny- L- glukuronové (G) a kyseling-D- mannuronové (M) tvdcich
alginat (Timmons, 1999). Materidly s vysSim obsah@malginatu jsou pewjsi v tahu
avytvaeny gel se zrany odstrani v1 kusejkipdem je Silvercé Non-Adherent.
Absorgni schopnost materidlu tthe byt zvySena fftomnosti karboxy-methylcelul6zy.
Véapenaty ion navicigsobi jako hemostatikum, proto se alginaty vyuzZizaejména v prvnich
dnech po radikaljSim vyisteni spodiny rany (Abdelrahman a Newton, 2011; Jasesl,
2006; Mrazovét al, 2012). Alginat obsahuji n&glad materialy Melgisorb® nebo Sorbsan.

1. 3. 2. 3 Hydrokoloidy

Hydrokoloidy jsou nejstarSi z matefiapouzivanych pro vihké hojeni ran, skladaji
se z hydrokoloidni matrix t¥ené karboxy-methylceluldézou, Zelatinou, pektinendadsimi
latkami. Jsou v podstanepropustné pro vodni paru a kyslik, vytviak v rag hypoxické
prostedi s nizkym pH a tim podporuji angiogenezi a gemuJsou ufeny pro rany s nizkou
az stedni exsudaci. Absorpci exsudatu je vigvogel na povrchu rany. Naprosto nevhodné
jsou pro rany infikované, kde je riziko mnozeni rorganisni (Abdelrahman a Newton,
2011; Jonest al, 2006; Mrazovét al, 2012).

1. 3. 2. 4 Hydropolymery a @nova kryti

Materidly na bazi polyuretanovyclti silikonovych @En nebo hydropolymér
v poslednich letech nahrazuji hydrokoloidy. Jejidavni vyhodou je velmi silna absérp
schopnost, ktera je danditpmnosti savého jadra ze suchého hydrogelu neblookg
methylcelulézy. B absorpci exsudatu dochézi k vertikalnimu prosakéwvdo jednotlivych
vrstev materialu¢imz se snizuje riziko macerace rany. Zarogdekutinou jsou pohlcovany
i bakterie z rany (Demling, 2001; Lansdown, 2002)dealnim gipact lze takovy material
meénit az po 7 dnech (Abdelrahman a Newton, 2011; BWazt al, 2012). Jako ifpklad
miZeme jmenovat kryti AQUACET, GranuFlex®, Biatain® nebo ALLEVYRN
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1. 3. 2. 5 Polopropustna filmova kryti

Filmova kryti ve spreji na bazi polyuretaru silikonu jsou vhodna pro ochranu
epiteliza&ni faze hojeni rany. Tenky film adheruje na nepenad Kizi v okoli rAny nejastji
pomoci akryldtového hypoalergenniho lepidla. Tytateridly umo#uji pienos vodni pary,
ale neabsorbuji exsudat. Ttedy ochranné (vaddolné) prosedi nepropustné pro bakterie
a mohou #stat bez vyrény i 7 dni (Abdelrahman a Newton, 2011; Mraz@taal, 2012).
Ptikladem filmového kryti je vyrobek Mepitel®.

1. 3. 2. 6 Negilnava kryti

Nepilnavé obvazy jsou n&pstji vyrobeny zjemné tkaninyi sitoviny, které
neadheruji na povrch rany. Twaak rozhrani mezi spodinou rany a sekundarnintirkry
a umoauji volny prichod exsudatu, ktery je zachycovan vrchnim obvazisou vhodné
zejmeéna pro pacienty s jemnoizk Negilnavost nizeme zvysSit impregnaci silikonem nebo
parafinem (Abdelrahman a Newton, 2011; Joeesl, 2006). Nefilnavymi obvazy jsou
BACTIGRAS’, Atrauman® nebo Mepilex®.

1. 3. 2. 7 Antimikrobialni kryti a prost fredky

Samotna fitomnost bakterii na spodimany potvrzena mikrobiologickym vy$ehim
k diagnostice infekce nesia Ke zpomaleni nebo zastawhojeni dochazi, kdyz pet
a vzajemna spoluprace mikroorganisenspodig rany dosahnou aité arovre (Stryja, 2017).
Na zéklad tzv. racionalni antibiotické terapie je nutné speadiagnostikovat hlubokou
rannou infekci, jejiz l&a je zaloZena na pouZiti antibiotik, ktera jsoonjeypéna s rizikem
vzniku rezistence (Stryja, 2017; Leaper, 2006). Dijmou hoj# pouzivany antiseptické
piipravky a kryti se sibrem, jodem, zinkem nebo s obsahem chlorhexidimetainu,
polyhexamethylen biguanid (PHMB), které inhibujist a vyvoj mikroorganisin (Agren
etal, 2006; Stryja, 2017). Pouzivaji se takéipmvky s aktivnim uhlim (n&klad
ACTISORB®), které maji bakteriostatické aZ bakteidoi (Einky a velmic¢asto jsou také
doplngny stibrem (ACTISORBM Silver 220). Napovrch aktivniho uhli adheruji
metaloproteazy, endo-a exotoxingewe bakterii a zarove aktivni uhli absorbuje zapach
(Stryja, 2017; Leaper, 2006); Stephen-Haynes a T @0€7).
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V obvazovych materialech se vyuzivaji 2 formyilsa. Stibrné soli, nafiklad
sulfadiazin stibrny a elementéarni isbro, které disociuje naigibrny kation (Bowleret al,
2001). Stibrné ionty jsou vysoce reaktivni, vazi se naddng stny bakterii,¢éimz je narusuji
a kwvili tniku bureéného obsahu dojde ke smrtity. Ovliviiji také bugcné dychani tim,
Ze inhibuji oxid@ni enzymy (Lansdown, 2002). V cytoplasree pak vazi na ribonukleové
kyseliny a proteiny a znemtdji déleni bakterialnich butk (Agranoff a Krischna, 1998).
Vétsina dnednich materiglobsahuje $tbro, jako piklad bych uvedla AQUACEL™ Ag,
Mepilex® Ag, Silvercel¥ Non-Adherent, Askina® Calgitrol® Ag, Atrauman® Adyhodou
pouZiti stibra je jeho minimalni toxicita a nezadoucinky a navic nebyla hlaSena existence

mikroorganismu rezistentniho naibto (Demling, 2001).

Stifbrné ionty
prochazeji
skrze
bunéénou
sténu

Sti¥ibrné ionty
narusuji
bunééné
dychani

Stiibrné ionty
napadaji DNA
mikrob i a zastavuji
replikaci buiiky

Obrazek 2 Antimikrobialni G ¢inky stiibra (http://www.linnea.ch/media/5003/schema_03.gif[cit. 7. 3.
2017))

Jod je pouzivan ve forn jodovaného povidonu, tedy komplexu jodu
a polyvinylpyrrolidonu nebo jako cadexomer jéduz ge modifikovany Skrobovy polymer
s 0,9 % jodu (Jonest al, 2006). Jod také Agobuje ztratu busigného obsahu a smrt tky,
ve formg cadexomeru je naviccimny i proti biofilmu (Akiyamaet al, 2004). FRikladem
materiali s obsahem jédu jsou INADINE*, IODOSORBBraunol nebo Braunovidon®.

Stejnym zfisobem jako jod &inkuje i PHMB (polyhexamethylen biguanid), ktery je
spolu s betainem obsaZen figjad v prostedku Prontosan® wound gel nebo roztok, ktery

se pouziva Kisteéni ran (Smith, 2013).

Pro vykEr vhodného kryti existuje mnoho kritérii, netykag pouze stavu pacienta,
ale mnohdy i finadnich moznosti zdravotnického izeeni, napiklad LDN. Je nutné&ici,
Ze idealni kryci material neexistuje. V praxi byzaykem, Zze pokud nedojde ka&igteni
defektu do 1-2 tydin tak je material nahrazen jinym (Mrazosdal, 2012). Krond piipravka
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ke zlepSeni hojenti ¢isténi rany byva Iéba doplina materialy s ibuprofenem, kteryiqobi
proti bolesti (nafiklad Biatain® Ibu).

1. 4 Nejéastji izolované mikroorganismy

Chronické rany #stavaji dlouhodob otewené, coz fispiva k jejich kolonizaci,
piitomny kolagen a fibronektin navic usmagl prilnuti bakterii. V gipac devitalizované
tkdré (napg. ischemické, hypoxické nebo nekrotick€) a poskbdzemunitniho systému
hostitele se podminky stavaji optimalnimi pro mikéni nist (Scali a Kunimoto, 2013;
Bowleret al, 2001).

Aerobni patogeny jaké&. aureusPs. aeruginosaa - hemolytické streptokoky jsou
povazovany za hlavnifiginy pomalého hojeni akutnich a chronickych ran.cAhtavre
pro jejich schopnost produkovat potencéaltestruktivni faktory virulence (Bowlegt al,
2001). Grive byly analyzy chronickych ran z&heny hlavé na aerobni bakterie, a téepmé
z divodu slozi¢jSiho odiru, prepravy, kultivace i izolace anaerobnich bakterie Atudie
z 80. a 90. let 20. stoleti dokazaly, Ze anaerbbiterie se vyskytovaly v 38 % vyBatého
biologického materialu. Mnoho z nesporulujicichmgnegativnich anaerdbtaké produkuje

fadu faktod virulence, které zhorSuji hojeni ran (Bowdgral, 2001; Wallet al,, 2002).

1. 4. 1 RodStaphylococcus

Rod Staphylococcupati spol&né s mikrokoky doceledi Micrococcaceag piestoze
jsou genotypo¥ i fenotypow odlisSné. V ketnu 2015 rodStaphylococcugahrnoval celkem
63 taxori, z nichZ pouze dkteré jsou vyznamné v humanni medécilinicky vyznam maji
pak zejménaStaphylococcus aureus koagulaza-negativnStaphylococcus epidermidis
aS.warneri (Tadesse a Alem, 2006; Svetcal, 2015).

Stafylokoky jsou gram-pozitivni, nesporulujici, oégblivé a ¥tSinou neopouz@né
koky obvykle usptadané v hroznech, tetradach, paré&gednotlivé. Na rozdil od mikrokok
maji fermentani i respir&ni typ metabolismu, jsou tedy fakultatévanaerobni (mikrokoky
striktn¢ aerobni). Od streptokékje Ize odliSit produkci kataladzy, kterou maji gtakoky
pozitivni. Oxidazu netvid. Stafylokoky jsou odolné¢i vlivam zevniho prosedi, jako je

vySSi teplota nebo vysSi koncentrace NaCl. Dikptd vlastnostem mohou byt s@sti
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normalni mikrofléry Kize a sliznic. Stafylokoky nejsourifi§ kultivaéné narané, rostou
i na kEZnych médiich jako je krevni agar nejlépe za 24impd 37 °C. Kolonie vy#stajici
na pevnych fidach jsou kulaté, hladke, vyvySené a lesknou sétdke druhy produkuji
ve vo&E nerozpustné pigmenty, které zbarvuji kolonie kréetndlut az oranzo¥ (Tadesse
a Alem, 2006; Missiakas a Schneewind, 2015).

1. 4. 1. 1Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureupati mezi biochemicky nejaktivisi bakterialni druhy
afadime ho ke koagulaza-pozitivnim stafylokok Produkujetadu antigef buré¢né sény,
exoenzyni a toxin, které setasto uplaiuji jako faktory virulenceS. aureusolonizuje KiZi
a sliznice a spolu se streptokoky je dgasgjSim pivodcem pyogennich infekci. Zasadni
biologickou vlastnostfS. aureusie schopnost asymptomaticky kolonizovat zdravényasl
U nostu je prokazano vyssi riziko infekce a jsou navicopein nakazy.Staphylococcus
aureus je diagnostikovan zejména na zakladnikroskopického vySétni preparatu
obarveného dle Grama (G+ koky ve shlucich) a kat#vna krevnim agaru (charakteristické
zlaté kolonie a dvojita hemolyza)#iR24 hodinové kultivaci mohou byt kolonie nazloutlé
krémové nebo bilé (Tadesse a Alem, 2006; Bieal., 2011).

1. 4. 1. 2 Koagulaza-negativni stafylokoky

Koagulaza-negativni stafylokoky jsogamou souasti mikroflory Kize a sliznic u lidi
I zvitat. Ravodre byly povazovany za nepatogenni, ale v posledné delstale€astji podileji
na zavaznych infekcich u oslabenych padie(piopaleniny, ¢Zké Urazy a chirurgické
zakroky, imunologicka nedostéteost). Typickym zastupcem fgtaphylococcus epidermigis
ktery netvdi vyrazny pigmentS. epidermidipreviadd na vikich mistech pokoZky jako je
podpaZzi, tisla nebo nosni sliznice. Bylo také prokazano, welykuje serinovou proteazu
Esp, ktera inhibuje a &i biofilm tvoieny bakteriiS. aureus S. epidermidispredstavuje
negasgjSi zdroj infekce penesené zdravotnickymi pdickami (napiklad katétry), prag
proto, Ze je trvalym a vSudiipomnym kolonizatorem lidskéuke (Uckayet al, 2009).
Infekce zmisobenéS. epidermidigsou velmi obtiza I&citelné, zejména kii tvorbé biofilmu
a gerim specifické rezistence Kk antibiaiik. Geny rezistence jsou shodné s geny

Staphylococcus aurepale vyskytuji se ve&Si mice (Beckeret al, 2014).
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DalSim zastupcem koagulaza-negativnich stafylékoizolovanych z ran je
Staphylococcus capra€elento stafylokok byl fwodre izolovan z kozni mikrofléry koz,
ale bylo zjiStno, Ze se vyskytuje i v nosni dutjma Kizi nebo nehtech lidi. &¥e zgisobovat
komunitni nebo nozokomialni infekce jako H&md peritonitidu, moové infekce,
pneumonie a je také spojen s infekcemi kipalkosti (Sengt al, 2014). Rvodcem infekci

u ¢lovéka mize byt takéStaphylococcus saprophytici& warnerineboS. haemolyticus

1. 4. 2 RodStreptococcus

V roce 2015 rodStreptococcugahrnoval vice nez 100 uznanych druBtreptokoky
jsou gram-pozitivni, nepohyblivé koky udpdané nepstji do dvojic ¢i fetizka, které
narozdil od stafylokok netvdi katalazu. VtSina druli je fakultativie anaerobnich
a kon€nym produktem zkvaSovani cuikje kyselina mléna. Streptokoky jsou komenzaly
sliznic lidi a zvfat. Jsou &Znou sodasti mikroflory Kize, dutiny Ustni, nosni nebo traviciho
traktu, coz vysttluje ¢astou kontaminaci biologickych vzdrk Presna identifikaceéthto
bakterii je pomirné¢ pracna. Jednotlivé druhy maji velmi rozmanité wiasti, proto jsou
tiidény dle rékolika kritérii, jako napiklad hemolytické reakce na krevnim agaru nebo
na zaklad s&novée antigenu.f-hemolytické druhy jsou &kdy nazyvany jako pyogenni
a zahrnuji zejména lidské patogeny ja&weptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae
nebo Streptococcus dysgalactiasubsp. equisimilis. Nékteré viridujici  streptokoky jako
Streptococcus pneumoniaeyzaduji pro swj rast 5% CQ (Glazunovaet al, 2010;
Spellerberg a Brandt, 2015).

1. 4. 2. 1Streptococcus agalactiae

Streptococcus aalactiage fazen mezip-hemolytické streptokoky skupiny B.

Na krevnim agaru tud bilé, hladké, vypouklé kolonie obklopené zdénounéphemolyzy.
Tento druh mMze také osidlovat sliznice respindho, zazivaciho nebo Zenského
urogenitalniho traktu, aniz by @gpoboval onemocami. Za Zivot ohroZujici je povazovano
nosistvi u ghotnych, které rize byt nebezpmé pro rodiku i novorozence. Je jednou
z hlavnich pi¢in pneumonie, meningitidy nebo septikémie u novenai. Velmi nebezpény

je také pro imunokompromitované a starSi osobyzéitaké delSi dobuig@zivat v mléné
Zlaze a zpsobit mastitidu (Tadesse a Alem, 2006; Richatdsl.,2011).
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1. 4. 2. 2Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactigea®i do skupinyp-hemolytickych streptokak a byva
fazen k antigenni skuginC nebo GCasto jsou u & také identifikovany faktory virulence
béZné pro skupinu A, jako n#jglad C5a peptidaza, M-protein, hyaluronidaza (\Wakse
et al., 2013). Na krevnim agaru \ista v drobnych bilych koloniich s Gplnou hemolyzou.
Streptococcus dysgalactiama dva poddruhy, subsplysgalactiaeizolovany zejména
ze zviecich vzork a subsp.equisimilis (SDSE z lidskych izolal. SDSE je sowgasti
mikroflory hltanu, Kize, gastrointestinalniho nebo urogenitéalniho trakbweka a dive byl
povazovan za nepatogenni (Jensen a Kilian, 2012z @t al, 2013). Je prokazano,
Ze zmisobuje onemocami jako streptokoky skupiny A, jako jsou faryngitidimpetigo,

nekrotizujici fascitida nebo bakteriémie (Bramhachkaal, 2010).

1. 4. 3 RodCorynebacterium

Do tohoto rodu jsou primagrzarazovany gram-pozitivni kyjovité &ky, ale z hlediska
morfologie je to skupina velmi heterogenni. V liefe se objevuji také nazvy koryneformni
ty¢cky nebo difteroidy, které nesou nazev po nejz¥aim zastupci Corynebacterium
diphteriae zpasobujicim zaskrt. Korynebakterie jsou tenkékiynékdy zahnutédi kyjovité
s nehomogerinse barvici cytoplasmou. Od jinychégk se odliSuji zfsobem dleni. Rivodni
buika se prodlouzi a po vytieni septa se rozlomi na 2 @oé, které astavajicasténe
spojené a tak vznika usfgmani tvaru V. ¥tSina korynebakterii je nepohyblivych, netivo
spory, tvdi kataldzu, netvid oxidazu a jsou aerobni az fakultativianaerobni (Funke
a Bernard, 2011; Biswa al, 2014). Krong nejznamdjSiho Corynebacterium diphteriagsou
now zaklinicky vyznamné povazovany tak€or.amycolatum, Cor. jeikeiunnebo
Cor. striatum PrestoZze je Cor. striatum jednou z nejasgji izolovanych korynebakterii
z klinického materialu, nelze dokazat jeho spogmivolanim infekce, protoZze se obvykle

vyskytuje spolu s dalSimi bakteriemi (Bernard, 2012

1. 4. 3. 1Corynebacterium striatum

Corynebacterium striatumbylo dive povazovano za saprofyticky organismus
osidlujici Kizi a sliznice. Ale v posledni déhe fazen k multirezistentnim patoden, které
zpiasobuji infekce v dlouhod@b otewenych ranach. Jeho izolace z klinickych vzork
by nengla byt ignorovana vzhledem k nebeZp@ozokomialnich infekci (Supergt al,
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2009). Napiklad Dowdet al. (2008b) ve studii zasiiené na diabetickéigdy identifikovaly
ve 30 vzorcich ze 40 bakterie rodorynebacteriumCor. striatum nevyZzaduje specialni
pudy, na krevnim agaru v§std za 24 hodin ip 37 °C v krémovych nehemolytickych
koloniich. Tvdi kataldzu, ale ne oxidazu. V preparatu jsou velasio vidgt gram-pozitivni

ty¢ky se zaoblenymi okraji usp@dané do tvaru V nebo palisad.

Corynebacterium striatums

Obrazek 3 Corynebacterium striatum barvené dle Grama
(http://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-micrographs/gram-stain/gram-
positive/corynebacterium-striatum-gram.jpg, [cit. 7. 3. 2017])

1. 4. 4 RodArcanobacterium

Tento rod vznikl pejmenovaninCorynebacterium haemolyticunaArcanobacterium
haemolyticum DalSimi klinicky vyznamnymi zastupci byl. pyogenes A. bernardiae
ty jsou ale nov prejmenovany narueperella pyogenea Trueperella bernardiagRiberio
etal, 2015. A.haemolyticum je gram-pozitivni zn&n¢ pleomorfni, nesporulujici,
fakultativne anaerobni, delSi kyjovitad dynka. Na rozdil od korynebakterii netvdkatalazu.
Jejich identifikace je obtizna. V preparatu se fajioCorynebacteriunmsp., rostou pomalu
a krevni agar hemolyzuji obvykle aZ po 48 hodinakhnbace p 37 °C. Pro rozpoznaniie
slouzit produkce fosfolipazy, ktera inhibujg-hemolyzu Staphylococcus aureus
pii tzv. reverznim CAMP testu (Miyamott al., 2015; Parijaet al, 2005).Arcanobacterium
haemolyticum je komenzélem na lidskéuki a sliznici hornich cest dychacich. aké
zpasobovat za#t hltanu nebo rkkych tkani jako jsou chronickéedy. Byly hlaSeny také

piipady hluboké infekce jako je z#&nvedlejSich nosnich dutin, endokarditida nebo
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meningitida (Meyer a Reboli, 2005). Na rozdil odykwebakterii ale i#stavaA. haemolyticum
citivé na antibiotika, jako jsoup-laktamy, makrolidy, linkosamidy, fluorochinolony,

vankomycin nebo tetracyklin. Rezistence byla &jiatna kotrimoxazol (Maliret al.,2008).

1. 4. 5 RodPseudomonas

Do roduPseudomonagsoufazeny gram-negativni, aerobni, pohyblivéirity, které
nejsou kultivgéné narainé. VSechny druhy t¥okatalazu i oxidazu. Rostouigeplotach od 4
do 42 °C a #které druhy jsou schopné f¥opigmenty. BZzn¢ se vyskytuji v odpadnich
vodach, @dé nebo v travicim traktu saitc Klinicky vyznamnym patogenem u chronickych
ran jePseudomonas aeruginosapak dalSi podméné patogenni druhy jak®seudomonas
monteilii, vy¢lenéna z druhuPseudomonas putid@ladesse a Alem, 2006; Vojtkow al,
2015).

1. 4. 5. 1Pseudomonas aeruginosa

Gramovym barvenim ji nijak neodliSime od ostatngpam-negativnich tjnek,
je ale snadno rozpoznatelna disstu na zakladnichtgldch. Vytvdi kovow lesklé kolonie,
které byvaji Zasti autolyzovany, na krevnim agaru je obklopenaoméuplné hemolyzy.
Roste pi 30-37 °C nebo i pokojové teplat. Vytvéai modrozeleny pigment pyocyanin
a dalSi pigmenty. Charakteristicka je také jejiaénebo jasminovaime. Ps. aeruginosge
oportunni patogen vyskytujici se udé¢ a ve vodach (Palleroni, 2015)iiZpusobivost
a vysoka antibiotick4 rezistence ji umag prezivat nejen viprode, ale také na ushych
povrSich zejména ve zdravotnickychtizanich. Ps. aeruginosge primaré nozokomialni
patogen a tést vzdy napada oslabené pacienty, fildpd imunosuprimované, pacienty
s rozsahlymi popaleninami neb¢zkymi defekty, po &kych operacickei s dlouhodob
zavedenym katétrem (Tadesse a Alem, 2006; GeHatlgncock, 2013).

1. 4. 6 Celed’ Enterobacteriaceae

Od roku 2016 pét celed” Enterobacteriaceaestejré jako Morganellaceaedo radu
EnterobacterialesTato ¢eled” zahrnuje gram-negativni, nesporulujici, fakultatianaerobni
ty¢inky (nékdy kokobacily nebo i vidkna),étSinou pohyblivé (Adeolet al, 2016). Tvai
kataldzu, ale net¥d oxidazu. \&tSina je kultiv&né nenar¢éna, maji respirgni nebo

ferment&ni metabolismus,ipzpracovani cukr tvori kyseliny ac¢asto i plyn. Enterobakterie
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jsou roz&feny po celém g§¢ a casto z@isobuji epidemick&i endemicka onemoeni.
Neékteré podmiang patogenni druhy, zejména ty zkvaSujici laktdzow jsodasti mikrofléry
traviciho traktu zviat a lidi. V oblastech, kde lidé maji Spatné neddn2 hygienické navyky,
se stavaji zdrojem nakazy. Podgri& patogenni enterobakterie jsou pastym mgivodcem
nozokomidlnich infekci exogenniho charakteru. Radiruhy enterobakterii jsou rozliSovany
na zéklad biochemickych vlastnosti nebo pomoci MALDI-TOF MSasto je nelze rozligit
podle DNA z divodu vysoké fibuznosti (Tadesse a Alem, 2006; Janda a Abbai )0

1. 4. 6. 1Rody fermentujici laktozu

Z chronickych ran jsou n&gstji izolované laktéza-pozitivni koliformni bakterie,
ke kterym z#azujeme rodyEscherichia, Klebsiella, Enterobacter Citrobacter Tyto rody
se vyskytuji i v gastrointerstinalnim traktu lidiradesse a Alem, 2006). Nejznggi
Escherichia colije primari citliva na vSechna antibiotika, ale zejména nemuwdrkmeny
ziskavaji sekundarni fpnesenou) rezistenci. Rdtlebsiella zahrnuje nepohyblivé tinky
vétSinou obalené vyraznym polysacharidovym pouzdrgmannych infekci byva izolovana
Klebsiella oxytoca steji jako u ostatnich podmdn¢ patogennich bakterii, i u klebsiel roste
rezistence na antibiotika. Z rodtnterobacterje vyznamny zejmén&nterobacter cloacae
nebo Enterobacter aerogenesPatogenni proclovéka jsou také Citrobacter koseri
aC. freundij které lze odliSit produkci sulfanu, jeZz je poaiti u Citrobacter freundii
(Abbott, 2011).

1. 4. 7Celed® Morganellaceae

Do celedi Morganellaceaefadime nap rody Proteus, Providenciaa Morganellg
které miZzeme izolovat z chronickych ran (Adeatial, 2016). Tato skupina se od ostatnich
enterobakterii odliSuje svoji schopnosti deaminaékterych aminokyselin (fenylalanin
a tryptofan) na ketokyseliny a amoniak. Pro Rydteusje pak typicky plazivyist na tuhych
kultivacnich pidach. Proteus mirabilisnebo Pr. vulgaris jsou ¢astymi givodci maovych
infekci nebo sekundarnich infekci v ranach, ifidad dekubitech. OdlIiSit je od sebe Ize
produkci indolu, kter4 je WPr. vulgaris pozitivni (Tadesse a Alem, 2006). Rezistenci
na antibiotika je nutno testovat, protoZze odolniaieni stale gibyva. Do roduMorganella
pati nejznangjSi Morganella morganii ktera stejs jako bakterie roduProvidencianeroste
plazivé. Negasgji jsou z roduProvidenciaizolovany Providencia rettgeria Prov. stuartii
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Providencia rettgerije ¢astym mivodcem nozokomialnich infekci a je vysoce rezistent
na antibiotika (Janda a Abbott, 2015).

1. 4. 8 Anaerobni bakterie

Spoleénym znakem této skupiny bakterii je migpmnost systému cytochromoxidaz
pro oxida&ni metabolismus a kyslik je tedy pra noxicky. Anaerobni bakterie jsou
komenzalni i patogenni organismy. Jsoucgésti mikroflory dutiny Ustni nebdéetba stevniho
traktu ¢lovéka. Endogenni anaeroby se mohou stat patogennakiidpse dostanou do krve
a zpisobi bakteriemii. Oportunni patogeny ugpbuji infekci ran nebo igvni infekce
pii nenormalnim sloZeni igvni mikrofléry. Ktomu dochazi podanim antibiotikebo
pii prijmech (Zambon a Haraszthy, 2015). Anaerobni milgaoismy nejlépe rostou
na komplexnich médiich jako je TSA, Schaedler agawi nebo Brucella agatig35-37 °C
v anaerobni atmogfé s CQ (Tadesse a Alem, 2006).

1. 4. 8. 1 RodBacteroides

Do rodu Bacteroidesjsou zahrnuty strikth anaerobni bakterie, které maji deegt;ji
tvar ty¢inek nebo vlaken barvicich se gram-negativBpolu s dalSimi ffbuznymi rody
osidluji sliznice hornich cest dychacich, gastestinalniho traktu nebo vaginy. Ze stolice
jsou izolovany ve &Sim mnoZzstvi neZz néilad Escherichia coli Rozlenéni bakteroid
prochazi v poslednich letech &mami a byly vytvéeny nové rody jako ndjklad Prevotella
NejcastjSim anaerobnim patogenenglaveka je Bacteroides fragilisZ klinického materialu
pak byva je&t izolovany Bacteroides thetaiotaomicrorOproti ostatnim bakteraith ma
B. fragilis dalezity faktor virulence, a to polysacharidové pouzdZambon a Haraszthy,
2015; Snydmaet al, 2007).

Vzrastajici odolnost anaerobnich bakteriiciv antimikrobialnim latkhm se stala
celos¥tovym problémem, proto bylo dopa@eno pravidelné vySgivani mechanistn
rezistence (Hecht, 2004). Nejvice odolny je zejméwecteroides fragilis Bakteroidy
produkuji B-laktamazy, jejichZz fsobeni lze &nn¢ obejit pouZitim karbapendmnebo
kombinaceB-laktam s inhibitoremB-laktamaz, coz potvrdili Fernandez-Canigiaal. (2012)
ve své studii. Znepokojeni alégobi vyskyt kmet majicich genycfiA, zodpoednych

za rezistenci ke karbapen&m. Z ostatnich antibiotik se jako néjanéjSi ukéazaly tigecyklin,
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chloramfenikol nebo metronidazol. Byly ale jiz &y ojediglé pripady rezistence prév
na chloramfenikol nebo metronidazol (Snydneaml, 2011).

1. 4. 8. 2 RodPeptostreptococcus

Peptostreptokokyadime do skupiny gram-pozitivnich anaerobnichik@&PAC),
kterd neustale prochazi taxonomickymicoami na z&klagl analyz DNA (Murphy a Frick,
2013). BZnou sodasti mikrofléry dutiny Ustni jsouPeptostreptococcus anaerobjus
Pep. stomatisa Pep. canis.Klinicky nejvyznamgjSi je Pep. anaerobiuysktery je jednim
z nefasgjSich pivodar infekci kize, akutnich a chronickych ran nebo infekci
gastrointestinélnihoti Zenského urogenitalniho traktiPeptostreptococcus stomatisyl
izolovan z astni dutinglovéka a Pep. canisse vyskytuje u ps kde mohou zfisobovat
zarety (Lawsonet al., 2012). Peptostreptokoky maji obvykle tvar kokohaei tvai kratke
fetizky. Na dach pro anaeroby rostowtsinou v Sedych koloniich (Zambon a Haraszthy,
2015).

Kdnonenet al. (2007) studovali rezistenci peptostreptokoka izolatech zied,
koznich infekci, hnisu z urogenitalnich infekci al&ich klinickych vzork. 13 % kmeif
Pep. anaerobiusylo intermediala citlivych na 1¢i vice antibiotik, ¥etng amoxicilinu,
kombinaci amoxicilin/ kyselina klavulanova, cefowit a moxifloxacinu. Metronidazol
pusobi jako 1 z neflinngjSich antibiotik, ale zvySuje se vyskyt genimB zodpowdnych
zarezistenci Pep. anaerobius na metronidazol. Stejn jako ostatni GPAC jsou

i peptostreptokoky rezistentni na tetracyklin akmymycin (Brazieet al, 2003).

1. 4. 8. 3 RodFinegoldia

Vroce 1999 byl Peptostreptococcus magnusarazen do roduFinegoldia jako
Finegoldia magna(Murdoch a Shah, 1999). Tento rod tedy také&ipdd skupiny GPAC.
V preparatu nalezneme gram-pozitivni koky ve sltlucipdrech nebo kratkyctetizcich.
Na pidach pro anaeroby rostou za 2-Gidegastji v pruhlednych koloniich, ale mohou mit
i bilou, Sedou nebo Zlutou barvu. V Klinickych wzich se neéjastji vyskytuje spolu s dalSimi
GPAC, ale F. magna ma& schopnost t¥ biofilm. NejvyznamgjSimi a nejlépe

prozkoumanymi faktory virulence jsou protein L, PABIf A a FAF (Murphy a Frick, 2013).
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Obecrt Ize fici, ZeF. magnaje citlivd na antibiotika. Braziest al. (2003) prokazali
stejre jako u ostatnich GPAC rezistenci k tetracyklinuerythromycinu a navic mirnou
rezistenci ke klindamycinu, metronidazolu a pemail Veloo et al. (2011) stanovili
variabilni hodnoty odolnostii¢i fluorochinolonim a cefalosporiiim. Oproti ostatnim GPAC
prokazali uF. magnavyssi odolnost &i tigecyklinu nebo kombinaci amoxicilin/kyselina

klavulanova.

1. 4. 8. 4 RodPeptoniphilus

Rod Peptoniphiluge dalsi, ktery pat ke skupid GPAC. Nazev pochazi od peptonu,
ktery je hlavnim zdrojem energie. Neumi totiz femowat cukry a hlavnim kogkeym
produktem metabolismu je butyrat. Nadach pro anaeroby roste v kulatych riggednych
koloniich (Ezaki et al, 2001). Klinicky vyznamné jsou pouz@eptoniphilus harei
aPeptoniphilus ivorii Dowd et al. (2008a) zjistili, ZePeptoniphilus sp.se vyskytuje
ve 38,4 % vzork z dekubifi, v 7 % diabetickych #edi a pouze 0,2 % bércovyched.
Brazieret al. (2003) prokazali, ZP. ivorii je citlivy na vSechna antibiotika, ktera testovali
Naproti tomuPeptoniphilus hareje rezistentni na tetracyklin, erythromycin i klamycin,
podobre jako ostatni GPAC.

1.5 Biofilm

Kolonizace ve form biofilmu jsou velmi problematické u chronickychnraprotoze
prodluzuji dobu l&eni. Infekce nastava v z&ecné fazi, kdy bakterie ipkonaji imunitni
systém hostitele a napadnou hlubsi vrstvy tkani, \eede k poSkozeni.i€hod v infekci
zavisi na mnoha faktorech, fama mnozstvi fitomnych bakterii a jejich virulenci nebo
na imunitnim systému hostitele (Scali a Kunimot@l32).

Biofilmy jsou spol€enstvi bakterii ve vlastni extracelularni polysaictevé matrix,
kterd zajisuje stabilitu a ochranu btk biofilmu. Ackoliv jsou biofilmy mikroskopické
struktury, klinicky mohou byt detekovany, pokud ysdostaténé velké. Byly popsany jako
gelovité, lesklé a obtizji odstranitelné struktury, odliSné od Zlutych, négednych struf.
Zralé biofilmy jsou vysoce odolné proti mnoha teaudin terapiim, v satasné dob je jednou

v s

Vycerpéni Zivin a kysliku v biofilmu totiz zastavujést bakterii a v tomto stavu jsou n¢én
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nachylné k psobeni gkterych antibiotik. Biofilmova matrice poskytuje Kiariim ochranu
proti imunitnim butkdm a niize také omezit pronik&ni antibiotik (Naber, 2009).

Podle Bowleret al. (2001) mikroorganismy v r&npochazeji prawpodobrt ze ¥i
hlavnich zdraj. Ze Zivotniho progedi (exogenni mikroorganismy ze vzduchu, voddy,
z okolni kize (@znd kozni mikroflora jakoStaphylococcus epidermidigmikrokoky,
Propionibacteriumsp) nebo z endogennich zdiio{zahrnujici sliznice gastrointestinalniho,

orofaryngealniho a urogenitalniho traktu).

1. 6 Testovani citlivosti na antibiotika

Testovani citlivosti bakterii na antibiotika je Medu sowasti prace laboraib
klinické mikrobiologie a podava vysledky nezbytrm® pzv. racionalni antibiotickou terapii.
Metody testovani citlivosti izeme rozdlit na kvalitativni a kvantitativni, jejichz postup
ainterpretace vysledk je fizena na zaklad konsensu mezinarodnich organizaci
pro standardizaci (CLSI, EUCAST). Vysledkem kvdlitaich metod je rozteni
mikroorganisni na citlivé, intermedialni a rezistentnitév testovanym antibiotikm.
Kvantitativni metody utuji miru rezistence nebo citlivosti, a to stanowenhodnoty
minimalni inhib&ni koncentrace (MIC). Dle principu jednotlivych rodt je Ize rozdlit
na difdzni nebo dikni (Sp&eket al, 2013).

1. 5. 1 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je jednou z nejstarSich wohepwo vySetovani citlivosti
na antibiotika. Tato metodaugtava jednou z nejpouzivgsich v rutinnich Kklinickych
laboratdgich. Zakladem je vytd@ni bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku
o koncentraci asi 0,5 McFarlandova zakaloveho stahd Suspenze je naslédiovnonerné
rozetena tamponem po povrchu agaru, ¢casgji se pouziva Mueller-Hintakv agar.
Na nanesené inokulum jsou undist kometné dodavané papirové disky obsahujici
antibiotikum, které radidthdifunduje do agaru. Miska s agarem je inkubové®&4 hodin

pii 351 °C (EUCAST, 2017a).

Po kultivaci se réné nebo digitalnim zZdzenim zngi pramér inhibi¢nich zén okolo
disku. Ptiméry zon se interpretuji do kategorii citlivosti pedposledni verze tabulky
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breakpoint (meznich hodnot) stanovenych na strankach EUCA®§ka verze je dostupna
na strankach Statniho zdravotniho Ustavu (SzU).c@belati, Ze&im wtsi pimér ma
inhibi¢ni zéna, tim citligjsi je mikroorganismus (Spek et al, 2013; EUCAST, 2017a).

Obrazek 4 Méreni inhibiénich zén-vlevo: manuals; vpravo: digitalnim zézenim (Ortez, 2005)

1. 5. 2 Gradientova difuzni metoda — E-test

E-test je modifikaci diskové difuzni metody, ktgréskytuje kvantitativni vysledky
ve forme hodnot MIC. Misto papirovych digkse pouZzivaji tenké plastové prouzky, které jsou
na spodni stran impregnované vysuSenym antibiotikem asmymi koncentracemi
(koncentr&ni gradient). Na vrchni strane pak uvedena koncentrd stupnice. Po inkubaci
vznika elipsoidni inhikdni zéna. V mist protnuti této zony se stupnici na prouzku je
odeitena hodnota MIC. E-test je finem nakladny, proto nevhodny pro rutinni praxi (Sga
et al, 2013; Parija, 2009).
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MIC 0.25 pg/ml

Obrazek 50degitani hodnoty MIC u E-testu (http://www.biomerieux-
diagnostics.com/sites/clinic/files/etest-mic-techaile-b.jpg, [cit. 8. 3. 2017])

1. 5. 3 Bujonova dilwni metoda

Jedna se o kvantitativni metodu slouzici domani miry citlivosti¢i rezistence
na zaklad hodnot MIC. @ive byla tato metoda prové&mh ve zkumavkach s kultivaim
médiem a stznymi koncentracemi antibiotik (obvykle dvojkovédicitada). Dnes je ki
zdlouhavosti, natmé gipraw a vysoké spaebe cinidel nahrazena mikrotestem. Mikrotest
se provadi #Sinou v 96 jamkové mikrotittai destéce obsahujici bujon s rovnémé
klesajici koncentraci antibiotik v kazdé jamce. Hea se standardni Mueller-Hintibnbujon
nebo obohaceny MHB s lyzovanourisou krvi a3-NAD. Pro jedno antibiotikum se pouziva
alespan 8 miznych koncentraci. Dale pak test obsahuje pozivnégativni kontrolu (Parija,
2009; EUCAST, 2017b).

Zkumavky nebo jamky desghy jsou inokulovany bakterialni suspenzi a inkubgva
24 hodin pi 37 °C. Po uko®eni kultivace se vizuathnebo automatickymifstrojem odéte
hodnota MIC, tedy nejnizSi koncentrace antibiotkea zkumavcesi jamce zcela inhibujici
rast bakterii. Vyhodou mikrodiltnich metod je zejména nizSi sfmdia ¢inidel a snazSi
odeiitani vysledk automatickym detektorem. Nevyhodou je omezené stabkomeéné

dodavanych kit, které nemusi vyhovovat gebam laborati@ (Parija, 2009; Rankin, 2005).
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Organismus A

IBLBGLLLLICTT

Kontrola 16 ug/mi 8 4 2 1 05 0.12 003 Kontrola

(bez bakterif)
Organismus B Vysledek: MIC= 0,12 pug/m

]
l'

Kontrola 16 pg/mi
(bez bakteri)

Kontrola
Vysledek: MIC=1,0 pg/ml

Jovsusosunn

Kontrola 16 pg/mi 8 7 2 1 05 025 0.12 0.06 003  Kontrola
(bez bakterif) Vysledek: MIC=16 ug/ml

Organismus C

Obrazek 6 Zkumavkova diluéni metoda
(https://classconnection.s3.amazonaws.com/151/flaginds/2859151/jpg/picture201315238780208-
14549516A4C1946A23F.jpgcit. 8. 3. 2017])

Obrazek 7 Mlkrodllu éni metoda (http //www frontlersm orq/flIes/Artches/78873/fC|mb 04 00036-

HTML/image m/fcimb-04-00036-g001.ipg [cit. 8. 3. 2017])

1. 5. 4 Agarova dilni metoda

U agarové dilani metody jsou antibiotika ffiomna v agaru a kazda miska pak
obsahuije jinou koncentraci antibiotika. Na povrgara mizeme inokulovat velké mnoZzstvi
izolati najednou. Po inkubaci je tedy Zjivana pitomnostei negritomnost bakterii. Hodnota

MIC odpovida agaru s nejnizSi koncentraci antikatikde je iist mikroorganism zcela
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inhibovan. Tato metoda neni vyuzivana v rutinnkpraejména kili narotné gipraw agafi
a jejich kratké Zivotnosti (Rankin, 2005; Parija02).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2. 1 VySet¥ovany material

VySetovanym materidlem byly &y z miznych druli nehojicich se ran. Vzorky byly
ziskavany ve spolupraci s Mudr. Gaggm Malym z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
(Poradna pro chronické rany).

2.2 Pristroje a pomicky
o Pr¥istroje

Bugbox anaerobni stanice (BAKER RUSKINN, Velka Bnite), BACMED 6iG2
(ASPIAG s.r.0.CR), swtelny mikroskop BX41 (OLYMPUS, Japonsko), digita@ihy 440-
43 (KERN, Nemecko), vodni laze Certomat WR (B. Braun Biotech International AG,
Némecko), plynovy kahan, McFarland Densitometr DENBIOSAN, EU), tepaka Bio
Vortex V1 (BIOSAN, EU), termostat Lovibond (Tintotee group, Anglie), chladuky
LIEBHERR Comfort. Sterilizace: Sterimat HS202A, BMJedical Technology s.r.oCR;
parni sterilizator PS20A, Chiran@R; parni sterilizator Sterilab, BMT Medical Techogy
s.r.o.,CR.

0 Chemikélie a pomicky
Jednokanalové mikropipety 20-200 ul, 100-1000 @QQG10000 pl (HTL, Polsko),
Spicky 200 pl, 1000 pl, 10000 ul (HTL, Polsko), jedramaé sterilni inokuléni klicky 10 pl
(VWR, ltalie), plastové Petriho misky 9 cm, plastozkumavky 15 ml (MEUS, Itélie),
plastové sterilni pipety 3 ml (steriCLIN, VP Grougterilni jehly (MEDOJECT), chladici
taSka pro fevoz biologickych vzonk

Sklerené lahve se Sroubovacim uzeem 250 ml, 500 ml (Fischer Scientific, spol.
s.r.0.,CR), odn&rny valec 25 ml, 500 ml (SIMAX — Kavalierglass,.a@R), Erlenmayerova
baiky 250 ml, 500 ml (Fischer Scientific, spol. s.r6R), sklegné kadinky (SIMAX-
Kavalierglass, a.sGR), sklegné zkumavky, stojany na zkumavky, kovové zéatky, g
sklicka.

Transportni systém s \&bvym tamponem a Amiesovym agarem s aktivnim uhlim
(COPAN, Italie), MIKROLATEST: STAPHYtest 16:( 8. 1508040), ENTEROtest 16. §.
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1605208), STREPTOtest 24. 8. 1505010), NEFERMtest 24. 8. 1604107) &etrg ¢inidel
(Erba Lachema s r.o(R), Schaedler agar- neselektivnidp pro anaaeroby (Lab Media
Servis s.r.o.,CR, & §.1603729), antibiotické disky (OXOID, Velka nie), ¢inidlo
pro stanoveni oxidazy (bioMérieux, FranaieS. 324785), peroxid vodiku 3%, 70% etanol.
Roztoky pro Gramovo barveni: krystalova vigléugoliv roztok a karbolfuchsin (HiMedia
Laboratories, Indie), parafinovy olej, imerzni olej

2. 3 Fiprava kultiva énich médii a roztoki

2. 3. 1 Krevni agar (KA)

17 g Blood Agar Base No.2 (HiMedia Laboratorias,5. 0000154609) bylo
rozpuséno ve 400 ml destilované vody. Blood Agar Base Nab2ahuje pepton (15 g/l),
jatrovy extrakt (2,5 g/l), kvasémy extrakt (5 g/l), chlorid sodny (5 g/l) a agan (/).
Agarovy z&klad byl sterilizovdn v parnim sterili@gat po dobu 1,5 hodiny. Teplota
sterilizatniho procesu je 121 °C. Po vychladndiibfizné na teplotu 55-60 °C bylofjlano
20 ml defibrinizované berani krve.ripravena agarovaupa byla rozlita do plastovych
Petriho misek. Po vychladnuti bylyigly skladovany v chladéce @i teplo 4 °C maximalg
3 tydny.

2. 3. 2 Xyldza-lysin-deoxycholatovy agar (XLD)

10,6 g X. L. D. MEDIUM (OXOID,¢. S. 1056982) bylo rozpusto ve 200 ml
destilované vody. Toto médium obsahuje kvaspiextrakt (3 g/l), L-lysin HCI (5 g/l),
xylézu (3,75 g/l), laktézu (7,5 g/l), sachar6zu5(g/l), deoxycholat sodny (1 g/l), chlorid
sodny (5 g/l), thiosiran sodny (6,8 g/l), citrat amo-zelezity (0,8 g/l), fenolovéervai
(0,08 g/l) a agar (12,5 g/l). Agarovy zaklad bydrizovan g teplo€ 100 °C ve vodni lazni
po dobu 20 minut. Po vychladnuti na teplotu 55-@D Byla gipravena jpda rozlita
do plastovych Petriho miseku®y byly skladovany v chladéte @i 4 °C maximalg 3 tydny.

2. 3. 3 Brucellovy bujon

2,81 g Brucella Broth Base (HiMedia Laboratoriess. 0000052061) bylo rozpgab
ve 100 ml destilované vody. Brucella Broth Baseabioge enzymovy hydrolyzat kaseinu
(10 g/l), pepticky &penou zvieci tka (10 g/l), kvasniny extrakt (2 g/l), dextrozu (1 g/l),
chlorid sodny (5 g/l), bisulfit sodny (0,1 g/l). movy zaklad by sterilizovan v parnim
sterilizatoru po dobu 1,5 hodiny. Teplota steriizidio procesu je 121 °C. Po vychladnuti
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na laboratorni teplotu byl bujén rozpipetovan daspbvych zkumavek. Ve zkumavkach
s pooteyenym uzagrem byl nasled® 10 minut povéen ve vodni lazni. Po vyjmuti byly
zkumavky geneseny do anaerobniho boxu. V anaerobnim boxu Zkgynavky ponechany

s povolenym uza&rem, aby doslo k vygné plyna a uchovavanyip 37 °C.
2. 3. 4 Fyziologicky roztok

4,25 g Chloridu sodného (Lach-Ner s.r.¢.,5. 051212) bylo rozpugto v 500 ml
destilované vody. Skléna lahev s povolenym uz&em byla sterilizovana v parnim
sterilizatoru po dobu 1,5 hodiny. Teplota steritizidno procesu je 121 °C. Po vychladnuti byl
fyziologicky roztok skladovan v chladiue @i 4 °C.

2. 4. ldentifikace mikroorganismi

St€ry od pacieni z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové byly ihned pdkEru
v chaldici taSce fpvezeny do laborate. Poté byly ®kovany na Schaedlr agar
v anaerobnim boxu, kde byly také inkubovany 24 haai 37 °C v anaerobni atmogé
s 5,1 % vodiku, 10 % GCQOa dusikem. Zarovebyly také @kovany na KA a XLD agar
a kultivovany za aerobnich podminek v termostatth@din @i 37 °C. Po inkubaci byly
jednotlivé kolonie v anaerobnim boxu izolovany neh&:dler agar a KA. KA byl dale
kultivovan za aerobnich podminek. Kolonie vyrosti@ KA a XLD agaru za aerobnich
podminek byly dale izolovany na KA a&pnkubovany 24 hodinip37 °C v termostatu.

U takto izolovanych aerobnich mikroorganisnbyla dale stanovena katalaza
aoxidaza a byl vyti@n preparat obarveny dle Grama. Na zakladhledu preparatu
a vysledk tesfi katalazy a oxidazy byly provedeny biochemickéyeBb odéteni barevnych
zmén byly vysledky vyhodnoceny paacovym programem. Vifjpad nespravného
vyhodnoceni nebo nizké shody byly mikroorganismylisps anaerobnimi bakteriemi
identifikovany pomoci MALDI-TOF MS na Odteni klinické mikrobiologie (Pardubické

Nemocnice) nebo ve Vyzkumném Ustavu veterinarrékedtvi (Brno).

2. 5 Testovani citlivosti na antibiotika u anaerobfch organismi

Kmeny Peptoniphilus harei Peptostreptococcus anaerobjufinegoldia magna

aEubacterium limosunziskané z chronickych ran byly nejprve pomnozZerBrucellovém
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bujonu. Kultivace probihala v anaerobnim boxi g7 °C po dobu 24-48 hodin.
Po pomnoZzeni bylo 1-2 ml bujéonu odebrano plastguipetou a poté nalito na Schaedier
agar. Po rovnogrném rozliti byla ¥tSina tekutiny zgtné odsata. Po zaschnuti byly sterilni
jehlou aplikovany jednotlivé antibiotické disky pe@kladni stanoveni citlivosti anaetiob
(viz Tabulka 1). Misky byly kultivovany v anaerobmiboxu 48 hodin ) 37 °C. Po inkubaci
byly velikosti zon inhibice odgeny na pistroji BACMED 6iG2, ktery také orienta¢
vypccitava MIC.

Tabulka 1 Antibiotické disky pro zakladni testovanicitlivosti anaer. mikroorganismi

Nazev antibiotika Antibioticka zid&a Koncentrace
Penicilin G P 10 UNITS
Amoxicilin/kys. klavulanova AMC 20 ug + 10 pg
Klindamycin DA 2 ug
Doxycyklin DO 30 ug
Metronidazol MTZ 5ug
Vankomycin VA 5 ug
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 ldentifikované mikroorganismy

Celkem bylo zpracovanorgs 130 vzork od 61 pacierit Vysledky identifikace byly

doplrény Mudr. Ondejem Malym o etiologii rany a dalSi Udaje. Na zdk&l&chto Gdaj jsem

vytvorila kong&nou tabulku s rozdenim ran dle etiologie a rgstji izolovanych organistin

Tabulka 2 Etiologie rany a nefastéjSi mikroorganismy

Etiologie rany

NejcastéjSi mikroorganismy

Anaerobni bakterie

Chronicka zilni

insuficience

Staphylococcus aureus;
Streptococcus agalactiae
Streptococcudysgalactiae;
Pseudomonas aeruginosa;

Proteussp.; Enterobacter

cloacea; Enterococcus faecalis;

Providencia stuartii;

Staphylococcus epidermidis

Peptostreptococcus
anaerobiug2x);

Bacteroides fragilis;
Helcococcus kunzii;

Eubacterium limosum

Dekubitus

Streptococcus dysgalactiae;
Proteussp.; Staphylococcus
aureus; Corynebacteriusp,;
Providencia stuartii;
Escherichia coli; Shewanella
putrefaciens

Peptostreptococcus
anaerobiug2x);

Bacteroides fragilig2x)

Ischemicka
choroba dolnich

konéetin

Staphylococcus aureus;
Pseudomonas aeruginosa;
Corynebacterium striatum;
Proteussp.; Streptococcusp;
Klebsiella oxytoca;

Enterococccus faecalis

Bez nélezu
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Tabulka 3 Etiologie rany a negastéjSi mikroorganismy - pokrac¢ovani

Etiologie rany Patet NejéastjSi mikroorganismy | Anaerobni bakterie
Streptococcus dysgalactiae; | Finegoldia magna,;
Staphylococcus aureus; Bacteroides fragilis;
Staphylococcus caprae; Peptostreptococcus
Jina 5 Proteussp.; Pseudomonas anaerobius;

aeruginosa; Corynebacterium Peptoniphilus harei

striatum

Streptococcus sjEnterobacter

cloacae; Serratia marcescens
] . Peptostreptococcus
Syndrom 2 Corynebacterium striatum; _
diabetické nohy _ _ | anaerobius
Staphylococcus epidermidis;

Staphylococcus caprae

Proteussp; Pseudomonas

aeruginosa; Corynebacterium
Lymfedém 1 striatum; Enterococcus Bez nalezu
faecalis; Streptococcus

dysgalactiae

v s

Pfi porovnani s ostatnimi studiemi, jsme zjistili $iizZvyskyt anaerobnich bakterii
v ranach. Bylo prokazano, Ze&ist z chronickych ran nejsou dostgici pro zachyt anaeréb
proto mohou byt naSe vysledky faléSnegativni. Stryja (2017) uvadi, Ze pro identifikac
mikroorganisni v ranach je vhodné pouZzivat biopsii tkdnebo kyretaz spodiny rany.
Pro pacienta jsou tyto metody invazivni a aé a provadi se v celkové anestezii. Proto
se biopsie pro identifikaci mikroorganigna ranach pouziva jen velmiidka.

Chronicka zilni insuficience byva hlavniiginou vzniku Zilnich bércovych redi.
Scali a Kunimoto (2013) ve své studii uvadi ¢asgjSi mikroorganismy ftomné
v bércovych vedech Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Rseodas
aeruginosa koagulaza-negativni stafylokoky nelRroteus sp. Z anaerob se vyskytuji
nagiklad Finegoldia magna, Peptostreptococcus anaerobeisoHelcococcus kunziDowd
et al. (2008a) prokazal také vysoky vyskyt fakultativnaerobnich gram-negativnich

ty¢inek, jako jsou Escherichia sp, Serratia sp. nebo Enterobacter sp. V porovnani
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se studiemi Scali a Kunimoto (2013) a Doetdal. (2008a) jsmeasto takeé izolovali kmeny
Klebsiella oxytoca, Providencia stuartinebo Morganella morganii Studie Dowdet al.
(2008a) uvadi, Ze v porovnani s ostatnim typem sananaerobni bakterie v bércovych
viedech vyskytuji méncasto. V naSi studii jsme z bércovyckedh vyizolovali nagiklad

Peptostreptococcus anaerobius, Bacteroides fraggisoHelcococcus kunzii

Dowd et al. (2008a) zjistili, Ze az 62 % bakterii izolovanyzllekubifi jsou striktré
anaerobni organismy, jako rédgad Peptostreptococcussp, Peptoniphilus sp. nebo
Finegoldia sp. Vy3Si vyskyt anaerobnich bakterii potvrzuji i nag§sledky. Z 6 pacieit
s dekubity se u 3 vyskytovala anaerobni bakteriggdnoho pacienta dokonce 2 najednou.
Stejre jako v ostatnich ranach se pak vyskyt8japhylococcus aureus, Streptococeps
nebo koliformni bakterie (Bowleat al, 2001).

Tiwari et al. (2012) ve své studii analyzovali celkem 49 paciesinfikovanymi
diabetickymi w¥edy. Negastji izolovanymi bakteriemi bylyEscherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptocodms Proteus sp., Citrobacter sp. nebo
Klebsiellasp. Mezi naSimi vzorky byly pouze Zipady syndromu diabetické nohy, u kterych
jsme izolovali nafiklad streptokoky, stafylokokyCitrobacter sp. nebo Corynebacterium

striatum.

Dowd et al. (2008b) uvadi, ZeCorynebacteriumsp. je nefasgji izolovanym
organismem u diabetickychiedi. Je mozné, Ze jeho vysSi vyskyt u diabetickytbdy
souvisi s cukrovkou. Ze vSech pacienbd kterych jsme analyzovaly vzorky,¢im 12
diabetes mellitus. U 4 z nich jsme identifikov@lorynebacterium striatumZ anaerobnich
bakterii se v diabetickychr@dech vyskytujPeptoniphilussp, Bacteroidesp, Finegoldiasp.
nebo Peptostreptococcusp. (Dowd et al, 2008b). My jsme pouze u jednoho pacienta
izolovali Peptostreptococcus anaerobius

Zajimavé je, Ze krom jednoho pipadu se anaerobni bakterie vyskytovaly vzdy
v pifitomnosti bakteriéProteussp. Souvisi to iejmé s provedenim débridementu. Btsiny
ran se pa:ase velikost defektu zmenSila a &asre se sniZil poet bakterii v raé Velikost
rany je prokazatelh ovlivnéna druhy bakterii v ni fitomnych. Proteus sp. nebo vyssi

piitomnost koliformnich bakterii zpomaluje zmenSowa@my nebo dokonce ranué&suje.
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Kryci material je u kazdého pacienta vybiran podileoha kritérii, jako najiklad
podle vzhledu a velikosti rany nebo sily exsuddderan, které jsou infikovanééhkolika
raznymi kmeny, se n&asgji pouzivajicistici gely v kombinaci se savym krycim materialem.
Muzeme aplikovat hydrogely, které pouze podporujolgtitky débridement a vyt¥avihké
prostedi v rag (IntraSite gel, DebriEcaSan aquagel) nebo gelytisnékrobialnimi latkami.

K ¢isteni rany a odstrami biofilmu z rany slouzi nafklad Prontosan® wound gel X
s obsahem PHMB (Jones al, 2006; Smith, 2013). Na gel se paikfadaji tizr¢ save kryci
materidly nejastji s obsahem #ibra (Silvercel™ Non-Adherent, ACTICOAT Flex 3,
Biatain® Ag), jodu (INADINE*) nebo aktivniho uhlACTISORB®).

U pacientt s dekubity v oblasti hyzdi byl vnaSi studii velmasto pouzivan
Silvercef™ Non-Adherent, ktery se vyzéisie pomalym uvdlovanim stibra. \&tSinou
se je& prekryva gnovym materidlem, ndfklad Askina® DresSil nebo ALLEVYN Gentle

Border (Clark a Bradbury, 2010).

NejmensSi dinky vykazoval kryci material Hcel® HT obsahujiciydelou formu
karboxymethylceluldzy, ktera vytyiav rare kyselé pH vhodné pro hojeni (Hcel produktova
informace, Dostupné z: http://www.holzbecher.net/upload/ke-stazeni/hcelguktova-
informace-1.2.2014.pd{cit. 27. 4. 2017]). Bhem I&by trvajici od 2 do 9 &sial u pacieni

nedoSlo ke zhojeni rany, zejména pokud byly ¥ rafitomné anaerobni bakterie. Tento

material je podle vyrobce vhodny i pro infikovardny, ale inhibuje irst pouze ufitych
druhi bakterii.

| presto, Ze jsou vyvijeny nové &ian¢jSi materialy pro l&bu rannych infekci, hojeni

chronickych ran trva dlouho a ¢kterych gipadech je nakonec nutnd amputace. Problémy
pusobi zejména multirezistentni bakterie, ktekétq@wavaji v ranach ifes misobeni gibra
nebo jodu. V nasi studii jsme zjistili, Ze i kdyg gna hoji a jeji velikost se zmenSuje bakterie
jako Staphylococcusp., Streptococcusp. neboPseudomonas aeruginogéetrvavaji v rag

az do uplného zhojeni. Anaerobni bakterie jalReptostreptococcus anaerobius,
Peptoniphilus hareia Bacteroides fragilisjsou schopné iezit i ve velmi malych téi
zhojenych ranach. &Sinu anaerobnich kmérnsme identifikovali v ranach o velikosti 0,5 —

7 cnf.
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3. 2 Citlivost anaerobnich bakterii na antibiotika

Pri testovani citlivosti anaerobnich bakterii na liotika jsme postupovali
dle dopordgeni primd&ky Mudr. Jany Jarkova z Oddleni Kklinické mikrobiologie
LitomySiské Nemocnice. Hodnoceni diskové difuznitadg citlivy (S), intermedialni (1)
nebo rezistentni (R) kmen je stanoveno na zékla@ntnich hodnot stanovenych CLSI
a EUCAST (EUCAST, 2017c).

Postup stanoveni dle metodiky EUCAST jsmailkVaboratornim podminkam byli
nuceni upravit. Misto standardniho Mueller-Hintoao&garu s NAD, na kterém anaeroby
velmi Spat® rostou, jsme pouzili neselektivni Schaedler agar gnaeroby. K#li prostoru
neni mozné v anaerobnim boxiippavit zakal ve fyziologickém roztoku o hod®o6,5
McFarlandovy stupnice, proto jsme pouZzitirpo bujén s pomnozenymi kmeny éitgizné

hustot zakalu 0,5 McFarlanda.

3. 2.1 Stanoveni citlivosti uPeptostreptococcus anaerobius

Tabulka 4 Ctilivost Peptostreptococcus anaerobius 1 na vybrana antibiotika

Peptostreptococcus anaerobius 1
Zona [mm] | Hrani¢éni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek

P 40,29 20-24 0,015 S
AMC 39,52 20-24 0,272 S
DA 24,91 14-15 0,002 S
DO 30,31 18-22 0,225 S
MTZ 42,66 16-21 0,05 S
VA 17,64 14-17 0,865 S
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Tabulka 5 Citlivost Peptostreptococcus anaerobius 2 na vybrana antibiotika

Peptostreptococcus anaerobius 2
Zona [mm] | Hrani¢ni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek

P 40,29 20-24 0,015 S
AMC 41,9 20-24 0,18 S
DA 25,94 14-15 0,001 S
DO 37,05 18-22 0,022 S
MTZ 33,54 16-21 0,176 S
VA 17,64 14-17 0,865 S

Tabulka 6 Citlivost Peptostreptococcus anaerobius 3 na vybrana antibiotika

Peptostreptococcus anaerobius 3
Zbéna [mm] | Hraniéni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek

P 42,66 20-24 0,01 S
AMC 33,54 20-24 0,768 S
DA 26,73 14-15 0,001 S
DO 28,55 18-22 0,412 S
MTZ 28,55 16-21 0,351 S
VA 28,55 14-17 0,069 S

Peptostreptococcus anaerobiubyl na vSechna vybrana antibiotika citlivy.
Pep. anaerobiug Oddleni klinické mikrobiologie LitomySiské Nemocnibgl na penicilin,
doxycyklin a vankomycin pouze intermediélaitlivy. U tohoto peptostreptokoka, ale nelze
dohledat, z jakého pochazi biologického materiaRaja (2007) ve studii provedené
u pacieni s diabetickymi ¥edy izoloval celkem 5 anaenbbvcetné Peptostreptococcusp.
Diskovou difuzni metodou testovani citlivosti dokzze metronidazol a klindamycin byly
acinné proti v8em &mto anaerobm. V nasSi studii jsme také prokézali citlivost
Peptostreptococcus anaerobing metronidazol a klindamycin.
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3. 2. 2 Stanoveni citlivosti PPeptoniphilus harel

Tabulka 7 Citlivost Peptoniphilus harel 1 na vybrana antibiotika

Peptoniphilus harel 1

Zéna [mm] | Hraniéni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek
P 29,45 20-24 0,097 S
AMC 33,54 20-24 0,768 S
DA 21,09 14-15 0,029 S
DO 27,46 18-22 0,603 S
MTZ 26,7 16-21 0,454 S
VA 21,09 14-17 0,39 S
Tabulka 8 Citlivost Peptoniphilus harei 2 na vybrana antibiotika
Peptoniphilus harel 2
Zona [mm] | Hrani¢éni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek
P 31,07 20-24 0,073 S
AMC 27,46 20-24 2,204 S
DA 24,91 14-15 0,002 S
DO 19,45 18-22 9,714 I
MTZ 26,73 16-21 0,451 S
VA 19,45 14-17 0,566 S
Tabulka 9 Citlivost Peptoniphilus harei 3 na vybrana antibiotika
Peptoniphilus harel 3
Zbéna [mm] | Hraniéni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek
P 31,06 20-24 0,037 S
AMC 33,54 20-24 0,768
DA 27,46 14-15 0,001 S
DO 31,92 18-22 0,129 S
MTZ 33,54 16-21 0,176 S
VA 22,71 14-17 0,268 S
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Peptoniphilus hareise ukazal byt ddb citlivy na vSechna testovana antibiotika,
ale vjednom fipact byl pouze intermedian citlivy na doxycyklin. Peptoniphilus harei
dodany z LitomysSiské Nemocnice byl dokonce rezistiek doxycyklinu. Ogt nelze zjistit
puvod daného kmene. Rezistereeptoniphilussp. na doxycyklin by bylo vhodné dale

sledovat.

3. 2. 3 Stanoveni citlivosti UFinegoldia magna

Tabulka 10 Citlivost Finegoldia magna na vybrana antibiotika

Fingoldia magna
Zona [mm] | Hrani¢éni hodnoty [mm] | Orientaéni MIC Vysledek

P 31,07 20-24 0,073 S
AMC 31,07 20-24 1,173 S
DA 18,72 14-15 0,152 S
DO 30,31 18-22 0,225 S
MTZ 37,91 16-21 0,096 S
VA 21,27 14-17 0,374 S

Finegoldia magnase také ukazala byt velmi da@b citiva ke vSem testovanym

antibiotikiim.

Citlivost na antibiotika nebylo mozZnéditru izolovanych kmei Bacteroides fragilis
protoZze po dlouhodobémigmkovavani uhynuly. UEubacterium limosunbyla diskova
difizni metoda provedena, ale vysledky nebyly vylomény, kwli chybgjicim hranénim
hodnotam a také Kii povlaku vytva@enému na agaru.

Diskovou difuzni metodu testovani citlivosti naibidtika jsme zvolili na doporieni
pani primé&ky Mudr. Jany Jarskove, ktera ji vyuziva na svém afleni. Dle dostupné
literatury a CLSI, ale tato metoda neni vhodna gtemoveni citlivosti anaeréb Vysledky
nejsou dostate¢ srovnatelné s vysledky metody E-testu nebo agaiduéni metody (CLSI,
2013). My jsme tuto metodu provdidpoprveé a spise pro ékeni. Vyborna citlivost anaeréb
izolovanych z ran ukazuje, Ze tyto bakterie nejgfjme¢ hlavni @icinou problematického
hojeni chronickych ran. Rany s anaeroby jsou vZdiymikrobialni. Bylo by nagiklad
vhodné o¥fit aéinnost jednotlivych krycich materidha tyto bakterie.
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Nicmére kmeny Peptostreptococcusp.,, Bacteroidessp, Peptoniphilussp. nebo
Finegoldia sp. izolované ziznych druli vzorki, vykazuji rezistenci na&fklad
na klindamycin, metronidazol nebo amoxicilin s Kyssu klavulanovou. Geny rezistence
se r¢jéastji vyskytuji na plazmidech a snadno tedy dochajpgjikh prenosu.Casem by
mohlo dojit k vyskytu rezistentnich kmienv ranach. U GPAC jsodasto identifikovany
geny erm zpisobujici odolnost &i erythromycinu nebo gentet zodpo¥dné za rezistenci
na tetracyklin (Bartheet al, 2011). U Peptoniphilus hareijsme v jednom fipact zjistili

intermedialni citlivost na doxycklin, ktery je zkupiny tetracykliri.

Metronidazol lze povaZzovat za jedno z m@jagjSich antibiotik. Znepokojeni
ale pisobi genynim B které jsou zodpadné za rezistenci k metronidazolu. Thertnal.
(2004) zjistili u 31 %Pep. anaerobiugiitomnost ¢échto geri. Genynim kdéduji reduktazy
schopné redukovat 4- nebo 5-nitroimidazol natimy 4- nebo 5-aminoimidazol (Séét al,
2006). U Finegoldia magnabyl tento gen objeven i u kmercitlivych na metronidazol,
mohlo by se tedy jednat o tichy gen (Thesdral, 2004). V dalSich studiich z&enuch na
ananerobni mikroorganismy v chronickych ranach ylg khodné sledovat tyto geny pomoci

molekularré biologickych metod.
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ZAVER

Béhem této prace bylo analyzovandep 130 vzork s€ri od 61 pacierit
s chronickymi ranami. Vzorky byly ziskavany ve spwici s Mudr. Onigtjem Malym
z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Provaa byla aerobni a anaerobni kultivace.
Pro aerobni kultivaci byly pouzity krevni agary d.[X agary. Anaerobni bakterie byly
o¢kovany na neselektivni Schaedler agar pro anaeeoliykubovany v anaerobni stanici
pii 37 °C 24-48 hodin. Po izolaci jednotlivych kolotiyla u aerobnich kmé&nprovedena
identifikace pomoci biochemickych téstAnaerobni a aerobni organismy, které nebylo

mozné identifikovat v laboratip byly urceny pomoci MALDI-TOF MS.

Hlavni pficinou vzniku ran je chronicka Zilni insuficience,ekdu trpi 42 z 61
sledovanych pacieiit Spektrum bakterii se wiznych druli ran @ilis neliSi. Nefasgji jsou
zran izolovany &nr¢ se vyskytujici bakterie jaké&taphylococcus aureua koagulaza-
negativni stafylokoky,Streptococcussp; Pseudomonas aerugings&oliformni bakterie.
Ze stevnich bakterii to byly hlawnProteussp., Providenciasp., Escherichia coli, Klebsiella
oxytocanebo Enterobacter cloacaePongrné casto byly také izolovanyrcanobacterium
haemolyticumnebo Corynebacteriumsp. Korynebakterie séastji vyskytuji u pacieni
s diabetem. Anaerobni bakterie jsme izolovali zerkiz pouze malo, protoZe &y z ran
nejsou pro jejich zachyceni vhodnym materialem. lokali jsme nagiklad
Peptostreptococcus anaerobius, Bacteroides fraglisptoniphilus harenebo Finegoldia
magna.Anerobni bakterie se vyskytovaly v ranach spoRrateussp. acasgji se nachazi
u pacieni s dekubity nebo syndromem diabetické nohy, zakty na spravwhprovedeném
débridementu.

U anaerob byla také testovana citlivost na antibiotika poimaliskoveé difazni
metody, kterd byla vyhodnocena dle hodnot stanasteryLSI. Diskovou difuzni metodu
testovani citlivosti na antibiotika jsme u anaératkousSeli poprvé. Vysledky & slouZzit
hlavné pro owteni jejich citlivosti. Byla potvrzena dobrd citlisbvSech kmeina testovana
antibiotika. Pouze v jednontipact se uPeptoniphilus harevyskytla intermedialni citlivost
na doxycyklin. Bohuzel k této metédaeexistuji stejné studie, protoze dle CLSI neskava
difdzni metoda vhodna pro testovani u anaerobrégtebii. Castji se provadi metoda E-test
nebo agarova ditini metoda.
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Vzristajici rezistence na antibiotika neni problémemzpau aerobnich a fakultati&n
anaerobnich bakterii, jako jso8taphylococcus aureusebo Pseudomonas aeruginasa
Molekularre biologickymi metodami jsou staléasgji identifikovany geny zodpasdné
zarezistenci k antibiotikm u anaerobnich bakterii. Tyto geny se mohou mekiebiemi
snadno penaset, velmgasto jsou totiz itomné na plazmidech. Kransledovani citlivosti
bakterii na antibiotika, by bylo vhodné &it ucinnost krycich materiél piimo na kmeny

anaerobnich bakterii.
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ZDROJE OBRAZK U

Obrazek 1 Faze hojeni: a) maitmafaze; b) proliferéni faze; c¢) matugai faze — Dostupné

Z: http://www.nature.com/nature/journal/v453/n7193/ges/nature07039-f1.2.jpg

Obrazek 2 Antimikrobialni &inky stibra — Dostupné z:
http://www.linnea.ch/media/5003/schema_03.gif

Obréazek orynebacterium striaturbarvené dle Grama — Dostupné z:
http://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-nographs/gram-stain/gram-

positive/corynebacterium-striatum-gram.jpg

Obrazek 4 Mteni inhibEnich zon- vlevo: manuén vpravo: digitdlnim zdzenim —

ORTEZ, J. H., Chapter 4: Disk diffusion testing Manual of antimicrobial susceptibility
testing(edited by Coyle, M. B.), Washington DC: Americartiety for microbiology press,
2005, 231s., ISBN 1-55581-349-6

Obrdzek 5 Od#tani hodnoty MIC u E-testu — Dostupné Rttp://www.biomerieux-

diagnostics.com/sites/clinic/files/etest-mic-techug-b.jpg

Obrazek 6 Zkumavkova ditni metoda — Dostupné z:
https://classconnection.s3.amazonaws.com/151/f#adb(2859151/jpa/picture201315238780
208-14549516A4C1946A23F.jpg

Obrazek 7 Mikrodildni metoda — Dostupné z:
http://www.frontiersin.org/files/Articles/78873/ftib-04-00036-HTML/image m/fcimb-04-
00036-g001.jpg
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PRILOHY

Priloha 1:Staphylococcus aureum krevnim agaru (24 h, 37 °C, aeré&pn

Priloha 2:Escherichia colna krevnim agaru (24 h, 37 °C, aerébn

Priloha 3:Escherichia colna XLD agaru (24 h, 37 °C, aeradn

Ptiloha 4:Proteus spna krevnim agaru (24 h, 37 °C, aerébn

Priloha 5:Peptostreptococcus anaerobing Schaedler agaru (24 h, 37 °C, anaefpbn
Ptiloha 6:Peptoniphilus harena Schaedler agaru (24 h, 37 °C, anaefpbn

Priloha 7:Finegoldia magnana Schaedler agaru (24 h, 37 °C, anaefpbn

Priloha 8: CitlivostPeptostreptococcus anaerobiigSchaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&pbn
Priloha 9: CitlivostPeptostreptococcus anaerobiigSchaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&pbn
Priloha 10: CitlivostPeptostreptococcus anaerobidgSchaedler agar, 48 h, 37 °C,
anaerobu)

Priloha 11: CitlivostPeptostreptococcus anaerobiusLitomySiské Nemocnice (Schaedler
agar, 48 h, 37 °C, anaeradn

Priloha 12: CitlivostPeptoniphilus harel (Schaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&pbn

Priloha 13: CitlivostPeptoniphilus hare? (Schaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&pbn

Priloha 14: CitlivostPeptoniphilus hareB (Schaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&pbn

Priloha 15: CitlivostPeptoniphilus harei Litomysiské Nemocnice (Schaedler agar, 48 h,
37 °C, anaerohy)

Priloha 16: Citlivostrinegoldia magndSchaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&bn
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Priloha 1:Staphylococcus aureums krevnim agaru (24 h, 37 °C, aerépiffoto autor]

Priloha 2:Escherichia colna krevnim agaru (24 h, 37 °C, aeréhiifoto autor]



Priloha 3:Escherichia colna XLD agaru (24 h, 37 °C, aeradn[foto autor]

Priloha 4:Proteus spna krevnim agaru (24 h, 37 °C, aeréhifoto autor]
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Priloha 5:Peptostreptococcus anaerobina Schaedler agaru (24 h, 37 °C, anasfphfoto
autor]

Priloha 6:Peptoniphilus harena Schaedler agaru (24 h, 37 °C, anaefpljfoto autor]
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Priloha 7:Finegoldia magnana Schaedler agaru (24 h, 37 °C, anaefpljfoto autor]

Priloha 8: Citlivost Peptostreptococcus anaerobius (Schaedler agar, 48 h, 37 °C,
anaerob#). [foto autor], mfeno pomoci BACMED 6iG2. Zelena barva - S (Citlivy).
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Priloha 9: Citlivost Peptostreptococcus anaerobiud (Schaedler agar, 48 h, 37 °C,
anaerobd). [foto autor], mteno pomoci BACMED 6iG2. Zelena barva - S (Citlivy).

Priloha 10: Citlivost Peptostreptococcus anaerobius (Schaedler agar, 48 h, 37 °C,
anaerobd). [foto autor], mteno pomoci BACMED 6iG2. Zelena barva - S (Citlivy).
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Priloha 11: CitlivostPeptostreptococcus anaerobiasLitomysSiské Nemocnice (Schaedler
agar, 48 h, 37 °C, anaeradn[foto autor], iéfeno pomoci BACMED 6iG2. Zelena barva - S
(Citlivy), Zluta barva - | (Intermediééncitlivy).

Priloha 12: CitlivostPeptoniphilus harel (Schaedler agar, 48 h, 37 °C, anaethlfoto
autor], méfeno pomoci BACMED 6iG2. Zelen& barva - S (Citlivy).
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Priloha 13: CitlivostPeptoniphilus hareR (Schaedler agar, 48 h, 37 °C, anae¢pbfioto
autor], méfeno pomoci BACMED 6iG2. Zelen4d barva - S (Citlivdluta barva - |
(Intermedialg citlivy).

Priloha 14: CitlivostPeptoniphilus hareB (Schaedler agar, 48 h, 37 °C, anae¢pbfioto
autor], méfeno pomoci BACMED 6iG2. Zelen& barva - S (Citlivy).
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Priloha 15: CitlivostPeptoniphilus hareiz LitomySiské Nemocnice (Schaedler agar, 48 h,
37 °C, anaeroh®). [foto autor], kfeno pomoci BACMED 6iG2. Zelena barva - S (Citlivy),

cervena barva - R (Rezistentni).

Priloha 16: CitlivostFinegoldia magndSchaedler agar, 48 h, 37 °C, anae&pbjfioto autor],
meéteno pomoci BACMED 6iG2. Zelena barva - S (Citlivy).
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