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ABSTRAKT

Pseudomonas aeruginoga c¢astym pivodcem nosokomialnich ndkaz. Tento oportunni
patogen je rezistentniadi antibiotikim raznych tid i vaci biocidaim. Nekteré jeho kmeny
tvori biofilm. Ve zdravotnictvi pedstavuje tvorba biofilmu ziaé riziko, které mze vést az
k zavaznému onemoéni ¢i umrti nemocného. ProtoZe bakterie v biofilmu jsololnsjSi nez
jejich planktonni formy, je @ezité nalézt takové dezinfé&ki péipravky, které budoudinné
i proti biofilmu. Byla otestovana baktericidnéianostétyt dezinfeKnich gipravka jak vici
biofilmu, tak na planktonnich likdchP. aeruginosa

ABSTRACT

A common vector of nosocomial infectionsAseudomonas aeruginasbhis opportunistic
pathogen is resistant against different classesbbiotics as well as against biocides. Some
P. aeruginosastrains are able to form biofilm. The biofilm foatron on medical devices
represent a common occurrence that can lead twuseatiness and death. Bacteria in biofilms
are more resistant than their planktonic countéspafherefore it is important to find
disinfectants that will be effective also againgofibm. Bactericidal efficacy of four
disinfectants has been evaluated on biofilm anglanktonic forms oP. aeruginosa
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KEYWORDS
Pseudomonas aerugingdaiofilm, bactericidal activity, disinfectants



SLITROVA, B. Srovnani biocidni ¢innosti dezinfednich pipravk: proti biofiimu. Brno:
Vysoké weni technické v Bry Fakulta chemicka, 2010. 53 s. Vedouci diplomov&ce
doc. Ing. Jiina Omelkova, CSc.

PROHLASENI
ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovalagstat a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravna Uplrg citovala.

podpis studenta

PODEKOVANI

Muj vdek pati firmé Chemila za mozZnost podilet se na vyzkumu wetatezi biofilm
tvorici Pseudomonas aeruginosadezinfeknimi peipravky. Dekuji pani Zuzas Matuskové
a doc. Ing. Jin¢ Omelkové, CSc., za cennéigpminky a ochotnou pomoc. Také bych rada
podtkovala Ing. Jiimu Stoklaskovi, své rodéna vSem, kt&# mi poskytli pomoc a podporuip

tvorbe této prace.



(6 1Y |5 TP 7
TEORETICKA CAST ..ottt s 8
2.1 BIOFIIM e 8
211 (€117 (0] =1 |V P 9
2.1.2 Heterogenita DIOfIIMU ............ouueiimm e 9
2.1.3 BaKterialNi adN@Ze ...........coovviiii et 9
2.1.4 Maturace DIOTIIMU ... 11
215 D] 0[] 7 = P UUPUPPTUPPRRPPTTRRN 11
2.1.6 Rezistence biofilmuii antimikrobialnim latkam ...............cccovvceeeeveeinnnn. 11
2.1.7 Infekce spojené s biofilmem ... 12
2.2 Pseudomonas @ErUQINOSA........cuuuuuuuiiiieeeeeeeereerereeeessiernnneeesnnnnnnnaaaeaaaaaeeeees 14
221 Vyskyt a odolnogeseudomonas aeruginQSa........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeisiiinnnns 14.
2.2.2 Patogenita a terafseudomonas aeruginOSa...........cccevvvvveververrvrnniiiaeeennns 14
2.2.3 Biofilm PseudomonageruginOSa.........ccoouvivieeiiiiiiiiiiiiiane e eeee e e 15
2.2.4 Mechanismy rezistenBseudomonas aerugiNOSa............uuveeeiiiiieeeeeeeeeeeenn. 16
2.2.5 Shrnuti rezisténich mechanisinv pseudomonadovem biofilmu................. 17
2.3 DEKONTAMINACE........ceitiiiiiii ittt e e e e bbb e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aanns 19
2.3.1 Y741 €= 1 VI 4211 1o To | PR 19
2.3.2 (@4 1T 01 od =00 =] (o To |25 19
EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 21
3.1 POUZITA MEAIA.......cii ittt e e e e e e e e e e e e e e e s s s s e nees 21
3.1.1 TSA (Tryptone SOYa AQAI) ....cceeeeiieiueee ettt aneeeas 21
3.1.2 TSB (Tryptone Soya Broth) ...........ccceeiieeiiiii e eeee 21
3.1.3 NEULFALIZALON ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s sennneeeeeeeeaeeas 21
K B~ =Yo [ To RV /oo - VOO 21
3.1.5 FyZIiolOogQIiCKY FOZIOK........coi i e 21
3.2 PFiStroje @ POMICKY .......oovviiiiiiiiiie i e e e e e e e e e e e e aeaannen 21
3.3 Interferufici POAMINKY ....cooooiiiiiii e e 23
3.4 POUZItE MIKIOOIGANISIMY.....ceeeiieiiiriiiiiaseeeeeeeeeeeeeeeteeeesreeneneeesssrssn e e e aeeaaaaeaeees 23
3.5 Testované dezinfekni pripravky .......cccoooiiiiiiiiiiiiiee e 23
3.5.1 5] o = \Y 2= WY/ (0 (=20 To |V 23
3.6 ZKUSEDNT MEIOAY.....ciiiiiiieeeieee et e e e e r e e e e e e e aaaeaeeas 25
3.6.1 Zkouska biocidnidinnosti Vici biofilmu............eiee, 25
3.6.2 Kvantitativni test na n@$ch pro zjiséni baktericidni aktivity....................... 28
VY SLEDKY ..tecttteteneecees ettt et saee et s e e s s e e s s e e s ene e e ee e 29
4.1  Baktericidni u¢innost dezinfekéniho piipravku €. 1 s &innou latkou
N-chlorbenzensulfonamidem SOANYML............uuuuriiiiiiiiiie e 29

4.1.1 Baktericidni &innost gipravku¢. 1 v 0,01; 0,05 a 0,1% koncentraci proti
biofilmu 29
4.1.2 Baktericidni &innost gipravku¢. 1 v 0,1; 0,5 a 1% koncentraci proti biofilmu

31
4.1.3 Baktericidni &innost gipravku¢. 1 suspenzni metodou na riosh ............. 33
4.1.4 Porovnani baktericidnéi@nosti @ipravkuc. 1 .......cccceeeeeeiiiiieeeeeeeieeeeeeeeiiinnnns 34
4.2  Baktericidni u¢innost dezinfekéniho pripravku €. 2 s &innou latkou kyselinou
(01T (o Tox [0 1Yo 11 PP 35
4.2.1 Baktericidni &innost gipravku¢. 2 v 0,8% koncentraci proti biofilmu......... 35
4.2.2 Baktericidni &innost gipravkuc. 2 v 1% koncentraci proti biofilmu............ 36



4.2.3 Baktericidni &innost gipravku¢. 2 suspenzni metodou na riosh ............. 37

424 Porovnéni baktericidnéiinosti Fpravkuc. 2 ..........eeeeeeeiiiiiiiiieeiieiieeiiiies 38
4.3  Baktericidni t¢innost dezinfekéniho piipravku €. 3 s &innymi latkami
ethanolem a iISOProPaNOIEM............uuuueiiiiiii et e e e e e e eeeeenees 39
4.3.1 Baktericidni &innost gipravkuc¢. 3 v 50% koncentraci proti biofilmu.......... 39
4.3.2 Baktericidni &innost gripravku¢. 3 v 100% koncentraci proti biofilmu........ 40
4.3.3 Baktericidni &innost gipravku¢. 3 suspenzni metodou na riosh ............. 41
434 Porovnéni baktericidnéiinosti Fipravkuc. 3 ... 42
4.4  Baktericidni G¢innost pripravku €. 4 s ®innymi latkami KAS .........cccceeeeeeennnn. 43
4.4.1 Baktericidni &innost gipravku¢. 4 v 0,25% koncentraci proti biofilmu....... 43
4.4.2 Baktericidni &innost gipravkuc. 4 v 1% koncentraci proti biofilmu............ 44
4.4.3 Baktericidni &innost gipravku¢. 4 suspenzni metodou na riosh ............. 45
4.4.4 Porovnani baktericidnéi@nosti Fpravkuc. 4 ........cccceeeeeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiiienns 46
5 DISKULZE ...t et e e aaa 47
B ZAVER ..ottt 49
SEZNAM POUZITYCH ZDROJ U ...t 50
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..ottt seese e 53



1 UVOD

Tvorba biofilmu se stala velmi zkoumanym a diskatogm tématem zejména proto, Ze se
biofilm mtze vytvadit na jakémkoli povrchu a bakterie v tomto biofilagn spoléenstvi jsou
odolrgjSi vic¢i antimikrobialnim latkdm. Mikrobialni adheze arwace biofilmu v [ékEském
prostedi gedstavuje znmé riziko, které mMze vést az k zavaznému onem&dnci umrti.
Prevence tvorby biofiimdi jeho pipadné oSééni antimikrobialnimi fipravky jsou slozité,
protoZze mikroorganismy v biofilmu uplaiji Sirokou Skalu rezisténich mechanisin

Jednim z organisintvoricich biofilm je takéPseudomonas aeruginas@ento oportunni
patogen jetastym mivodcem nosokomialnich nakaz. @gobuje infekce zejména u pacigent
s naruSenou imunitou. Napada plice postizené &gati¢ibr6zou a velmi nebezpaé jsou
i infekce popalenin. Postihuje také pacienty polanfacich, zavedeni cévek, transkutannich
infuzi a ma@&ovych katéth. Pseudomonas aeruginoga ubikvitni bakterie, kterd je velmi
obtizre odstranitelna. Mze byt rezistentnitgi raiznym tidam antibiotik a také velmi odolna
vaci biocidam.

Tato prace se proto ¢muje vyzkumu vztalh mezi Pseudomonas aeruginosa
a dezinfeknimi pfipravky. Bylo vybrano &kolik komegné dostupnych biocid, jejichz
baktericidni dinnost byla vyzkouSena jak na biofilmu, tak na gtannich formach
P. aeruginosa



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biofilm

Ackoli byl biofilm poprvé spaen Antonem van Leeuwenhoekem uz koncem 17. stoleti,
pocatky podrobgjSiho zkoumani sahaji az nacatek 20. stoleti, kdy Zobell a ostatni
pozorovali tendenci bakterii tgdnostiovat Zivot v organizovaném spéénstvu []. V roce
1943 zjistili, Ze v pirozenych vodnich ekosystémech jsou bakterie vazabéfiimu
ve zn&né pevaze wéi planktonnim bikam [2]. AvSak teorie popisujici tvorbu biofilmu
byla vytvaena teprve v roce 1978][

Podle definice je to organizované spolupracujiclejenstvo mikroorganistnnapojenych
na povrchéi k sok® navzajem, zderénych do matrice extracelularnich polymernich latek
mikrobidlniho mvodu. Buiky v biofilmu vykazuji jiny fenotyp nez planktonrbuiky
stejného genotypu. Biofilm mohou tib bakterie, fungi,fasy, protozoa, viry neboizné
kombinace dchto mikroorganisrin [4], avSak v této praci budie¢ pouze o bakterialnim
biofilmu.

Zakladnimi gedpoklady pro vznik biofilmu jsou vhodny mikroorgemus, glykokalyx
a vhodny povrch. Bakterie dokazi kolonizovat v fatdsjakykoli povrch — Zivyei nezivy —
véetre kontaktnich¢ocek, lodnich trup, potrubi na mlékai ropu, fi¢nich kamenf a zejména
pomicek v Iékdstvi, kterymi proudi tekutina, jako jsou rfagatétry. V mnohaifpadech je
povrch sodasré potravnim zdrojem, ndpcelul6za v papirenskémipnyslu [1].

e i 1. 5

Obr. 1Fotografie biofilmu elektronovym mikroskopgsh



2.1.1 Glykokalyx

Bakterialni exopolysacharidy jsou hlavni sloZzkoykgkalyx, ktery tvdi tenkou vrstvu
okolo buiky. Byva hydratovan a uétsiny kmeri je zaporg nabit, takZe slouzi jako¢iinna
past pro zachyceni a nakoncetrovani esencialnicterati a vyzivy z okolniho progedi.
Tato vlastnost je vyuzivanaripeisténi odpadnich vod. Glykokalyx poskytuje itme jisty
stupdi ochrany ped biocidy, antibiotiky, protilatkami, povrchévaktivnimi latkami,
bakteriofagy, amébanti bilymi krvinkami. V podstat tedy glykokalyx vytvéi trojrozmeérné
silové pole, které obklopuje, ukotvuje a chranitbak v biofilmu [].

2.1.2  Heterogenita biofilmu

Je-li biofilm heterogenni (coz je Wipod€ prirozergjSi nez biofilm tvdeny jedinym druhem
mikroorganismu), metabolity jednoho organismu mobklmwZit jako vyZiva pro druhy a také
adheze jednoho druhu mikroorganismuizen ulelit navazani dalSich bakterii. Naopak
soupéeni o0 ziviny a akumulace toxickych prodakprimarniho kolonizatora tize omezit
heterogenitu biofilmuZ].

2.1.3 Bakterialni adheze

Proces navazani bakterie na povrch a nasledniygtniofilmu je zavisly naad faktoni:
druhu mikroorganismu, sloZeni povrchu, podminkacbkaeinim prostedi a zakladnich
metabolitech. Primarni adheze mezi bakterii a yazipovrchem je obeénzprostedkovana
nespecifickou (nap hydrofobni) interakci, zatimcofipadhezi k Zivé tkani je zap@bi
specifického molekularniho (lektin, ligand nebo @zih) mechanismu].

Ve své nejjednodussi foemmiaze byt bakteridlni adheze ra#eina na dv faze: primarni
neboli faze pichyceni a sekundarni faze neboli faze zabudowkidy je pidana jedt faze
kondiciovani povrchu. Ta nastava, kdyZz jérgeeny povrch pozenén adsorpci vody,
albuminu, lipidi, extracelularnich molekul matrix, fibronektinu,oaganickych solti dalSich
latek. Adsorpci se mohou 2mit vlastnosti povrchu natolik, Ze afinita mikroargsmu
k tomuto zndnénému povrchu je naprosto odlisSrid. [

2.1.3.1 Kondiciovani povrchu

Pred tim neZ je pouzit, ma nagmplantat nebo kanylaisty a sterilni povrch, &Sinou
vyrobeny z tzv. biomaterialu. Po aplikaci implantag&nou nad jeho povrchem proudiri
tekutiny (nap. krev, m@& nebo sliny) a wité latky z nich se koncentruji u povrchu. Druh
latek, které se takto budou koncentrovat u povrehlezi na jeho vlastnostech, to jsou
ku piikladu hydrofébnost nebo néboj. Tyto latky vytivécondicion&ni film, ktery nemusi
pokryvat povrch rovnowme, ale miZze vytvdit mriizkovou strukturu. Vytvienim
kondicion&niho filmu se zmni vlastnosti povrchu, coz ovlivni afinitu mikro@gisnm [5].
Napiklad plasmové proteiny, jako je fibronektin, zlapSprimarni adherenci koagulaza-
negativnich stafylokak|[6].

Kondiciona&ni film je pri¢inou toho, Ze funéni povrchy, jako jsou hydrofilni gely
a antimikrobiélni povlaky, jsou ne&inné v zabraéni mikrobialni adheze. Jsou velmiiiné
in vitro v negitomnosti kondicionéniho filmu, alein vivo je pokryje kondicionéni film,
ktery tak potlai jejich funknost a umoZzni mikroorganismm adherovat. Role



kondicion&niho filmu je zasadni pro mnoho patofiejeZz nedokazi adherovatimo na holy
povrch B].

2.1.3.2 Primérni bakterialni adheze (fazeifichyceni)

Pri primarni adhezi dochazi k nahodnémietst vhodného povrchu a planktonniiky.
Tato faze je reverzibilni. Organismus se dostap@wchu bd nahodg (nag. proudem
tekutiny omyvajici povrch), nebo zém¢ pomoci chemotaxe a motility. KdyZz organismus
dosahne kritickéhoifblizeni (&tSinou <1 nm), to, zda adheze nastane nebo nepagi@ezi
na koneéném sodtu pritazlivych a odpudivych sil mezi povrchem ankou. Tyto sily
zahrnuji elektrostatické a hydrofobni interakcen \der Waalsovy sily, spravné sterické
natateni, teplotu, hydrodynamické sily... Z hlediskak#iestatickych sil dochaziéSinou
k odpuzovani, protoZeétsina bakterialnich & a inertnich povrah je negativd nabité.
Odpudivé sily mezi dima povrchy mohou byt ipkonany specifickymi molekularnimi
interakcemi, které jsou zprastikovany adhezinem nachazejicim se na povrch(fipilorii).
Nebo napiklad vapenaté a ketnaté ionty v méi mohou fungovat jako most mezi zapérn
nabitym povrchem hiky a povrchem s negativnim nabojem. Zasadni vlivvgaledek
primarni adheze vSak maji hydrofobni interakje [

2.1.3.3 Sekundarni bakteridlni adheze (faze zabudovani)

Sekundarni faze adheze neboli faze zabudovani wehrmytvareni vazby mezi
specifickymi adheziny a povrchem. V tomto okamziming vazany organismus dok&n
proces adheze produkci exopolysachatidkteré vytvai komplexy s molekulami povrchu
a s receptor-specifickymi ligandy lokalizovanymimi. Na konci sekundarni faze se adheze
stava ireverzibilni, pokud tedy nemwmbime peruSeni vazby chemicky nebo fyzik&In
a organismus je k povrchu peévmazan. Jeden organismusize produkovatiizné adheziny
podle prostedi, ke kterému chcefimout. V této fazi dochazi také k navazani vazbgzm
mikroorganismy vzajentn Produkce &kterych adheziin je regulovana ve fazi transkripce,
coz dovoluje bakterii ,fepnout* mezi biofilmem a planktonni formoij [

Separation  Substratum i
; fale
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: interactions
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Obr. 2 Proces adheze. # vzdalenosti >50 nm isobi pouze Van der Waalsovy silyi p
vzdalenosti 10 — 20 nm ovinji adhezi Van der Waalsovy a elektrostatické s,
vzdalenosti <1,5 nm dochazi k ireverzibilnimu nawéanikroorganismu k povrch.
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2.1.4  Maturace biofilmu

PomnoZenim mikroorganismu pe&vnavazaného na povrch a produkci extracelularnich
latek vziistd denzita a komplexnost biofilmu. Produkované&aediularni latky interaguji
s organickymi a anorganickymi skeeninami v prosedi a vytvéi tak glykokalyx. V gipad
infikovaného implantatu to ke zahrnovat i proteiny vytvené hostitelem, které reaguji na
vznikly zaret, jsou to nap fibrinogen, fibronektin a glykosaminoglykanij |

Rastovy potenciél kterékoli bakterie je limitovan tgsosti Zivin v okolnim prosdi,
perfuzi Zivin k bukam v ramci biofilmu a odsti@vanim odpadnich latek. Optimalni
hydrodynamicky pitok pres biofilm podporujeist, perfuzi a satasré nezmisobuje erozi
svrchnich vrstev biofilmu. DalSimi faktory limitgji rast biofilmu jsou vnikni pH, dostupnost
kysliku, dostupnost zdrmdjuhliku a osmolarital].

2.1.5 Disperze

V jisttm okamziku dojde ke kritickému rigstu biofilmu a je dosazeno dynamické
rovnovahy, kdy svrchni vrstvy biofilmu &aou vytvdet planktonni biky. Tyto planktonni
buiky mohou kolonizovat dalSi povrch. Bky ve vrstvach nejblizSich kolonizovanému
povrchu postuphodumiraji nedostatkem zivin, snizenim pH,p@bo akumulaci toxickych
meziproduki [1].

Posledni studie ukazuji, Ze kolonizace povrchuiloeim, jeho zrani a nasledny uhyn by
mohly byt regulovany na Urovni exprese genu zahesléa denzét populace, ktera je
kontrolovana signalnimi molekulanguorum sensing i quorum sensingspolu buky
komunikuji tzv. autoinduktory, coz jsou malé sigriaholekuly, jejichZ koncentrace jéimo
ameérna denzi populace. DosazZzenim dité prahové koncentrace autoinduktoru pak dojde
k ovlivnéni genové exprese. Gramnegativni i grampozitivnktdyée vyuZivaji quorum
sensingako komunik&ni kaskadu ke zémé konkrétnich fyziologickych projeévbuiky. Tyto
projevy zahrnuji symbiozu, virulenci, konjugaci,odukci antibiotik, pohyb, sporulaci
a v neposlednitadé tvorbu biofilmu. Gramnegativni bakterie pro konmkati vyuZivaji
acylované homoserinoveé laktony, zatimco grampaiitivakterie k tomuto delu pouZzivaji
oligopeptidy. Posledni vyzkumy nazwgi, Ze quorum sensinge vyuzivano jak v ramci
druhu, tak mezidruhav Signalni molekuly, zgsob gFenosu i geny kontrolovany
mechanismemguorum sensingse liSi. Navzdory émto rozditim vzdjemna komunikace
umoziuje bakteriim zkoordinovat genovou expresi a tiwlastnosti celého spalenstva.
Zraly biofilm tak vykazuje znaky (bakterialnfist, fyziologickd kooperace a metabolicka
acinnost), jez mu umaitlji formu koordinace jako u jednoduché eukaryotitkére [1, 7].

2.1.6  Rezistence biofilmu wiéi antimikrobialnim latkam

Bunky v biofilmu maji jiné vlastnosti nez jejich plaimkni pro&jsky. Zejména, co se &g
rezistence i antimikrobialnim latkam, tauz jde o antibiotika, biocidyi germicidy, jsou
mikroorganismy v biofilmu i témto latkhm odol§Si. V rekterych pipadech je
koncentrace antibiotik 0 3 — #dy vysSi, chceme-li dosahnout stejné baktericadktivity
u bakterii v biofilmu jako u planktonnim b&kstejného genotypu. Mechanismy zodxve
za tuto zvySenou odolnost jsou nasledujici: ()rzpleny piinik antimikrobiélni latky matrix
biofilmu, (ii) jin& rastova rychlost mikroorganisimv biofilmu a (iii) dalSi fyziologické
vlastnosti biofilmu [, 3.
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2.1.6.1 Zpomaleny painik antimikrobiélni latky matrix biofilmu

Molekuly antimikrobialniho progeédku musi difundovat skrz matrix, aby inaktivovaly
buiky v biofilmu. AvSak extracelularni polymery, zeekfch se matrix skladaigdstavuji
difuzni bariéru jak tim, Ze ovliwji transportni rychlost doviibiofilmu, tak tim, Ze reaguji
s molekulami antimikrobialnih@inidla. Biofilm tak funguje jako ity molekularni filtr
[1,3. Razné studie §, 9 ukazaly, zZe tinnost glykopeptidovych antibiotik (n&p
vankomycin a teikoplanin) byla ovligna matrix biofilmu, zatimcodinnost makrolidovych
antibiotik ne.

2.1.6.2 Rustova rychlost mikroorganisu v biofilmu

DalSi mechanismus zodp#ny za zvySenou rezistenci biofilmu je ten, Zaeikyuv ném
rostou pomaleji nez planktonniiiky [3]. Evans a kol. 10] prokazali, Ze nejpomaleji rostouci
Escherichia colibyly nejodolrjsi va¢i G¢inku cetrimidu. DalSi studielfl] zase ukazala na
biofilmu Staphylococcus epidermidi®e ¢im rychleji mikroorganismus roste, tim rychleji je
inaktivovan ciprofloxacinem. Vysledkem experimemtiiné studii [L2] byl dikaz, Ze¢im
starSi je biofimPseudomonas aerugingsim odolrgjSi je wici antimikrobialnim latkam.
Podobné vysledky vykazujitizné kombinace bakterii a antimikrobialnich agenstoé
[12, 13] tvrdi, Ze jednim z@lvoda rezistence rize byt nizSi metabolicka aktivita btknve
starSim biofilmu.

2.1.6.3 Dalsi fyziologickeé vlastnosti biofilmu

Faktory negativé ovliviwujici antimikrobialni aktivituin vitro, v¢etné pH pCQ, pO;,
koncentrace divalentnich katidgntirovre nasyceni a koncentrace pyrimidinu, budou mit také
negiznivy vliv na nejhlubSi vrstvy bakterialniho bilofiu, kde panuji kyselé a anaerobni
podminky. D& se iedpokladat, Ze baktericidni aktivita antimikrobiém latek bude
v kyselém prosedi se zvySenou pGOomezena. Aniontova struktura alginatového
polysacharidu je zaséipinou hromadni divalentnich katioriitv biofilmu P. aeruginosacoz
negativré ovliviiuje aktivitu aminoglykosidl a tetracykliri [1].

2.1.7 Infekce spojené s biofilmem

V EU onemocni nosokomialni infekci kazdy rokep 4 miliony pacietit z toho asi 37000
zente. Procentudlni rozteni je nasledujici: 27 % odpovida infekcimdmeého traktu, 24 %
onemocgnim dychaciho Ustroji, 17 % infekcim ziskanych m@era&nim sale a 10,5 %
krevnim infekcim. Zbylé procenta zahrnuji gastrestinalni onemocmi, infekce kze
a mekkych tkani, onemocami centralni nervové soustavy, atd. Existujedpoklad, Ze
20 — 30 % nosokomialnich infekci by se dalo zabrAdepSenim hygienickych navigkl14].

Nosokomialni infekce jsou mezi prvnimi Signami umrti na s#té. 60 — 70 % zdchto
infekci jsou spojeny s pouzitim infikovaného impftn. Pati mezi & umelé srdéni
chlopre, ortopedické implantaty, cévni a towé katétry, kardiostimulatory, nahrady cév,
ocni protézy, kontaktntocky...Bez ohledu na to, jak sofistikované a modgsou dnesni
nahrady a implantaty, stale jsou nachylné ke kakariimikroorganismyl5].

Biofilm muze kolonizovat tké v téle pacienta a Zjsobit zast i bez gedchoziho zasahu
do organismu. Mezi takové nosokomialni infekceipatekéni endokarditida, otitida,...
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2.1.7.1 Infekéni endokarditida

Infekéni endokarditida je z&h vnittniho povrchu srdce neboli endokardu a postihuje
zejména srdmi chlopré. Tento zat zpisobuji mikroorganismy, n&gstji streptokoky nebo
stafylokoky, ale i gramnegativni baktere fungi. Endokarditidou jsou ohroZzeny zejména
poskozené srdai chlopré (nasledkem vrozenych vadigglchozich operaci,...)fiPhoSkozeni
endokardu se vytliwje fibronektin, ktery je schopen se vazat nafipkiolagen, lidské hiky
nebo bakterie. Pokud méa bakterie receptor na faktim, mize se navazat na poSkozenou
tkan. Bylo dokazano, ze virulen§j$i kmeny ndly vySSi schopnost vazby na fibronektin.
Neékteré streptokokové kmeny také produkuji vysokoraaerni dextran, jez usnadje
adhezi busk k endokardu. Vytvieni biofilmu na povrchu srdei chlopr mize zmisobit
poskozeni chlofové tkar ¢i embolii [3].

2.1.7.2 Zanét stredniho ucha (otitida)

Jde vlastt 0 zart sttedousni sliznice, ktery iie byt bakterialniho nebo virovéhéyodu.
Z bakterii ho zpsobuji nap. Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influgridaeaxella
catarrhalis pB-hemolytické streptokoky, isvni bakterie, Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidi®seudomonas aeruginosa dalSi. Problémem dBy zartu
stredniho ucha fize byt kron¢ odolnosti bakterii v biofilmu také nizka penetraagibiotik
do stedousni tekutinyd].

2.1.7.3 Chronicky zart prostaty

Infekce v prvotnim stadiu je snadnditélna antibiotiky, ale pokud jsou mikroorganismy
rezistentni zénou vytv&et mikrokolonie a naslednbiofiim a tim se onemoe¢ni dostane
do chronické faze. Mezi mikroorganismyispbujicimi za#t prostaty pai nag. Escherichia
coli, Klebsiella enterobakterie, Proteus Serratia Pseudomonas aerugingsa
CorynebacteriacegaeboEnterococcus faecalis)].

2.1.7.4 Infekce plic postizenych cystickou fibrézou

Cysticka fibréza (CF) je @licné onemocEni zpisobené mutaci genu pro CFTR protein.
Zasahuje wzné organy, v plicich Zgobuje hromaghi hlenu. Plice jsou potom nachgj&i
k infekci. Mikroorganismy neépstji napadajici plice postizené cystickou fibr6zowujs
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, d®seonas aeruginosa Burkholderia
cepacia Presny mechanismus kolonizace plic postiZzenychPGeudomonas aeruginosani
znam. Bi prvotni infekci nejsou kmeny. aeruginosamukoézni. Ale po uitém intervalu
dojde nejspiSe k mutaci a nasledné selekci mukbBzkiegeri. Tyto kmeny jsou pak velmi
rezistentni jak &¢i imunitni reakci, tak uci antibiotikam [3].

2.1.7.5 Zanét dasni a periodontitida

Zargtliva onemocsni zubniho okoli jsou Zsobeny mikroorganismy jakieusobacterium
nucleatum Peptostreptococcus microsEubacterium timidum Eubacterium brachy
Lactobacillus spp., Actinomyces naeslundiiPseudomonas anaerobju&ubacteriumsp,
Bacteroides intermediugusobacteriunsp., Selenomonas sputigenaubacteriumsp. strain
D6, Bacteroides pneumosintesHaemophilus aphrophilusTyto mikroorganismy kolonizuji
zubni plak, pomnozi se ¥m a vytvdi biofilm. Pokud neni dodrzovana pravidelna ustni
hygiena, niZze dojit ke vzniku zasu [3].
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2.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginoga drobna gramnegativni nefermentujictimka se sklonem
k polarnimu barveni,&kdy obalena slizem. Pohybuje se pomoci p&lammistného biku.
Roste na &nych pmdach v plochych pereve lesklych koloniich, jejichz okoli byva
u wtSiny kmeri — pokud je pda bezbarva — zelen&wzbarveno. Mladé kultury voni po
hroznech, jahodach nebo jasminu, starSi pachnammmiaku. Na krevnim agaru vyvolava
B-hemolyzu. Je natolik nenamé, Ze se dovede pomnozit i v destilované¢yatb niz se
dostaly pouhé stopy Zzivin. Odbourava glukézu aerat@spiraci. Ma pozitivni katalazu
a oxidazu a dovede vyuzit citrat amonny jako jedmayoj uhliku. Obvykle tvi barevné
pigmenty — zeleny (pyocyanin), Zlutozeleny (fluaeis nebo pyoverdin),&kdy i ¢erveny
a hredy [16, 17.

P. aeruginosgprodukuje liposacharidéikujici jako endotoxin. Mukézhrostouci kmeny
jsou obaleny pouzdrem z alginatu, které jim uimge @ilnuti k respirgnimu epitelu a chrani
je pred fagocytézou a dginkem antibiotik. P. aeruginosadale produkuje dva exotoxiny
(ozna&ovanéA a ), cytotoxicky leukocidin a mnozstvi enzynvétSinou charakteru proteaz
(elastazu, alkalickou proteadzu) a hemolyziffiosfolipazu C a rhamnolipid¢inkujici jako
lecithinaza) 16)].

2.2.1  Vyskyt a odolnostPseudomonas aeruginosa

Pseudomonady jsou ubikvitni, nalézaji seiadépa ve vodach, jsou i jednim Zypdal
hniloby u ragat. V nemocnicich se vyskytuji vSude, kde je vilfkochyiské vylevky, vazy
na kwtiny,...). V €chto mistech se jich nelze zbavit, ale feba zamezit kontaminaci
sterilnich ponicek a z#izeni a dbat, aby je personal rmpaSel z jednoho pacienta na
druhého. Snadno kontaminuji katétry, dychadstpje a tekuté t@vé formy — @ni kapky,
infuzni roztoky apod. P#t mezi pond¢rné odolné bakterie. Rostou v Sirokém rozmezi
4 — 42 °C. Na nezivém povrchu jsou schoptigZzt 6 hodin az 16 &sici. VIhkost jejich
vydrz zvySuje. Na suchém povrchu vydrzi i 5 tydiNekterym dezinfeknim latkam ze
skupiny kvarternich amoniovych sk®nin odolavaji do té miry, Ze se v nich dokonce mno
a jsou rezistentniii fact antibiotik (nap. kotrimoxazol) 16, 17, 18

2.2.2 Patogenita a terapiePseudomonas aeruginosa

P. aeruginosase chova jako typicky oportunni patogen, je schopapadnout kterykoli
organ, jehoZz odolnost byla ¢akym zpisobem snizena. Je to vyznamnyivqdce
nosokomiélnich nékaz. Jefiginou nejmén jedné ¢tvrtiny pozdnich ventilatorovych
pneumonii a napada plice postizené cystickou fiwo6zU nemocnych s dlouhodbb
zavedenym miovym katétrem vyvolavé infekce ravého traktu. Velmi nebezpeé jsou
pseudomonadoveé infekce popalenin, které mohoucs#kah smrtelnou sepsi. Generalizovat
se a skodit sepsi vSak iive témét kazda pseudomonadova infekce u jedise snizenou
odolnosti, nap u novorozeni nebo neutropenik [16].

Sekundarni infekce ran se vyzod typickym nazelenalym az modrozelenym hnisem.
Koupani ve vod infikované pseudomonadamiige vest k folikulitid¢ nebo k zaétu zevniho
zvukovodu.P. aeruginosaasto nachazime v sekretéi phronickém zé#tu stedniho ucha.
Chronicky probihaji i osteomyelitidy n&klad po implantaci kloubnich nahrad nebo
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endokarditidy uzivatél drog. Nebezpmé jsou infekce oka po porani ¢i operaci a keratitidy
vyvolané kontaminovanymi kontaktnigockami [16].

V malém mnozstvi se pseudomonady mohou vyskytovgkierych jediné ve stewé. Po
Sirokospektrych antibioticich ségmnozi a vyvolaji fgijem. Pseudomonadova infekcéesta
U novorozent je p‘icinou zavazné ulcerativni enterokolitidig].

Terapeuticky pedstavuji pseudomonadové infekce mnohdy probléntind byvéa
kombinace protipseudomonadového penicilinu (tikercpiperacilin, gipadré potencované
inhibitorem beta-laktamaz) s aminoglykosidy (neidim nebo amikacin), dale cefalosporiny
ll. generace (ceftazidim nebo cefoperazon) a kaebhamy (imipenem, meropenemXithé
jsou i rekteré fluorochinolony (ciprofloxacin, levofloxacinyzdy je vSak nutno vychazet
z citlivosti prislusného kmene. K ochrawysoce rizikovych pacieitse uziva inaktivovana
vakcina obsahuijici i detoxikovany exoproteif|[

2.2.3 Biofilm Pseudomonaseruginosa

1
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Obr. 3Schematické znazamm procesu tvorby biofilmu u P. aerugindga

Pomoci genetické modifikace kmere aeruginosaPAl14 byl podrob#& prozkouman
proces tvorby biofilmu tohoto mikroorganismu. Byjisténo, Ze bakterie vySe jmenovaneho
kmene nejprve primarni adhezi vyfvea povrchu monovrstvu (obr. 2 faze 1). Baktegi® t
monovrstvy se poté trhavym pohybem (twitching nitgdilshlukuji do agregét ze kterych se
stanou mikrokolonie (obr. 2 faze 2). Pro primardhezi je kl€éovym biik, ktery bakterii
dostane do kritické blizkosti k povrchu, zatimco fworbu agregétje nutna syntéza pili typu
IV [1].

U P. aeruginosge exopolysacharidicky glykokalyx tien soli kyseliny alginové. Tento
polysacharid se sklada z jednotek kyseliny manmwénspojenychB-1,4 vazbou a C-5
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epimeru L-guluronové kyseliny. Produkce kyselinygimbvé je regulovdna na zaktad
raznych faktofi v okolnim progtedi, jako nap vysoka osmolarita, vysokad pQpfitomnost
ethanolu a nedostatek dusikuéZgfni pro produkci a regulaci produkce kyselinyirmdgé je
enzym fosfomannomutasd][ Davies a kol. 19, 2(Q dokazali, Ze se po adhezi k povrchu
zvySuje u bakterii exprese genu pro syntézu kygeliginove, a to az 19krat vice u kn
biofilmu nez u planktonnich. A mimo to, Ze mikroargsmy v biofilmu akumuluji 2krat vice
kyseliny uronové, kter4 je markerem syntézy kyselalginové, nez vok plovouci
mikroorganismy. Tyto vysledky sinpodporuji tezi aktivace produkce kyseliny alginové
vazbou na povrch, ale protoZe stejny gen aktivugyritézu lipopolysacharig musi byt
interpretovany s jistou rezervoli]]

2.2.4  Mechanismy rezistencd’seudomonas aeruginosa
Regulace vyskytlr. aeruginosaantibiotiky ¢i dezinfekénimi piipravky je vice nez slozita.

NejvétSim problémem je rezistence této bakterigi vantimikrobidlnim latkam. Hlavni
faktory jeji rezistence jsou:

* nizk&a permeabilita biiné stny,

» geneticka kapacita pro Siroké moznosti rezigtézh mechanisin

» rezistence ziskand mutaci chromozomalnicti gegulujicich rezistemi geny,

» schopnost ziskat rezistai geny od jinych organisin plazmidovym,

transpozonovym nebo bakteriofagovypmemposem,

» schopnost tviit biofilm.
P. aeruginosge velmi adaptabilni mikroorganismus. Nejen, Zesghopnaistu na velkém
mnoZstvi substr@f maze také reagovat na zZnmy v okolnim prosedi znénou svych
vlastnosti. Jeji genom ma 6,26 Mbp kodujicich 5§6ii. Ve srovnani &€scherichia coli
(4,64 Mbp, 4279 gei) a Staphylococcus aurey?,81 Mbp, 2594 gan maP. aeruginosa
znanou genetickou kapacitu, coz vy#uje jeji nesmir adaptabilni povaht2fl].

2.2.4.1 Permeabilita buéné sény

Jak jiz bylo zmigno, hlavni sloZkou glykokalyx psedomonadového biadi je alginat,
ktery je schopen vazat antibiotika kationtové pgvahko jsou aminoglykosidy a zali@vat
tak jejich difuzi. Alginat pedstavuje prvniigkazku pro sktera antibiotika21].

DalSi pekadzkou pro antimikrobidlni agens je & membrana buiné stny
P. aeruginosa Ta omezuje gmik malych hydrofilnich molekul a brani {priku tSich
molekul. Hydrofilni antibiotika s malymi molekulanfhag. p-laktamaty, chinolony) mohou
proniknout do biiky pouze skrz porinové kanalf.. aeruginosaprodukuje gkolik druhi
porini. Jeden z nich hraje specifickou roli priijem kladré nabitych aminokyselin, jako je
lysin. Ztrata genu kodujiciho produkci tohoto parje spojovana s rezistendi&v imipenemu
[21].

Aminoglykosidy a kolistin nepronikaji do bhky porinovymi kanaly, ale vazbou na
lipopolysacharid na WjSi séné membrany. Tim porusi jeji soudrZznost a dostanou se
k cytoplazmatické membran Aminoglykosidy jsou aktivé transportovany do hiky, kde
naruSuji syntézu bilkovin ribozomy. Kolistin ¢hi buiku rozruSenim cytoplazmatické
membrany. Rezistencaié aminoglykosidim a kolistinu je ziskdna zvySenou expresi genu
kodujiciho protein v&Si membrany, ktery chrani lipopolysacharigg navazanim antibiotik
[21].
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2.2.4.2 Role vylwovani

Systém pro vyltovani toxickych molekul je sloZzen zé téasti bilkovinného fvodu:
pumpy Vv cytoplazmatické membrrporinu ve vijSi membraa a proteinu, ktery tyto dv
casti spojuje. W. aeruginosabyly nalezeny a popsanyyii rizné systémy pro vytiovani
antibiotik. VSechnyiidy antibiotik, kron¢ polymyxini, mohou byt vylotieny jednim nebo
vice zmisoby. Geny koédujici vyltovaci systémy jsou fftomny ve vSech kmenech
P. aeruginosaale exprese neni vysokankt byt zvySena mutaci regatdch ger [21].

2.2.4.3 Inaktivace a modifikace antibiotik

P. aeruginosalokaze produkovat enzymy schopné inaktivovat nedmrpnit antibiotika.
VSechny kmenyP. aeruginosamaji gen pro indukovatelnou chromozomdgpliaktamazu.
Zvysena exprese tohoto genu je kiamdukce zaficinéna také spontanni mutaci reguléno
genu nap po terapii ceftazidimen®fl].

Ackoli se B-laktamaza normatn nachazi v periplazé po protipsedomonadové ¢l
pacienti s cystickou fibr6zou byla detekovana i ve sputantd extracelularni enzym byl
nejspiSe uvokn lyzou mikroorganisrin s vysokou produkci enzymu v plicich. Tam snizil
lokalni koncentradg-laktamaiti a tak byly bakterie s nizsi produkci ochiiay[21].

P. aeruginosgrodukuje dalsp-laktamazy, etre Sirokého spektra plazmidovych enaym
jez jsou aktivni uci penicilinaim a cefalosporitim. PouZzitiB-laktamézovych inhibitar chrani
tato antibiotika ped &inkem reékterych plazmidovych enzyim ne vSak fed chromozomalni
B-laktaméazou. Nedavno byly zaznamenany uz i enzyexystentni uci p-laktamazovym
inhibitoram [21].

Existuji dva typy specifickych karbapenema® vaeruginosaserinové a metaloenzymy
[21].

Inaktivace aminoglykosidse d@je prostednictvim enzyra prenaSejicich acetyl, fosfatové
a adenylyl skupiny na amino- nebo hydroxylskupimgil@otik. Tyto enzymy plazmidového
ptivodu pouzivaji cytoplazmatické kofaktory (acetylCadbo ATP) jako zdrojignasenych
skupin. Na rozdil od chromozomalfilaktamazy nedochazi k nadprodukéctto enzyni
nasledkem spontanni mutacgéhbm terapie antibiotiky. Ale ziskani genu kodujicityto
enzymy se ge plazmidovym penosem21].

2.2.4.4 Modifikace enzyni

Tento mechanismus rezistence je zaloZzen na mutatikdujicich enzymy tak, Ze ziskaji
rezistenci wc¢i inhibici antimikrobialnimi latkami. Satasré to vSak neovlivni jejich
esencialni roli v biice. UP. aeruginosase toto stava n&stji u terapie chinolony mutaci
genu kodujiciho podjednotku A DNA gyrazy. Zny ve struktiie 30S podjednotky ribozomu
ovliviwuji zase senzitivitu®i streptomycinu a zemy enzyni vazicich peniciliny senzitivitu
vaci B-laktamatim [21].

2.2.5 Shrnuti rezistenénich mechanisni v pseudomonadovém biofilmu

Na rezistenci biofilmu &¢i antimikrobialnim agens se podili jiz znany alginatovy
glykokalyx a nizk& permeabilita membrany. V hlubctkyrstvach biofilmu dochazi také ke
hromadni metabolit a tim vznika progedi nepiznivé pro antimikrobialni latky.
K rezistenci dale fispiva vysoka denzita btk a vyluwtovaci mechanismy. V lslkach mohou
jako odpo¥d na stres nastat fyziologické Zny, kdy jsou snizeny metabolické procesy
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a indukovan ochranny mechanismus. Také dochazpdjemai guorum sensin@ podle toho
ke zmeén¢ vlastnosti bakterii. &které buiky zapojuji jako obranny mechanismus expresi
inaktivatnich enzyni, jiné expresi modifikovanych enzymrezistentnich &i Ucinku
antimikrobialnich latek. Celkova rezistence je vsg&ledkem interakci v ramci celé populace
a terapie proto musi byt zatena na mnohobutiné spoléenstvo P1].
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2.3 Dekontaminace

Prenos patogennich nebo potenaighatogennich mikroorganisne prostedi do lidského
¢i zvireciho €la miZze zapicinit vznik onemocani. Je proto nutné tyto mikroorganismy
z prostedi odstranit. Dekontaminace zahrnuje vSechny cddigré vedou k odstrani
zneistujicich latek a organisinz ploch a pedmti, véetrg usmrceni organisim Podle
vysledného stupn cistoty se dli na mechanickou d@stu, dezinfekci, dvoustujpvou
dezinfekci, vysSi stupe dezinfekce a sterilizaci. Sterilizace je procederk vede
k usmrcovani vSech mikroorgani8mvéetné spoér, k inaktivaci vit a usmrceni zdravain
vyznamnychcervii a jejich vajéek. Dezinfekce je pak soubor ofati ke zneSkatbvani
mikroorganisnd pomoci fyzikalnich, chemickych nebo kombinovanystup, které maji
pierusit cestu od zdroje k vnimavému jedinci. Vy38pai dezinfekce jsou potom postupy,
které zarduji usmrceni bakterii, vy mikroskopickych hub adkterych bakterialnich spor.
Nezarkuji vS8ak usmrceni ostatnich mikroorganisnnag. vysoce rezistentnich spor)
a vyvojovych stadii zdravo#rvyznamnychtervii a jejich vajéek. [16, 29

V sowasnosti upravuje sterilizai a dezinfekni metody zakor. 258/2000 Sb. o ochran
verejného zdravi a o zn¢ nekterych souvisejicich zakéarv platném zani [22].

2.3.1 Fyzikalni metody

Fyzikalni postupy sterilizace a dezinfekce zahriepielné metody (plamen, horky vzduch,
paru pod tlakem, proudici paru, var, frakcionovarsberilizaci, pasterizaci, tyndalizaci),
z&eni (infra&ervené, ultrafialové, ionizai), nizkoteplotni plazma, filtraci a mechanickou
ocistu a uklid. V praxi se z fyzikalnich postupplatiuje predevsim psobeni tepla, mén
casto zé&eni, filtrace a prosty Uklid nebo omyiig].

2.3.2 Chemické metody
K chemickym postujpm sterilizace a dezinfekce se uzivaji dezitfeéklatky (biocidy).
Ucinek rsjaké latky nmize byt mikrobicidni, pokud dochazi k Gplnému usmfce
mikroorganisni, nebo mikrobistaticky, kdyz #gobi jen zastaveniustu, rozmnozZovani
acinnosti mikroorganistin.
NejdalezitejSi skupiny dezinfednich latek:
» oxidani ¢inidla (peroxoslodeniny, ozon, peroxid vodiku, manganistan drasealaigi
peroxidy a persirany, superoxidovana voda),
» halogeny (chlor a jeho derivaty, jodovidgravky, derivaty bromu a fluoru),
« alkylatni ¢inidla (ethylenoxid, formaldehyd, glutaraldehyd),
» cyklické sloweniny (fenol a jeho derivaty, difenyly),
» alkalie a kyseliny (louhy, vapno, vapenné mlékalaskys. solnda, sirova, octova),
* sloweniny €zkych kowa (rtut’, stibro, med),
» alkoholy (ethanol, propanoly),
» povrchow aktivni latky (kvarterni amoniové sléeniny),
» ostatni slogeniny,
* kombinované latky16].
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Tab. 2.3.2 Mechanismus &inku biocidi [16]

biocid

mechanismus dinku

vliv na mikrobialni bu fiku

oxidatni ¢inidla, halogeny

oxidace SH-skupin v
proteinech

inhibice enzyn, zména
tvaru bilkovin

halogeny

halogenace aromatickych
aminokyselin

inhibice enzyn, zména
tvaru bilkovin

alkyla¢ni ¢inidla

alkylace NH-skupin
v proteinech a nukleovych
kyselinach

inhibice enzynd a funkce
nukleovych kyselin

derivaty fenolu, alkoholy

denaturace bilkovin

inbdenzynd, poskozeni
membran, koagulace
cytoplazmy

silné kyseliny a louhy

hydrolyza bilkovin,
zmydehovani tuki

inhibice enzyni, rozpad
membran, koagulace
cytoplazmy

téZké kovy

vazba na SH-skupiny,
denaturace bilkovin

inhibice enzyni, koagulace
cytoplazmy

tenzidy, chlorhexidin

vazba na®blozky
fosfolipidi

poskozeni lipid burg¢nych
membran

akridinova barviva

interkalace mezi pary bazi

imtelreplikace DNA
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzita média

3.1.1 TSA ( Tryptone Soya Agar)
Zivna pida obsahujici enzymaticky hydrolyzat kaseinu, spjpepton, chlorid sodny
a agar.

3.1.2 TSB (Tryptone Soya Broth)
Tekuté Zivné médium s pankreatickym kaseinovym blydétem, sojovym peptonem,
chloridem sodnym, hydrogenfosféresnem draselnym a dextrézou.

3.1.3  Neutralizétor

Smés enzymatického hydrolyzatu kaseinu, kvasého extraktu, dextrézy, thiosiranu
sodného, thioglykolanu sodného, lecitinu, polystarkabromkresolovéerverg. Po uplynuti
casoveé expozice zastavi vliv dezinfaeklatky na mikroorganismy

3.1.4 Redici voda
Roztok peptonu a chloridu sodného, pouzivan jaktici médium pro bakterialni suspenze
a pipravuiedicichrad.

3.1.5 Fyziologicky roztok
Roztok chloridu sodného, pouziva se jako fyziolkgi@ redici roztok pro bakterialni,
kvasinkové a plisové suspenze.

3.2 Pristroje a pomicky
a) komponenty reaktoru

i) Berzelius Pyrex nadoba- 1000 ml, ptmér 9,5 £ 0,5 cm, ve vySce
400 ml = 20 ml op&en vroubkovanym vytokem s 30-45° sklonem, vytok je
napojen na hadici s viitim @ 8 mm

1)) viko reaktoru- UHMW polyethylenové se 3 otvory na 6-8 cm dlotubicky
z nerez oceli nebo jiného neohebného autoklavawettel materialu s WBim
@ 5-8 mm pro ftok média, vyminu vzduchu a inokulaci. Uprdstd je otvor
na sklegnou trub&éku pro oporu michadla. Ve viku je dale 8r gro tyke
a okolo vika je gumovésneni pro spravnéifdehnuti vika na nadobu

iii) polypropylenové tie — 8 polypropylenovych ty, kazda na 3 kupony. Dovhit
jsou po stranach zabudovany nerez Sroubky na uidki@on na mist. Tyce
zapadaji do otvarve viku reaktoru

iv) polykarbonatové kupony- poskytuji povrch, na kterém roste biofilm.
24 cylindrickych polykarbonatovych kupors ptimérem 1,27 cm a tlow&ou
3 mm

V) michadlo— pro konstantni promichavani. Teflonova a&stizapadajici do
teflonového valce s otvorem na magnetickou kag@ilonovy valec zapada
do sklergné trubtky ve viku
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Obr. 4CDC biofilm reakto{23]

b) prerusova toku — sklergny, ktery se hodi na hadici s umim @ 3 mm a bude
sterilizovatelny. Vsunout vertik&ndo pitokové hadice k prevenci kontaminace
vyZivy a nadoby na vyzZivu.

c) silikonové hadice- 2 velikosti: jedna s vrittim @ 3 mm a druh& s vhiim @ 8 mm,
sterilizovatelné. PouZzité k propojeni nadoby naiwya reaktoru, reaktoru s nadobou
na odpadni médium a vzdusnych filg viky reaktoru a nadob

d) nadoby- 20 | autoklavovatelné nadoby na médium a odpad

e) vika nadob- kazdé s 2 otvory na hadice s imin @ 3 mm (¥trani a pitok/odtok)

f) magneticka mich&a— 100 — 400 RPM

g) pipeta— 10 a 25 ml

h) automaticka pipeta- 100 — 100Qul

i) analytické vahy

j) predvazky

k) vortex

l) peristaltickd pumpa

m) pean

n) bakteriologické ekovaci kleky

0) Pasteurovy pipety



p) Bunsetiv kahan— na sterilizaci nastraj

q) zkumavky s ¥kem— s objemem 10 ml

r) autoklav

S) stojan a svorka na stojan na drZeni fgruSovae toku a pitokové hadice s médiem
vertikalré na reaktorem

t) Petriho misky- @ 90 mm, plastikové, sterilni

u) vodni lazeé s tepa’kou— schopna udrzet teplotu 37 °C £ 2 °C

V) stopky

w) chladnicka s mraznikou

X) mrazak- s teplotou -80 °C + 2 °C

y) inkubator— s teplotou 37 °C £ 1 °C

3.3 Interferujici podminky
* Bez podminek
« Cisté (0,3 g/l bovinniho albuminu)
* Necisté (3 g/l bovinniho albuminu s 3 ml/l pranychiimh erytrocyi)

3.4 Pouzité mikroorganismy
Pseudomonas aeruginogd CC 700888
Pseudomonas aeruginodd CC 15442

3.5 Testované dezinfekni pripravky
Testovaci roztoky bylyifpraveny v tvrdé vod

3.5.1 Pr¥iprava tvrdé vody

Roztok Abylo rozpu&no 19,84 g bezvodého chloridu teénatého ve vogla n&edno na
1000 ml. Roztok byl vysterilizovan v autoklavu.

Roztok B bylo rozpu&no 35,02 g kyselého ulilianu sodného ve véda n&edino na
1000 ml. Roztok byl sterilizovdn membranovou fitira

Pro gipravu 1 litru tvrdé vody bylo nalito 600 ml destiané vody do 1000 ml odimé
lahve a pidano 6,0 ml roztoku A a pak 8,0 ml roztoku B.iRa byla zamichana a obsah byl
doplrén po rysku. Hodnota pH tvrdé vody musi byt 7,0 0,

Tvrdd voda musi byt vzdygerstw pripravena, piprava musi probihat za sterilnich
podminek.

Tab. 3.1 Koncentrace testovanych dezinfé&kich piripravki
C. | Zkuebni | Koncentrace Uginna latka
konc. [%] acinné latky ve
zkuSebnich konc.
[%]

1 | 0,01;0,05; |0,0025; 0,0125; N-chlorbenzensulfonamid sodny (uitaje
0,1;0,5;1 | 0,025; 0,125; 0,25 | aktivni chlor)

2 0,8;1 0,216; 0,27 kyselina peroctova (in situ)
3 | 50; 100 22,5a10;45a 20 ethanol, isopropanol,
4 0,25; 1 0,05; 0,2 kvarterni amoniové soli (KAS)
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Tab. 3.2 PouZiti testovanych dezinfalnich pripravki

C. | Deklarované &innosti Doporuéené pouziti gripravku

1 baktericidni, fungicidni, virucidni, dezinfekce ve zdravotnictvi a farmacii, v
mykobaktericidni, tuberkulocidni| potravin&stvi a v oblasti komunalni hygieny,
v zentdélstvi a ve veterinarni praxi, dezinfekge
vod

2 baktericidni, fungicidni, virucidni, myti a dezinfekce zdravotnickych paoek,
mykobaktericidni, tuberkulocidni| oper&niho a anesteziologického instrumentay
sporicidni véetre endoskop

3 | baktericidni, fungicidni, virucidni, dezinfekce ploch a povrétve zdravotnictvi
mykobaktericidni, tuberkulocidni
4 | baktericidni, fungicidni, virucidni, k dezinfekci ploch ve zdravotnictvi
mykobaktericidni, tuberkulocidni

a
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3.6 ZkuSebni metody

3.6.1  ZkouSka biocidni Winnosti va¢i biofilmu

Pracovni postup ifpravy biofilmu Pseudomonas aeruginosay/chazi z normy ASTM
E 2562 — 07 Standard Test Method for QuantificabbriPseudomonas aeruginogofilm
Grown with High Shear and Continuous Flow using CBiGfilm Reactor #] a z manualu
pro CDC biofilm reaktor 24]. Norma je platna od Kina 2007. Vyhodnoceni vysleilke
provedeno podle normySN EN 13697 - Chemické dezinfekce a antiseptikKaantitativni
test pro neporézni povrchydeny pro hodnoceni baktericidniho nebo fungicidnikimku
chemickych dezinfelnich gipravki pouzivanych v potraviigtvi, ptimyslu, domacnostech
a kolektivnich z&zenich — Metoda testovani a pozadavky bez medkamicgisobeni (Faze
2/ krok 2) R5]. Norma je platna odilezna 2002.

3.6.1.1 P#iprava médii

a) ockovaci meédium+ bylo gipraveno 100 ml TSB média o koncentraci 300 mg/l.
Médium bylo vysterilizovano a né&kovano jedinou CFU Pseudomonas
aeruginosa(ATCC 700888) z Petriho misky (PM) pomoaikovaci klicky. Bylo
inkubovano 24 hifp37°C+ 1 °C

b) vsadkoveé kultiveni médium— bylo gipraveno a vysterilizovano 500 ml TSB
o koncentraci 300 mg/I

C) médium pro kontinualni faz bylo gipraveno 20 | TSB o koncentraci 100 mg/l.
Nejdiive bylo vysterilizovano 20 | vody a poté byl aselpt pridan koncentrovany
roztok (2 g TSB na 500 ml, sterilizovany 20 min,taby finalni objem byl 20 |
a finalni koncentrace 100 mg/I

3.6.1.2 P¥iprava reaktoru

Kupony byly omyty mydlem a oplachnuty vodou, potdybna 2 h pongeny v 2M HCI
a nasleda oplachnuty v destilované védPo uschnuti na vzduchu byly kupony urrgtdo
ty¢i tak, aby byl vzorkovaci povrch kuponu v jednéiméws povrchem t§e, a byly utahnuty
Sroubky.

Byl sestaven reaktorovy systéemdgy kupony, michadlo, vzdusny filtr a hadice). Vauus
filtr a pfitokova hadice byly ffpojeny k neohebnym trulkam ve viku reaktoru. Po kontrole
umisgni na magnetické michee (michadlo nes#io zavadit o tye) byla gipojena vytokova
hadice a otelené konce hadic byly obaleny alobalem. Cely reaktprsystém byl
vysterilizovan.

3.6.1.3 Vsadkova faze

Reaktor byl umigih magnetickou miclki&u a asepticky bylofdano 500 ml vsadkového
kultivaéniho média. Plyny musely vainprochazet skrz vzdusny filtr a vytokova trubice
musela byt uzaena. Médium bylo asepticky ndmvano injikovanim 1 mlfgdgipraveného
inokula (viz 3.6.1.1 a) skrz inokuai port ve viku reaktoru. Bylo pu$to michadlo
na 120 RPM a reaktor byl ponechan 24 h ve vsadiaaié
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Obr. 5Schéma zapojeni CDC biofilm reakt¢ad4]

3.6.1.4 Faze kontinualniho pritoku

Hadice s vyZivou byla aseptickyipojena k nadob obsahujici médium pro kontinualni
pritok a odtokova hadice byla unmisa do odtokové nadoby a odsvorkovana. Hadice
s vyzivou byla pipojena na peristaltickou pumpu aidfwk byl nastaven na 2,5 ml/min
(5 ml/min). Reaktor byl 24 h ponechan ve fazi konélniho piitoku.

3.6.1.5 ZkousSka baktericidni aktivity &¢ biofilmu

Bylo vypnuto michéni a peristaltickd pumpa.¢Tyyla vytazena rovhnahoru a stékajici
kapky byly zachyceny do sterilni Petriho misky. Bréeni denzity biofilmu byl biofilm zeft
kuponi na jedné t§i okamzig seSkraban. T ukené ke zkousSeni baktericidni aktivity byly
pondeny do roztok dezinfeKnich gipravki. Pro vodni kontrolu byla misto roztoku
dezinfekiniho gipravku pouzita tvrda voda. Po uplynuti kontaktobyl byly tye z roztok
dezinfekci a tvrdé vody tpmistny do neutralizatoru. Po neutralizaginidla byly tye
vytazeny a bylo provedeno vzorkovani kuporKupony byly uvolgny Sroubovékem
a uchopeny peanem.ckbvaci klckou byla seSkrabana strana kuponu, ktera byl&eoto
k michadlu. B seSkrdbavani bylo nutno drzetdkli kolmo k povrchu kuponu. Kika byla
omyta ve zkumavce s 9 niedici vody. SeSkrabani a omyti bylo 3-4krat zopakov
Nakonec byl kupon oplachnut 1 ml sterilbédici vody. Vysledny objem 10 ml byl
zaznamenan jako seSkrabany objem (viz rovnice byal® zkumavek byl homogenizovan.
Disagregovany biofilm byl redtn podle standardnich mikrobiologickych technik. H&z
fedni bylo vyakovano po 1 ml vzdy na 2 PM s TSA a misky byly inkuany 24 h
37+1°C.
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3.6.1.6 Vyhodnoceni
Byly spcaiitany kolonie na miskach. Z duplikabyly udlany piméry a podle nasledujici

rovnice byl vypgitan log denzity pro 1 kupon:

prumerCFU /miskuDseékrébanybbjem

objemnamisce  seSkrabanypovrch

log,, (CFU /cmz) = Ioglo{ Hedéni} (1)
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3.6.2  Kvantitativni test na nosi¢ich pro zjiSténi baktericidni aktivity
Pracovni postup a hodnoceni baktericidfinosti vychazi z normg SN EN 13697 25].

3.6.2.1 P¥iprava testovaci bakterialni suspenze

Ze zasobni kulturyP. aeruginosana Sikmém agaru byly bakteriologickou dkiou
naatkovany PM s TSA. Misky byly kultivovany 24 hodifi87 °C £ 1 °C. Kolonie z PM
byly seSkrabany a kultura byla suspendovana vdrsterfyziologickém roztoku na denzitu
5. stupr MF zakalové stupnice, co? je asf1010 CFU / 1 ml. Z homogenizované suspenze
byla pripravenaiedicifada na zjidni denzity suspenze. Vzdy po 1 ml této suspenze byl
vyockovano na 2 PM a zalito roziemym a vytemperovanym zivnym agarem. PM byly
kultivovany 24 hodin $ 37 °C £ 1 °C. Byly spéitany kolonie na miskach a vygem byla
ziskana denzita bakterialni suspenze.

3.6.2.2 ZkouSka baktericidni d@innosti

ZkouSka byla provedena kvantitativni metodou naidicts. VSechnacinidla byla
vytemperovana na pokojovou teploibo zkumavky byl penesen 1 ml bilkovinné zde
a 1 ml bakterialni suspenzéigiusné denzity. Sés byla promichana. Poté bylo 0,05 ml této
smesi preneseno na nasiulozeny na PM. Nos&ibyl suSen p 36°C £ 1 °C, dokud nebyl
suchy, ne déle nez 60 minut. Poté bidystven 0,1 ml roztoku dezinf&kiho gipravku
o prislusné koncentraci. Pro vodni kontrolu bylo mig€gd ml roztoku dezinfaeiiho
piipravku pouzito 0,1 ml tvrdé vody. Po uplynuti pddeané zkuSebni doby byl ndsi
pienesen do 10 ml neutralizatoru sgotes 5 g sklednych kuliek. Snés byla promichana
a poté ponechana 5 minut odstat. Po promichanizbpIM odebran 1 ml s&si a byla
pripravenaredicifada. Ze vSeckedini bylo odebrano po 1 ml vzdy na 2 PM a zalito agar
TSA, ochlazenym na 45 °C + 5 °C. Kultivace pfola pii 37 °C = 1 °C po dobu 24 h.

3.6.2.3 Vyhodnoceni testu

Byly spaiitany kolonie ze vSech inkubovanych misek. Hodndgya Ny, tedy p@éty CFU
v kontrole s vodou a na négih s bakterialni suspenzi po vystaveidgbeni dezinfekniho
piipravku, byly stanoveny jako joméry poétu CFU vzdy ze 2 Petriho misek péepaitu na
1 ml
n,+n,

Priklad: N = Gldg kde d jeredici faktor

Poté byly ol hodnoty (N a Ny) zlogaritmovany a byl ziskan rozdil Bchto logaritnii.
R =logN, —-logN,
Je-li tato hodnota (R)&Si nez 4, znamena to, Z&ravek redukoval titr mikroorganism
0 vice nez 4adi a ma tedy baktericidnitinek.

3.6.2.4 Pozadavky dle normy

Baktericidni @innost ma podle normy terfipravek, ktery je schopertipl8 °C + 1 °C az
25 °C = 1 °C po 5 minutach kontaktnibasu redukovat get CFU daného mikroorganismu
0 vice nez 4ady.
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4 VYSLEDKY

V diplomové préci byly testovany 4 dezinfek pripravky s fiznymi E&innymi latkami.
Byla owiena jejich baktericidnidinnost Vici biofilmu P. aeruginosaATCC 700888 a i
planktonnim bitkdm P. aeruginosaATCC 15442. Testovani bylo provedeno dle no8N
EN 13697 p5]. Pripravky ¢. 2 — 4 byly otestovany ve dvou koncentracich.tlpnavku¢. 1
bylo vyzkouseno Sest koncentraci. Vysledky u jedngfpravku jsou vzdy rozdeny nactyii
podkapitoly: 1. a 2. se vztahuji k testovani biacici biofilmu, 3. je zandfena na suspenzni
test na nosich a ve 4. podkapitole je provedeno porovnani.

4.1 Baktericidni a¢innost dezinfelkéniho pripravku ¢. 1 s &nnou latkou
N-chlorbenzensulfonamidem sodnym

4.1.1 Baktericidni G¢innost pripravku ¢. 1 v 0,01; 0,05 a 0,1%koncentraci proti
biofilmu

Podminky testovani
* nastaveni magnetické mictg: teplota 37 °C £ 1 °C
rychlost 120 RPM
e pritok peristaltickéh@erpadla: 5 ml/min
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°Cx1°C
» kontaktni¢as: 15 min
» testované koncentrace: 0,01; 0,05 a 0,1%

Tab. 4.1.1Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/cnf] | v min) [CFU/cnd]
0,01/15 0,05/15 0,1/15

Pseudomonas | 10% >300, >300 | 10% >300, >300 | 10 >300, >300 | 10" 158, 166
aeruginosa 103 199, 209 | 10% 128,134 |10% 55, 61 10% 15, 17

ATCC 700888 | 10%* 19, 22 10* 12, 14 10%5,6 10% 1,2
10% 2,1 Ng: 6,01 Ng: 4,66 Ng: 4,11
No: 6,20 R: 0,19 R: 1,54 R: 2,09

Testovany fipraveké. 1, fedny v tvrdé vod, v koncentracich 0,01; 0,05 a 0,1% &age
pusobeni 15 minut ip teplog 18 °C = 1 °C az 25 °C = 1 °@eredukoval biofilm
P. aeruginosao vice nez 4ady (viz tabulka 4.1.1). iipravek neprokazal baktericidni
acinnost proti biofilmu za danych podminek zkousky.
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V grafu 4.1.1 Ize pozorovat, jak se zvySujici sendemtraci vzista i faktor redukce
dezinfekniho gipravku.

Graf 4.1.1 Baktericidni dinnosti piipravkuc. 1 v 0,01; 0,05 a 0,1% koncentraci proti
biofilmu

Baktericidni 0 €innost p Fipravku €. 1 v 0,01; 0,05 a 0,1% koncentraci proti biofilmu

Faktor redukce

0,01 0,05
Koncentrace [%]
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4.1.2  Baktericidni t¢innost pripravku €. 1 v 0,1; 0,5 a 1% koncentraci proti biofilmu

Podminky testovani
* nastaveni magnetické mictg: teplota 37 °C £ 1 °C
rychlost 120 RPM
e pritok peristaltickéh@erpadla: 5 ml/min
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
» kontaktni¢as: 30 min
» testované koncentrace: 0,1; 0,5 a 1%

Tab. 4.1.2Vysledky testovani

Testovaci Vodni  kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %/kontaktdas
organizmus No [CFU/cnT] v min) [CFU/cnd]
0,1/30 0,5/30 1/30

Pseudomonas 10% >300, >300 | 10% 0,0 10%: 0,0 10%: 0,0
aeruginosa 10% 257, 261 10% 0,0 10% 0,0 10% 0,0
ATCC 700888 10°: 25, 27 10% 0,0 10% 0,0 10% 0,0

10% 2,3 Ng: <1 Ng: <1 Ng: <1

No: 5,31 R: >4,31 R: >4,31 R: >4,31

Testovany pipravek¢. 1, fedkny v tvrdé vod, v koncentracich 0,1; 0,5 a 1% a&ase
pusobeni 30 minutipteplo 18 °C + 1 °C az 25 °C + 1 °fedukoval biofilm P. aeruginosa
0 vice nez 4ady (viz tabulka 4.1.2).fipravekprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu
za danych podminek zkousky.
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Ze srovnani s grafem 4.1.1 je mozné v grafu 4.b2omvat, Ze zvySenim koncentrace
a prodlouzenim doby kontaktu byl dosaZen faktouked nutny pro posouzeni dezinfaekho
prostedku jako baktericidhucinného.

Graf 4.1.2 Baktericidni dinnosti piipravkuc. 1 v 0,1; 0,5 a 1% koncentraci proti biofilmu

Faktor redukce

0,
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4.1.3 Baktericidni u¢innost pripravku €. 1 suspenzni metodou na nastch

Podminky testovani
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
» kontaktni¢as: 30 min
» testovand koncentrace: 1%
* interferujici podminky: ngsté

Tab. 4.1.3Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus No [CFU/m] v min/interferujici podminky) [CFU/ml]
1/30/NP

Pseudomonas | 10°: >300, >300| 10 0, 0
aeruginosa | 10* 155, 129 10—;1 0,0
ATCC 15442 | 10° 14, 15 107 0,0
10% 2,0 Ng: <1

No: 7,15 R: >6,15

Testovany fipravek ¢. 1, recgny vtvrdé vod, v 1% koncentraci a sase fisobeni
30 minut, za podminek vySsiho ziseni, pi teplot 18 °C £ 1 °C az 25 °C + 1 °C, metodou
fedici neutralizéni, redukoval na nostich titr vegetativnich forem bakterd. aeruginosa
vice neZz o 4dady (viz tabulka 4.1.3). fipravek prokéazal baktericidni dinnost za danych

podminek zkousky.
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4.1.4  Porovnani baktericidni G¢innosti pripravku €. 1

Ze souhrnné tabulky 4.1.4 vyplyva, Zeigpavek ¢.
v 1% koncentraci po dobu 30 minut jak na planktaouiky, tak na biofilmP. aeruginosa
Dale redukoval p&ty burgk v biofilmu na poZadovanou Uaroveve stejném case

i vkoncentraci 0,5% a 0,1%. Na bakterie v biofilrme&inkoval véase 15 minut

v koncentracich 0,01%; 0,05% a 0,1%.

1 byl baktericidd Gcinny

Tab. 4.1.4 Souhrnné tabulka baktericidni &innosti pripravku ¢. 1

Mikroorganismus Konc. Kontaktni | Podminky Baktericidni
[%0] cas [min] aginnost
P. aeruginosaATCC 700888 0,01 15 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 700888 0,05 15 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 700888 0,1 15 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 700888 0,1 30 bez podminek ano
P. aeruginosaATCC 700888 0,5 30 bez podminek ano
P. aeruginosaATCC 700888 1 30 bez podminek ano
P. aeruginosaATCC 15442 1 30 neisté ano
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4.2 Baktericidni a¢innost dezinfelkéniho pripravku €. 2 s &nnou latkou
kyselinou peroctovou

4.2.1 Baktericidni u¢innost pripravku €. 2 v 0,8% koncentraci proti biofilmu

Podminky testovani
* nastaveni magnetické michg: teplota 37 °C £ 1 °C
rychlost 120 RPM
* pratok peristaltickéh@erpadla: 2,5 ml/min
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
» kontaktni¢as: 15 min
» testované koncentrace: 0,8%

Tab. 4.2.1Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/enf] | v min) [CFU/cnd]

0,8/15

Pseudomonas | 10% >300, >300 10:;: >300, >300
aeruginosa 10°: 124, 134 10_33 131, 137
ATCC 700888 | 10%* 12, 14 10713, 14
10% 0,1 Ng: 5,02

No: 6,01 R: 0,99

Testovany fipravek ¢. 2, redény v tvrdé vod, v 0,8% koncentraci a dase fisobeni
15 minut i teplot 18 °C £ 1 °C az 25 °C = 1 °@eredukoval biofilm P. aeruginosao vice
nez 4rady (viz tabulka 4.2.1).fpravekneprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu za
danych podminek zkousky.
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4.2.2

Podminky testovani
* nastaveni magnetické mictg: teplota 37 °C £ 1 °C

Baktericidni uéinnost pripravku €. 2 v 1% koncentraci proti biofilmu

rychlost 120 RPM

» pritok peristaltickéh@erpadla: 2,5 ml/min

» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
* kontaktni¢as: 5 min
» testovana koncentrace: 1%

Tab. 4.2.2Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/cnf] | v min) [CFU/cnd]
1/5

Pseudomonas | 10% >300, >300 | 10 109, 115
aeruginosa 103 300, >300 | 10% 10, 12
ATCC 700888 | 10% 49,57  |10%0,1

10‘5: 4,7 Ng: 3,95

NO: 6,62 R: 2,67

Testovany pipraveké. 2, fedny v tvrdé vod, v 1% koncentraci a $ase fisobeni 5 minut
pii teplot 18 °C £+ 1 °C az 25 °C + 1 °@eredukoval biofilm P. aeruginosao vice nez
4tady (viz tabulka 4.2.2). fipravek neprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu za
danych podminek zkousSky.
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4.2.3 Baktericidni u¢innost pripravku €. 2 suspenzni metodou na nastch

Podminky testovani
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
* kontaktni¢as: 15 min

» testované koncentrace: 0,8%
» interferujici podminkygisté i neisté

Tab. 4.2.3Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus No [CFU/m] v min/interferujici podminky) [CFU/ml]
0,8/15CP 0,8/15/NP

Pseudomonas | 10% >300, >300 | 10”: 0, 0 10”0, 0
aeruginosa 10™ >300, >300 | 1070, 0 10%0,0
ATCC 15442 |10% 42,50 |10%0,0 10% 0,0

10—6: 4,5 Ng: <1 Ng: <1

No: 7.66 R: >6,66 R: >6,66

Testovany fipravek ¢. 2, redény v tvrdé vod, v 0,8% koncentraci a dase fisobeni
15 minut, za podminek vysSiho Ziteni, pi teplog 18 °C + 1 °C aZz 25 °C £ 1 °C, metodou
fedici neutralizéni, redukoval na nostich titr vegetativnich forem bakterd. aeruginosa
vice neZz o 4dady (viz tabulka 4.2.3). fipravek prokéazal baktericidni dinnost za danych

podminek zkousky.

37



4.2.4  Porovnani baktericidni G¢innosti pripravku €. 2

V grafu 4.2.4 Ize vi&, Ze gipravek¢. 2 &inkoval na planktonni hiky, zatimco na
bakterie v biofilmu ne. Podminky normy pro baktehid (innost sice nesplnil, ale z grafu je
mozné vypozorovat, Ze se zvySenou koncentraci terosfaktor redukce. TakZe je
pravdépodobné, Ze pokud bychom je&vysili koncentraci, baktericidni¢innosti by bylo
dosazeno. V tabulce 4.2.4 je potom provedeno soéhshrnuti, tj. za jakych podminek
piipravek @&inkoval a za jakych ne.

Graf 4.2.4 Porovnani baktericidnimnosti pripravkuc. 2

Porovnani baktericidni U €innosti p Fipravku €. 2

6
5
§ 4 30,8%,15 min,biofilm
@ M 0,8%,15 min,planktonni
S W 1%,5 min,biofilm
% 3
2
1
0
PFipravek €. 2
Tab. 4.2.4 Souhrnna tabulka baktericidni &innosti piipravku ¢&. 2
Mikroorganismus Konc. Kontaktni | Podminky Baktericidni
[%] cas [min] Gginnost
P. aeruginosaATCC 700888 0,8 15 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 700888 1 5 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 15442 0,8 15 Cisté ano
P. aeruginosaATCC 15442 0,8 15 neéisté ano
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4.3 Baktericidni u¢innost dezinfekéniho piripravku ¢. 3 s @innymi latkami
ethanolem a isopropanolem

4.3.1 Baktericidni G¢innost pripravku €. 3 v 50% koncentraci proti biofilmu

Podminky testovani
* nastaveni magnetické michg: teplota 37 °C £ 1 °C
rychlost 120 RPM
* pratok peristaltickéh@erpadla: 2,5 ml/min
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
* kontaktni¢as: 5 min
» testovand koncentrace: 50%

Tab. 4.3.1Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/enf] | v min) [CFU/cnd]

50/5

Pseudomonas | 10% >300, >300 1001 43, 49
aeruginosa 103 124, 134 10_22 4,5
ATCC 700888 | 10% 12, 14 10%: 0,0
10% 0,1 Na: 2,56

No: 6,01 R: 3,45

Testovany fipravek ¢. 3, redény v tvrdé vod, v 50% koncentraci a &ase fisobeni
5 minut @i teplog 18 °C + 1 °C az 25 °C % 1 °@eredukoval biofilm P. aeruginosao vice
nez 4rady (viz tabulka 4.3.1).f#pravekneprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu za
danych podminek zkousky.
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4.3.2

Podminky testovani
* nastaveni magnetické mictg: teplota 37 °C £ 1 °C

Baktericidni u¢innost piipravku €. 3 v 100% koncentraci proti biofilmu

rychlost 120 RPM

» pritok peristaltickéh@erpadla: 2,5 ml/min

» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
* kontaktni¢as: 5 min
* testovana koncentrace: 100%

Tab. 4.3.2Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/cnf] | v min) [CFU/cnd]
1/5

Pseudomonas | 102% >300, >300| 10°: 0, 0
aeruginosa 103 >300, >300| 1070, 0
ATCC 700888 | 10 49,57  |10%0,0

10° 4,7 Ng: <1

No: 6,62 R: >6,62

Testovany fipravek¢. 3, fedkny v tvrdé vod, ve 100% koncentraci adase fisobeni
5 minut (i teplog 18 °C + 1 °C az 25 °C + 1 °fedukoval biofilm P. aeruginosab vice nez

4 ¥ady (viz tabulka 4.3.2).1#pravekprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu za danych

podminek zkousky.
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4.3.3

Podminky testovani

» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C

* kontaktni¢as: 5 min
» testovana koncentrace: 100%
* interferujici podminky: ngsté

Tab. 4.3.3Vysledky testovani

Baktericidni Uéinnost pripravku €. 3 suspenzni metodou na nastch

Testovaci Vodni  kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %/kontaktdas
organizmus No [CFU/m] v min/interferujici podminky) [CFU/mI]
100/0,5/NP 100/1/NP 100/5/NP
Pseudomonas 10°: >300, >300 | 10”0, 0 10% 0,0 10% 0,0
aeruginosa 10_4: 74, 65 1Ul: 0, 0 10_1: O, 0 10_1: O, 0
ATCC 15442 10 8,5 10% 0,0 10% 0,0 10% 0,0
10% 0,0 Ng: <1 Ng: <1 Ng: <1
No: 6,84 R: >5,84 R: >5,84 R: >5,84

Testovany fipraveké. 3, redkny v tvrdé vod, ve 100% koncentraci adasech fisobeni
0,5; 1 a 5 minut, za podminek vysSiho &s&ni, @i teplog 18 °C + 1 °C az 25 °C £ 1 °C,
metodou fedici neutralizéni, redukoval na nostich titr vegetativnich forem bakterii
P. aeruginosavice nez o 4ady (viz tabulka 4.3.3).ifipravekprokazal baktericidni dinnost
za danych podminek zkousky.
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4.3.4  Porovnani baktericidni G¢innosti pripravku €. 3

Z grafu 4.3.4 |ze vypozorovatimnost gipravku¢. 3. Ten ve 100% koncentraci redukoval
pocty burek v suspenznim testu na ndsh i v biofilmu. V koncentraci 50% pak dosahl
faktoru redukce tést 3,5fadu. V tabulce 4.3.4 je shrnuti vSech podminekktzaych byl
piipravek @&inny nebo neéinny.

Graf 4.3.4 Porovnani baktericidnimnosti pripravkuc. 3

Porovnani baktericidni G  €innosti p Fipravku €. 3

6 |
5 |
g 4 050%,5 min,biofilm
5 W 100%,5 min,planktonnil
g, W 100%,5 min, biofilm
2 -
l |
0
Pfipravek ¢. 3
Tab. 4.3.4 Souhrnna tabulka baktericidni &innosti piipravku ¢&. 3
Mikroorganismus Konc. Kontaktni | Podminky Baktericidni
[%] cas [min] Gginnost
P. aeruginosaATCC 700888 50 5 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 700888 100 5 bez podminek ano
P. aeruginoséATCC 15442 100 0,5 ne&isté ano
P. aeruginoséATCC 15442 100 1 neisté ano
P. aeruginoséATCC 15442 100 5 neéisté ano
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4.4 Baktericidni t¢innost piripravku €. 4 s @innymi latkami KAS

4.4.1

Podminky testovani
* nastaveni magnetické mictg: teplota 37 °C £ 1 °C

Baktericidni G¢innost pripravku €. 4 v 0,25%koncentraci proti biofilmu

rychlost 120 RPM

» pritok peristaltickéh@erpadla: 2,5 ml/min

» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
* kontaktni¢as: 5 min
» testovana koncentrace: 0,25%

Tab. 4.4.1Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/cnf] | v min) [CFU/cnd]
0,25/5

Pseudomonas | 102 >300, >300 | 10" >300, >300
aeruginosa 103 300, >300 | 10% 71, 77
ATCC 700888 | 10% 49,57 | 107 6,8

10°: 4,7 Ng: 4,77

No: 6,62 R: 1,85

Testovany fipravek ¢. 4, redény v tvrdé vod, v 0,25% koncentraci a dase fisobeni
5 minut @i teplot 18 °C £ 1 °C az 25 °C + 1 °@eredukoval biofilm P. aeruginosao vice
nez 4rady (viz tabulka 4.4.1).i#pravekneprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu za
danych podminek zkousSky.
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4.4.2

Podminky testovani
* nastaveni magnetické mictg: teplota 37 °C £ 1 °C

Baktericidni Uéinnost pripravku €. 4 v 1% koncentraci proti biofilmu

rychlost 120 RPM

» pritok peristaltickéh@erpadla: 2,5 ml/min

» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
* kontaktni¢as: 5 min
» testovana koncentrace: 1%

Tab. 4.4.2Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus | No [CFU/cnf] | v min) [CFU/cnd]
1/5

Pseudomonas | 10 >300, >300 | 10: >300, >300
aeruginosa 10% 124,134 |10%:177,180
ATCC 700888 | 10 12,14 | 10% 17,19

10°: 0,1 Ng: 4,15

No: 6,01 R: 1,86

Testovany fipraveké. 4, fedny v tvrdé vod, v 1% koncentraci ¥ase fisobeni 5 minut
pii teplot 18 °C £+ 1 °C az 25 °C + 1 °@eredukoval biofilm P. aeruginosao vice nez
41ady (viz tabulka 4.4.2). fipravek neprokazal baktericidni dinnost proti biofilmu za
danych podminek zkousSky.
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4.4.3  Baktericidni u¢innost pripravku €. 4 suspenzni metodou na nastch

Podminky testovani
» teplota testovani: 18°C+1°Caz25°C+1°C
» kontaktnic¢as: 5 min
» testovand koncentrace: 0,25%
* interferujici podminky: ngsté

Tab. 4.4.3Vysledky testovani

Testovaci Vodni kontrola| Test gipravku N; (koncentrace v %l/kontaktnéas
organizmus No [CFU/m] v min/interferujici podminky) [CFU/ml]
0,25/5/NP

Pseudomonas | 10°: >300, >300 1001 0,0
aeruginosa | 10% 221,237 |10:0,0
ATCC 15442 | 10°: 24,23 10 0,0

10% 2. 2 Ng: <1
Ng: 7.36 R: >6.36

Testovany fipravek ¢. 4, redény v tvrdé vod, v 0,25% koncentraci a dase fisobeni
5 minut, za podminek vysSiho zieni, pri teplot 18 °C £ 1 °C az 25 °C + 1 °C, metodou
fedici neutralizéni, redukoval na nosiich titr vegetativnich forem bakterH. aeruginosa
vice neZz o 4dady (viz tabulka 4.4.3). fipravek prokazal baktericidni dinnost za danych
podminek zkousky.
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4.4.4  Porovnani baktericidni G¢innosti pripravku €. 4

Jak Ize vidt z grafu 4.4.4 fipraveke. 4 byl (Einny jen na planktonni kiky P. aeruginosa
vaci bakteriim v biofilmu byl neéinny. Ani zvySenim koncentrace nedoSlo k signifikému
narstu faktoru redukce. ShrnutéiGnosti gipravku¢. 4 je potom provedeno v tabulce 4.4.4.

Graf 4.4.4 Porovnani baktericidntinosti pipravkuc. 4

Porovnani baktericidni 0  €innosti p Fipravku €. 4

6
5 4
§ 41 B0,25%,5 min,biofilm
@ W 0,25%,5 min,planktonni
S W 1%,5 min,biofilm
%38
2 4
1
0
Pripravek ¢. 4
Tab. 4.4.4 Souhrnné tabulka baktericidni &innosti pripravku &. 4
Mikroorganismus Konc. Kontaktni | Podminky Baktericidni
[%0] cas [min] Gginnost
P. aeruginosaATCC 700888 0,25 5 bez podminek ne
P. aeruginosaATCC 700888 1 5 bez podminek ne
P. aeruginoséATCC 15442 0,25 5 neéisté ano
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5 DISKUZE

Pseudomonas aeruginoga podle kaZzdorni zpravy Evropského centra pro prevenci
a kontrolu onemoami zroku 2008 ietim nefastjSim patogenem Zgobujicim
nosokomidlni infekce. Az jednatma izolati invazivni P. aeruginosabyla rezistentni i
ttem a vice antibiotikm. Fitom 20 — 30 % nosokomialnich infekci by se daledejit
prevenci 15]. Jednim z hlavnich zdribjP. aeruginosgsou Iékdské poniicky a zdizeni jako
nag. endoskopy, dychacitigtroje a katétry. Proto je v§bvhodného zfisobu dezinfekce
téchto ednttt jednim ze stZzejnich prvik prevence.

Baktericidni @innost monochloraminuii biofilmu byla zkouméana ve studi2f] z roku
1995. Biofilm P.aeruginosaa K. pneumoniaesykazal pokles o 1,3 logaritmickéiadu po
vystaveni dinku monochloraminu v koncentraci 2 mg/l na 2 hgdiale byl @&inek
chloraminu podroben zkoumani ve studi7] z roku 2008, kde srovnavali¢inky chloru,
sttibra a tobramycinu na blky P. aeruginosgak v suspenzi, tak v biofilmu. NejinnéjSim
¢inidlem redukujicim pé&ty planktonnim bu#k byl dle @¢ekavani chlor. U redukce bakterii
v biofilmu se vysledky vSech dnidel vzajems prilis nelisily. Pro pokles buik v biofilmu
o0 1 f&d bylo nutné fsobit cinidlem o koncentraci 10 mg/l nejm&B80 min. V mé praci
piipraveké. 1 zaloZzeny na chloraminové bazi redukovaltp&FU v biofilmu o 1,5adu i
koncentraci 500 mg/l a kontaktnikase 15 min. Srovnanim s vysledky vyse zZmjch studii
se da pedpokladat, Ze zvySenim kontaktnitesu bych ziskala vysSi faktor redukce &un
P. aeruginosav biofilmu. V americké studii 48] z roku 1997 byl biofiimP. aeruginosa
vystavovan fiznym koncentracim monochloraminu ni&mou kontaktni dobu. Tito édci
zZjistili, Zze pi dlouhodobém nebo opakovaném o8et biofilmu chloraminem dochazi
k adaptaci. Bakterie v biofilmu zvySi svou schopgnosutralizovattinidlo a stanou se i
nému mérk citlivymi.

Belgicti badatelé 29| testovali &innost biocidi na biofilm P. aeruginosaa S. aureus
Dospli k zawéru, Ze kyselina peroctova byla né&jingjSim ¢inidlem redukujicim biomasu
P. aeruginosaod 1. minuty kontaktni doby. Ale co s&éyredukce matrix, bylydinngjSimi
latkami peroxid vodiku a chlornan sodny. V jinédst§i30] bylo zjisttno, Ze roztok kyseliny
peroctové zabralje tvork® biofilmu v hemodyalizénim istroji. V mé praci fipravek¢. 2
na bazi kyseliny peroctové redukovakpoP. aeruginosa biofilmu uz v 1% koncentraci po
dobu 5 minut o vice nez 2,5 logaritmickébédu. Koncentrace kyseliny peroctové v 1%
roztoku gipravku byla 0,27 %. ZvySenim koncentrace tohotidiu by jist bylo dosazeno
vyssSiho faktoru redukce a tedy i napgihpodminek normy pro baktericidndignost.

V belgické studii 9] byl vuéi biofilmu také zkouman dinek isopropanolu, ktery pro
99,999% redukci bakterR. aeruginosgoteboval kontaktnéas nejmé& 30 minut. Japonsti
védci [31] testovali 45 kmein P. aeruginosaizolovanych ze Svab odchycenych
v nemocnicich. Zkoumali schopnosiciito kmerd tvorit biofilm a miru rezistence i
dezinfeknim prostedkim. Jednou ze zkouSenych latek byl ethanol. Opedtiofu redukce
pro buiky v suspenzi, byl faktor redukce ethanolitivbiofilmu pouze 60%. V jiné studii
zroku 2009 B2 60% ethanol z@il béhem 20 minut biofilmP. aeruginosa ktery nl
pavodre denzitu 16 — 1 CFU. V mé praci tomu odpovidaji vysledky ¥igravkué. 3, kdy
v 50% koncentraci byl faktor redukce t&m3,5 faddu a v koncentraci 100% inaktivoval
kompletrg buiky P. aeruginosas biofilmu uz Ehem 5 minut.
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Baktericidni aktivita kvarternich amoniovych sojidtestovana ve studi8f] z roku 2008.
Kombinaci fiznych biocidi a kationfi kovii byl objeven synergicky efekt kvarternich
amoniovych latek a sa’'natych iont.. V jiné studii B4] byla pozorovana rezistence biofilmu
vici 6 zkouSenym kvarternim amoniovym latka@im del3i byl uhlikovytetzec, tim nizsi
baktericidni aktivita. Nejoptima#jsi (€innost n¢la latka s C1Zetzcem.

Podobné vysledky vypovidajici o réd@E vysoké baktericidni aktiwit kvarternich
amoniovych w¢i biofilmu jsem pozorovala i ve svém experimentui 8 vysSi koncentraci se
acinnost KAS na biiky biofilmu nezngnila.
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6 ZAVER

Srovnanim vysledk baktericidni dinnosti dezinfeknich gipravki bylo owfeno, Ze
biofilm je vaéi biocidim odolrgjSi nez planktonni hiky. VSechny dezinfeki piipravky
byly G¢inné vici buinkam v suspenznim testu na ridaln, Vi¢i biofilmu tomu vSak bylo jinak.
Dezinfelkeni pripravek¢. 1 s @&innou latkou N-chlorbenzensulfonamidem sodnym praka
baktericidni dinnost wa¢i biofilmu Pseudomonas aeruginosaZz od koncentrace 0,1 %
a kontaktnihoc¢asu 30 minut. V nizSich koncentracich a kontaktriiase 15 minut byl
piipravek ¢. 1 na biofilmové bikky neinny. Fipravek ¢. 2, ktery generuje kyselinu
peroctovou in situ, ani Vv 1% koncentraci neredukoyexty bakterii v biofilmu na
poZzadovanou urowe Fripravek ¢. 3 zaloZzeny na alkoholové béazi prokazal baktenicid
acinnost Waci biofilmu ve 100% koncentraci a dokonce i v 50%n&entraci redukoval @ty
bakterii v biofilmu o vice nez 8ady. Schopnostifpravku ¢. 4 s &innymi latkami KAS
redukovat péty burgk v biofilmu se ani se zvySenou koncentraiglip neznenila. Ripravek
¢. 4 tak neprokézal baktericidndianost.

Cilem prace bylo najit dezinf&ki pfipravky s baktericidni dinnosti i va¢i biofilmu.
NejiinngjSim pipravkem se vzhledem ke zkouSenym koncentracim pepravek ¢. 1
zaloZeny na chloraminové bazitipravku¢. 2 by nejspiSe stda jen zvySena koncentrace,
protoZze uz v 1% koncentraci redukovakgoburek v biofilmu o vice nez 2ady. Ripravek
¢. 3 inkoval pouze ve vysokych koncentracich. Naopagrpvekc. 4 baktericidni dinnost
vici biofilmu neprokazal. V dalSim zkoumani by byt vyzkouSeny fipravky s jinymi
acinnymi latkami v koncentraci vySsi nez v jakénkuji na planktonni biky.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CF cysticka fibroza

CFU kolonie tvaici jednotky (colony forming units)

CP gisté podminky (podminky nizsiho zfi&teni)

KAS kvarterni amoniové soli

No pacet CFU v kontrole s vodou

Ng patet CFU v suspenzi po vystavenicinku dezinfekniho
piipravku

NP ne&isté podminky (podminky vysSiho zfi&eni)

PM Petriho miska

R faktor redukce (rozdil logaritimNg a Ny)

RPM ot&ky za minutu (revolutions per minute)

TSA agar se sojovym peptonem (tryptone soya agar)

TSB tekuté medium se sojovym peptonem (tryptone swgth)
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