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Antimikrobialni polysacharidovy transparentni film pro lé¢bu ranych infekci

Oblast techniky
Predmétem technického feseni je hydrogelovy kryt urceny pro 1écbu infikovanych koznich defekti

s moznosti sledovani stavu rany, ptfipraveny z biokompatibilnich a biodegradabilnich polymert,
ktery je obohacen antimikrobialnimi latkami.

Dosavadni stav techniky

Hojeni koznich ran je komplexni proces, ktery zahrnuje interakci velkého mnozstvi bunck
a enzymovych systémi. Samotné hojeni se za fyziologickych i patofyziologickych podminek
sestava ze Ctyf navzdjem se prekryvajicich fazi: hemokoagula¢ni, inflamatorni, proliferacni
aremodelac¢ni. Tento proces muze byt komplikovan celou fadou vlivi at’ jiz vnéjSich nebo
vnitinich. Nejcast¢jsi pticinou naruseni procesu hojeni je ptitomnost mikroorganizmi v rané, které
vedou ke zpomaleni nebo uplnému zastaveni fazového postupu uzaveru rany, tedy perzistenci
inflamatorni faze. To vede k riziku rozvoje obtizné se hojicich nebo nehojicich se chronickych ran.
Aby se témto nepfiznivym vlivim zabranilo jiz v raném stadiu hojeni, je vhodné pouzivat
antimikrobialni kryty ran, které jiz od aplikace na ranu potlacuji a eliminuji mnozstvi
mikroorganismd a riziko rozvoje a perzistence infekce.

Pouziti na miru vyrobenych hydrogelovych krytl ran vyznamné zvySuje efektivitu hojeni, jelikoz
material velmi dobfe napodobuje chovani ktize (pevnost a pruznost), izoluje okoli rany od vnéjsich
vlivil a zamezuje naruSeni procesu hojeni, naptiklad vznikem infekce. Biomateridly predstavuji
vhodnou volbu pro vyrobu koznich kryt vzhledem k jejich pfirozenym vlastnostem, které zahrnuji
biokompatibilitu, biodegradabilitu, vhodné mechanické vlastnosti, propustnost pro plyny, sorpci
aretenci vody, coz znich Cini idedlni materidl pro vyrobu krytd ran a nahrad ve tkanovém
inzenyrstvi. Polysacharidy jsou vhodnym materidlem pro vyrobu koznich krytt nejen z hlediska
svych fyzikalné-chemickych a biologickych vlastnosti, ale i z hlediska dostupnosti, obnovitelnosti
a finan¢ni nenaroc¢nosti.

Idealni kozni kryt mimikujici kGzi u ztraty jejiho kontinua by mél byt plné biokompatibilni,
netoxicky a ¢astecné, ¢i plné biodegradovatelny. Pod koznim krytem vznikéa nova tkan, ktera by
nemeéla adherovat ke krytu a stav hojeni rany by melo byt mozné skrze material krytu sledovat.
Kromé odpovidajiciho sloZzeni, by mél mit kryt mechanické a elastické vlastnosti podobné jako
puvodni kiize a také dostate¢né sorpéni a retenéni vlastnosti. Neméné dulezitym faktorem je
schopnost materialu uvoliiovat bioaktivni latku. Uvoliiovani téchto sloucenin a fyzikalni vlastnosti
krytu jsou vyznamné ovliviiovany vnitini a vnéjsi strukturou materialu. V soucasné dob¢ se
obdobné aktivni molekuly pouzivaji zejména separatn€, a to ve formé roztokd, mezi které lze
zatadit naptiklad Septoderm, Octenisept, Septonex, ¢i roztoky obsahujici jod jako napftiklad
Betadine a Inadine®, pfi jejich aplikace je vSak riziko vzniku alergické reakce. Hydrogelové kryty
pouzivané v dnesni dob¢ obsahuji pfidané antimikrobialni slozky, pfevazné se vsak jedna o ionty
stibra, které sice brani potencialnimu vzniku infekce nicmén€ mohou zptisobovat alergické reakce.
Mezi antiseptické zdravotnické prostiedky obsahujici stfibro lze zafadit Atrauman® Ag nebo
Aquacel®, od pouzivani téchto materialti se vSak v poslednich letech zacina ustupovat, a to praveé
z divodu ¢im dal Castéjsiho vyskytu alergickych reakci. Mezi transparentni hydrogelové kryti,
které je momentalné¢ dostupné na trhu, fadime Tegaderm® ¢i Mepore®, které zajistuji jen
mechanickou ochranu rany pred vnéjsi kontaminaci a bakteriemi.
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Podstata technického feSeni

Predmétem tohoto technického fesenti je transparentni hydrogelovy kryt ureny na povrchové rany,
ktery obsahuje prirodni polymer pryskyfici karaya, ktera je plné deacetylovana, a synteticky
polymer polyvinylalkohol a/nebo polyethylenglykol, a dale plastifikator glycerol. Hmotnostni
pomer pfirodniho a syntetického polymeru je v rozmezi 1:1 az 1:8. Hmotnostni pomér polymert
(pryskyfice karaya s polyvinylalkoholem a/nebo polyethylenglykolem) viici glycerolu je v rozmezi
1:1 az 1:6. Hydrogelovy kryt je dile obohacen chemickymi ¢i biologickymi antimikrobidlnimi
latkami, tedy antiseptiky nebo bakteriofagy.

Pryskyfice karaya (angl. gum karaya) je biokompatibilni, biodegradabilni a ma imirné
antimikrobidlni vlastnosti. Pryskyfice karaya, popfipadné deacetylovana, je pouzivana
v potravinaistvi pod kodem E416.

Pryskyfice karaya je pfirodni vysokomolekuldrni polysacharid, ktery se ziskavd ve formé
pryskyfice ze stromu Sterculia urens, jedna se tedy o dostupny a obnovitelny zdroj materidlu
s pfirozenymi antimikrobialnimi vlastnostmi. Pryskyfice karaya je biologicky odbouratelny,
netoxicky pro lidsky organismus, biokompatibilni, ¢astecné¢ degradabilni a resorbovatelny
biopolymer, ktery je ve svém nativnim stavu nerozpustny, av§ak botnajici v pfitomnosti vody. Plny
potencial pryskyfice karayi lze vyuzit po jeho chemické upravé deacetylaci, ktera podpoii
rozpustnost polymeru, tedy jeho afinitu k vodé (deacetylaci lze ovétit pomoci infracervené
spektroskopie). Uplnou deacetylaci se ziska ve vodé rozpustny biopolymer. Molarni hmotnost
deacetylované pryskyfice karayi je obvykle v rozmezi 2000 az 16000 kg/mol. Molarni hmotnost
deacetylované pryskyftice karayi Ize stanovit pomoci metody SEC-MALS.

Polyvinylalkohol a polyethylenglykol jsou syntetické vodorozpustné polymery, které tvofi pevnou
a elastickou trojrozmérnou polymerni sit, ktera zlepSuje mechanické vlastnosti.

Polyvinylalkohol je ve vodé rozpustny synteticky polymer vyrabény alkalickou hydrolyzou
polyvinylacetatu. S vyhodou se pouZije polyvinylalkohol v rozsahu molarnich hmotnosti 10 az
130 kg/mol. V biomedicinskych aplikacich je vyuZzivan pro své vhodné mechanické vlastnosti
(vysoky elasticky modul a mechanickou pevnost), chemickou stabilitu, biokompatibilitu,
netoxicitu pro lidsky organismus a schopnost tvofit zesitovanou polymerni sit’ schopnou pojmout
velké mnozstvi vody bez ztraty svych mechanickych vlastnosti. V biomedicinskych aplikacich je
pouzivan jako nosi¢ léCiv, scaffold, biosenzor, nebo kryt ran.

Polyethylenglykol je synteticky ve vodé rozpustny polymer vyuzivany pro svou netoxicitu,
a biokompatibilitu v biomedicinském odvétvi jako systém pro dopravu 1éCiv, v tkanovém
inzenyrstvi a k modifikaci povrcht. S vyhodou se vyuziva nizkomolekuldrni polyethylenglykol
v rozsahu molarnich hmotnosti 200 az 600 g/mol, ktery je v bezvodé formé tekuty.
Polyethylenglykol ma aktivni hydroxylovou skupinu na obou koncich polymerniho fetézce a je
hojné€ vyuzivan, protoZze ma schopnost tvofit funk¢ni hydrogely v kombinaci s ostatnimi polymery.
Mechanické schopnosti a botnani jsou ovlivnény molarni hmotnosti polymeru, nizkomolekularni
PEG zvysuje botnani hydrogelti a pevnost v tlaku.

Plastifikator glycerol napomaha k elasticité a transparentnosti materialu. Jedna se o ve vodé
rozpustnou a biokompatibilni chemickou molekulu. Glycerol je nizkomolekularni sloucenina,
ktera je hojné pouzivana jako plastifikator, humektant, ¢i pro své nemrznouci vlastnosti jako
kryoprotektivum. Ve vyssich koncentracich vykazuje glycerol baktericidni a virucidni aktivitu.

V hydrogelovém krytu mohou byt obsazena antiseptika vybrana ze skupiny benzalkoniumchlorid,
jodovany povidon, karbethopendecinium-chlorid, peroxid vodiku, oktenidin dihydrochlorid,
a chlorhexidin.
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Ve vyhodném  provedeni je  antiseptikem  obsaZzenym v hydrogelovém  krytu
oktenidin dihydrochlorid, coZ je antiseptikum s nespecifickym efektem, které efektivné
eliminuje mikrobialni infekci bez moznosti vzniku rezistence. Je G¢inny proti gram-pozitivnim
1 gram-negativnim bakteriim, ale také vici kvasinkam a plisnim.

Zlepseni antibakterialnich vlastnosti hydrogelového krytu mutze byt také docileno vyuzitim
biologickych agens, které jsou schopny elimitovat i rezistentni druhy mikroorganismd.
Bakteriofagy nebo také fagy, jsou viry napadajici bakterie, kterych je vyuzivano v rdmci biologické
1é¢by pro takzvanou fagovou terapii. Vyuziti fagové terapie je moznosti, jak efektivné potlacit
a zamezit infekci s minimalnim rizikem vzniku rezistence. Hlavni podstatou fagové terapie je
eliminace specifického druhu, popt. kmene bakterie lytickym ptsobenim. B€hem tohoto procesu
jsou fagy schopny se mnozit a eradikovat i t¢zké infekce bez vedlejSich negativnich efekt, které
jsou bézné u antibiotik. Nékteré typy fagt jsou schopné cilit na specifické kmeny druhu
Staphylococcus aureus, gram-pozitivni bakterie rezistentni vu¢i Siroké skale antibiotik
a odpovédné za zavaznd onemocnéni zahrnujici napt. kozni abscesy, ¢i infekce ran. Aby bylo
mozné 1€Cit tyto rany, je nutné najit vhodny kmen faga, jeho optimalni koncentraci a vhodny nosic,
ktery fagovy kmen nebo fagovy koktejl (smés rdznych kment fagi) bude vhodné komplementovat
a pusobit spolecné v rané. Naptiklad 812K 1/420 je dsDNA fag vhodny pro 1é¢bu stafylokokovych
infekci, je biokompatibilni a netoxicky pro organismus. Hydrogel podle technického fesenti je tedy
obzvlast¢ vyhodn¢ obohacen jednim ¢i vice kmeny fagli eliminujicich kmeny bakterii rodu
Staphylococcus, coz zahrnuje napt. kmeny faga K, faga Twort, faga JK2(=812K1/420), faga
philPLA-RODI, faga 187 nebo faga SA97.

Hydrogelovy kryt podle technického feseni je mechanicky pevny a elasticky, ale zaroven hydrofilni
a schopny absorbovat a udrzet ve své struktuie velké mnozstvi tekutiny.

Hydrogelovy kryt lze pfipravit suSenim na vzduchu, pfipadné za sniZzen¢ho tlaku, napiiklad
metodou lyofilizace.

Antiseptikum nebo bakteriofagy mohou byt piidany do hydrogelu pfi jeho piipravé nebo mohou
byt adsorbovany na povrch hydrogelového krytu po jeho vysuseni. S vyhodou jsou adsorbovany
na povrchu.

Na velkém animalnim modelu (hluboka infekce ktize a mékkych tkani prasete, trvani experimentu
po dobu 14 dni) byla potvrzena antimikrobialni ucinnost krytu rany podle predkladaného
technického feseni, ktery potlacil bakteridlni infekci v celé plose a hloubce defektu kiize a mékkych
tkani, ale také urychlil hojeni a regeneraci rany.

Pro ovéfeni a hodnoceni antimikrobidlniho efektu predkladaného technického feseni byly zvoleny
dvé metody, a to otisky z povrchu ran a biopticky odbér tkani ran. Ob¢ tyto metody vykazaly
snizeni mnozstvi patogenu v ranach o 2 az 3 fady (z ptivodnich vice nez 6 az 7 log CFU/g tkan¢
a vice nez 1000 CFU/25 cm? povrchu rany) v pribé&hu dvoutydennich experimenti. Konkrétné kryt
s fagovym preparatem vykazal snizeni mnozstvi patogenu ve tkani o 2,5 + 0,7 log CFU/g tkang,
coz odpovida tspésné 1é¢be infekce (snizeni pod 5 log CFU/g tkang).

Piiklady uskuteénéni technického fe$eni

Chemikalie:

Deacetylovana pryskyfice karaya byla ziskana z komerénich zdrojd. Jeji molarni hmotnost byla
ovétena metodou SEC (velikostné separani chromatografie) s MALS (multi-angle light
scattering) detektorem HELEOS-II a RI (refractive index) detektorem Optilab T-rEX — oba
instrumenty od spole¢nosti Wyatt Technology. Jako mobilni faze byly pouzita ultracistd voda
s pridavkem 200 ppm azidu sodného. Specificky inkrement indexu lomu dn/dc = 0,145 ml/g byl
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pouzit pro vyhodnoceni vysledkd. Pro separaci byly pouzity dvé kolony Ultrahydrogel Linear
300 x 8 mm spolecnosti Waters, pritok mobilni faze byl 0,6 ml/min. Byla stanovena hmotnostni
sttedni molarni hmotnost My, = 3 800 kg/mol.

Polyvinylalkohol byl ziskan z komer¢nich zdrojti, s molarni hmotnosti deklarovanou vyrobcem
90 kg/mol.

Polyethylen glykol byl ziskdn z komer¢nich zdrojii, s molarni hmotnosti deklarovanou vyrobcem
400 g/mol (PEG400).

Priklad A
Lyofilizovany hydrogelovy kryt na bazi pryskyfice karaya a polyvinylalkoholu 1:1

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyfice
karaya, polyvinylalkoholu, polyethylenglykolu a glycerolu v hmotnostnim poméru 8:8:1:50.
Vodné roztoky pryskytice karaya, polyvinylalkoholu o hmotnostnim poméru 1:1, polyetylenglykol
a glycerol byly homogenizovany po dobu 24 hodin pfi 23 °C a nasledné centrifugovany pro
odstranéni vzduchovych bublin. Homogenni roztok byl nasledné vylit do plastovych misek
o rozméru 5 x 5 cm, zmrazen pii -30 °C a poté lyofilizovan pfti -35 °C pii tlaku 1 mBar po dobu
15 hodin. Nasledovalo sekundarni suseni pii 25 °C pod tlakem 0,01 mBar (1 mBar = 100 Pa).

Priklad B
Lyofilizovany hydrogelovy kryt na bazi pryskyfice karaya a polyvinylalkoholu 1:2

Hydrogelovy kryt je zalozen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyftice
karaya, polyvinylalkoholu, polyethylenglykolu a glycerolu v hmotnostnim poméru 5:10:1:50.
Vodné roztoky pryskyftice karaya, polyvinylalkoholu o hmotnostnim poméru 1:2, polyetylenglykol
a glycerol byly homogenizovany po dobu 24 hodin pfi 23 °C a nasledné centrifugovany pro
odstranéni vzduchovych bublin. Homogenni roztok byl nasledné vylit do plastovych misek
o rozméru 5 x 5 cm, zmrazen pii -30 °C a poté lyofilizovan pfi -35 °C pii tlaku 1 mBar po dobu
15 hodin. Néasledovalo sekundarni suseni pii 25 °C pod tlakem 0,01 mBar.

Priklad 1
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s pfidavkem antiseptika oktenidinu dihydrochloridu

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyftice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materialu byla stejna jako
u piikladu A. Nasledné bylo na lyofilizované hydrogelové kryty o dané plose sorbovano
antiseptikum oktenidin dihydrochlorid ve findlnich koncentracich 0,05 % hmotn./cm? rozpu$téné
v absolutnim ethanolu. Vzorky byly poté suseny pti 60 °C po dobu 2 dnt.

Priklad 2
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s pfidavkem antiseptika oktenidinu dihydrochloridu

Hydrogelovy kryt je zalozen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyfice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materialu byla stejna jako
u piikladu B. Nasledné¢ bylo na lyofilizované hydrogelové kryty o dané plose sorbovano
antiseptikum oktenidin dihydrochlorid ve finalnich koncentracich 0,1 % hmotn./cm? rozpusténé
v absolutnim ethanolu. Vzorky byly poté suseny pii 60 °C po dobu 2 dnti.
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Priklad 3
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s pfidavkem antiseptika oktenidinu dihydrochloridu

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyfice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materialu byla stejna jako
u piikladu B. Nasledné¢ bylo na lyofilizované hydrogelové kryty o dané plose sorbovéano
antiseptikum oktenidin dihydrochlorid ve findlnich koncentracich 0,05 % hmotn./cm? rozpusténé
v absolutnim ethanolu. Vzorky byly poté suseny pii 60 °C po dobu 2 dnti.

Priklad 4
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s pfidavkem antiseptika oktenidinu dihydrochloridu

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyfice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materidlu byla stejna jako
u piikladu A. Nasledné bylo na lyofilizované hydrogelové kryty o dané plose sorbovano
antiseptikum oktenidin dihydrochlorid ve finalnich koncentracich 0,1 % hmotn./cm? rozpu$téné
v absolutnim ethanolu. Vzorky byly poté suseny pii 60 °C po dobu 2 dnt1.

Priklad 5
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s pfidavkem fagového preparatu

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskyfice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materidlu byla stejna jako
u Prikladu A. Poté byl na lyofilizovany hydrogelovy kryt o rozméru 5 x 5 cm nasorbovan 1 ml
fagového preparatu (kmen 812K 1/420) v koncentraci 10® PFU/ml a kryt byl pfipraven na pfimou
aplikaci na ranu.

Ptiklad 6
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s pfidavkem fagového preparatu

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskytice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materiadlu byla stejna jako
u k Piikladu A. Poté byl na lyofilizovany hydrogelovy kryt o rozméru 5 x 5 cm nasorbovan 1 ml
fagového preparatu (kmen 812K 1/420) v koncentraci 10° PFU/ml a kryt byl pfipraven na pfimou
aplikaci na ranu.

Priklad 7
Hydrogelovy lyofilizovany kryt s ptidavkem fagového preparatu

Hydrogelovy kryt je zaloZen na lyofilizovaném polymernim roztoku z deacetylované pryskytice
karaya, polyvinylalkoholu, polyetylenglykolu a glycerolu. Pfiprava materiadlu byla stejna jako
u Prikladu B. Poté byl na lyofilizovany hydrogelovy kryt o rozméru 5 x 5 cm nasorbovan 1 ml
fagového preparatu (kmen 812K 1/420) v koncentraci 108 PFU/ml a kryt byl pfipraven na pfimou
aplikaci na ranu.

Priklad 8

Hydrogelové kryty ptipravené v piikladech A a B byly podrobeny dynamické mechanické analyze
pro testovani maximalni pevnosti materialu a jeho prodlouzeni v hydratovaném stavu. Méfeni bylo
provadéno deformacnim testem, pfi kterém byly vzorky nastfihany na rozmér 0,5 x 3 cm a pred
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kazdym testem byla zméfena i tloustka vzorku (0,50 az 1,00 mm). Zakladni poloha drzaku byla
nastavena na 0,5 cm a z této vzdalenosti byly provedeny vSechny méfeni. Vzorky byly hydratovany
po dobu 5 az 10 minut pfi teploté 37 °C ptimo v pfistroji ve specialni vestavéné komoie. VSechna
méteni byla vynesena do grafu tahovymi kfivkami, které znazornuji vztah napéti vici prodlouzeni.
Meéfeni byla provadéna na ptistroji RSA-G2 od TA Instruments Inc. (USA).

Tabulka 1: Porovnani vysledki mechanickych vlastnosti hydrogelovych kryti: vliv slozeni.

Oznadeni Slozeni Maximalni Maxima:llni’
piikladu Karaya/PVA pevnost prodlouzeni
kPa %
Priklad A 1/1 25,1 139,1
Priklad B 1/2 128,7 148,1

Z Tabulky 1 vyplyva, zZe vliv slozeni vyrazné ovliviiuje mechanické vlastnosti hydrogelovych
kryt. Vys§i obsah polyvinylalkoholu, zejména v hydratovaném stavu, kdy hydrogelova sit
expanduje, vyznamné zvySuje pevnost materialu a tim i jeji rezistenci vii€i porusent, ¢i roztrhnuti.
Glycerol v hydrogelu pisobi jako plastifikator, v kombinaci s polyvinylalkoholem tvofi synergii,
ktera zvySuje nejen pevnost v tahu, ale i maximalni prodlouzeni (Ptiklad B). Hydrogel z Piikladu A
obsahuje niz§i mnozstvi polyvinylalkoholu, které vyznamné ovlivnilo maximalni pevnost, ktera
byla redukovana v porovnani s ostatnimi piiklady, nicmén€, maximalni prodlouzeni je
porovnatelné s Piikladem B.

Ptiklad 9

Hydrogelové kryty ptipravené v ptikladech A, B a ptikladech 1 az 4 byly podrobeny analyze, ktera
determinuje sorpcni kapacitu hydrogelu a jeho schopnost si kapalinu ve struktufe ponechat. Méteni
probihalo gravimetrickou metodou, kdy byl vzorek o rozméru 1x1 ¢cm ponoten do fyziologického
roztoku (0,9 hmotn. % NaCl) a méfen v urcitych intervalech po dobu 90 minut pti 37 °C, teploté
lidského téla. Sorp¢ni kapacita byla vypocitana vzorcem:

Ws—Wyq

sorpéni kapacita (%) = - 100

Wq

kde wq odpovida hmotnosti suchého vzorku a ws hmotnosti hydratovaného vzorku. Vysledky
porovnavaji piivodni hmotnost suchého vzorku vii¢i hydratovanému, ktery si uchovava vice nez
100 % své ptivodni hmotnosti v podob¢ nasorbované kapaliny.

Tabulka 2: Srovnani vysledkt sorp¢ni kapacity jednotlivych vzorki: vliv slozeni a aditiv.

Cas (min)
Oznaceni
pfikladu i | 10 | 40 | 6 | 9
Sorpé¢ni kapacita (%)

Piiklad A 102,13 194,3 231,5 225,6 204,6
Piiklad B 61,0 1483 175,6 172,3 163,7
Piiklad 1 100,3 171,3 163,9 153,7 131,5
Piiklad 2 111,98 147,2 140,77 136,3 123,4
Piiklad 3 55,5 129,6 154,3 153,5 149,1
Piiklad 4 71,1 129,7 153,7 158,3 157,2
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Z Tabulky 2 je patrné, Zze Piiklady A, B maji rozdilnou schopnost absorbovat a udrzet si ve své
struktufe kapalinu. Tato schopnost je ovlivnéna chemickym slozenim hydrogeld a také morfologii
finalniho materialu. Absorpce kapaliny materialem, pti které nedochazi k jeho degradaci, je jednou
z hlavnich vlastnosti potfebnych pro mokré hojeni ran. V tomto stavu si material dlouhodob¢
zachovava 3D strukturu, ktera zajiStuje vlhké prostiedi pro dlouhodobé hojeni koznich ran.
U Prikladu A a B Ize pozorovat, Ze material dosahl maximalni absorpce jiz po 40 minutach méfeni,
a prestoze jeho hmotnost Casem pozvolné klesa, vzorek si zachovava svou strukturu a ztraci
hmotnost velice pozvolné. Piiklady 1 az 4 maji v porovnédni s Piiklady A a B nizsi sorpcni
schopnost zplsobenou ptitomnosti nasorbovaného antiseptika, které nijak neovliviiuje stabilitu
hydrogelu.

Priklad 10

Hydrogelové kryty pfipravené v piikladech A, B a piiklady 1 az 5 a 7 byly podrobeny testovani
z hlediska antimikrobialni aktivity vi¢i kmentim S. aureus (CCM 4750) a E. coli (CCM 3954)
ziskanym z Ceské sbirky mikroorganismil pro testovani citlivosti vii¢i antimikrobialnim latkam.
Testovani citlivosti bylo provedeno podle standardii bujénovou mikrodiluéni metodou podle norem
EUCAST suréitymi modifikacemi. Testované materidly byly testovany v triplikatech
ve 24jamkové mikrotitraéni destice (JET BIOFIL, Guangzhou, Cina). Bakterialni kmeny byly
kultivovany ptes noc v 10 ml Muellerova Hintonova bujénu (Merck, UK) pfi teploté 37 °C. Tyto
kultury byly poté dvakrat centrifugovany a resuspendovany v ¢erstvém MHB. Bakterialni kultury
byly poté natedény Cerstvyym MHB na findlni koncentraci 5 x 105 CFU/ml. K testovanym
materialim byl pfidin 1 ml pfislusné bakteridlni suspenze a uzavien sterilnimi foliemi
ThermalSeal® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Desticky byly inkubovany pii 37 °C
s tiepanim v readeru Tecan Infinite M200 PRO (Tecan Trading AG, Trasadingen, Svycarsko)
a kazdych 5 minut po dobu 20 hodin byla méfena optické denzita (A = 600 nm). Optickd denzita
v tomto méfeni odpovida mnozstvi bakterii v kultufe. S rostoucim mnozstvi bakterii v kultute
vzrista i optickd denzita. V piipade€, ze optickd denzita vzorku v pribéhu Casu neroste, lze tedy
usoudit, ze testovany bioaktivni materidl plisobi antimikrobidln€ viici testovanym kmentm.

Tabulka 3: Srovnani vysledk® antimikrobialni citlivosti jednotlivych vzorka a aditiv.

Oznaceni Mikrobialni Cas (hod)
" 0 ] 2 \ 4 8 [ 12 ] 20
prikladu kmen Opticka denzita (-)
Priklad A S. aureus -0,0022 | 00367 | 02659 [ 06421 [ 07539 | 0.7864
E. coli 00,0003 | 0,1245 0,4212 0.4940 [ 0,5668 0,628
Pitllad B S. aureus 0,0005 0,0441 0,291 07230 | 0.89767 | 1,0508
E. coli -0.0080 | 0.1259 0,445 0,6420 | 0,7592 0,8595
Piklad 1 S. aureus 0,0009 | -0,0017 -0,0013 -0,0023 | -0,0031 | -0,0034
E. coli -0,0016 | 0,0073 0,0082 00154 | 0,0155 0,0211
Piklad 2 S. aureus 0,0021 0,0058 0,0059 0.0066 | 0,0060 0,0049
E. coli 0,0043 | -0,0029 -0,001 -0,0009 | -0,0023 | -0,0083
Piklad 3 S. aureus 0,0009 | -0,0009 -0,001 -0,0028 | -0,0034 | -0,0049
E. coli 0,0022 0,0082 0,0067 0,0098 | 0,0095 | -0,0007
Piklad 4 S. aureus 0,0012 0,0023 0,0025 0,0037 | 0,0029 0,0014
E. coli 0,0033 0,0015 0,0007 0,0005 | -0,0063 | -0,0093
Piiklad 5 S. aureus 0,0923 0,0866 0,0876 0,0883 | 0,0893 0,0933
Priklad 7 S. aureus 0,0866 0,0857 0,0850 0,0846 | 0,0894 0,1020

Z Tabulky 3 lze odvodit, Ze materialy Pfikladu A a B nemaji samy o sob& velkou antibakterialni
aktivitu viici bakteriim, coz je indikovano zvysujici se optickou denzitou, kterd znamena zvyseny
pocet bakteridlnich buné€k, tedy samotné materialy se nehodi pro lécbu infikovanych
ran. U Pfikladd 1 az 4 lze pozorovat, Ze optickd denzita neroste u obou testovanych
bakterialnich kmenti, ¢imz se potvrzuje antibakteridlni ucinnost obou materiald s riznymi
koncentracemi antiseptika a podporuje tim jeho vyuzitelnost v 1é¢bé ranych infekci zptisobenych
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jak gram-pozitivnimi (S. aureus), tak i gram-negativnimi (E. coli) bakteriemi. Antibakterialni testy
u Prikladu 5 a 7 na kmeni S. aureus potvrzuji antibakterialni aktivitu fagového preparatu, ktery je
schopen ucinné€ potlacit az eliminovat bakterialni infekci (opticka denzita opét neroste). Tento
vysledek indikuje pouzitelnost bakteriofagii v kombinaci s GK hydrogelovymi filmy pro 1écbu ran
infikovanych stafylokokovymi kmeny.

Ptiklad 11

Hydrogelové kryty ptipravené v ptikladech 5 a 6 byly podrobeny testovani na chirurgicky
preformovanych defektech ktze plné tloustky velkého animalniho modelu (Sus scrofa
f- domestica) z hlediska antimikrobiélni aktivity vii¢i kmenu S. aureus (NRL/Atb 5921) ziskanému
ze Sbirky mikroorganismti Narodni referencni laboratofe pro stafylokoky. Bakteridlni kmen byl
kultivovan ptes noc v 50 ml Muellerova Hintonova bujonu (Merck, UK) pii teploté 37 °C. Tyto
kultury byly poté dvakrat centrifugovany a resuspendovany v ¢erstvém PBS. Bakterialni kultury
byly poté nafedény Cerstvym PBS na findlni koncentraci 2 x 109 CFU/ml.

Celkem byly do testovaného vzorku zvifat zafazeny 4 reprezentanti (Sus scrofa f. domestica),
u kterych bylo vytvoteno celkem 80 koznich defektti o rozmérech 5 x 5 cm (20 defektd na kazdé
zvite) v oblasti zad simulujici ztratu kize v plné tloustce a poskozeni svalové fascie. Do téchto
defektd bylo zavedeno stafylokokové inokulum a byla tak simulovana komplikovana infekce kiize
a mekkych tkani timto patogenem.

Po uspésném navozeni infekce byly do téchto defektli aplikovany hydrogelové kryty obsahujici
fagy popsané ve srovnavacich piikladech 5 a 6. Délka celého experimentu byla 14 dni, b€hem
tohoto obdobi doslo k reaplikacim identickych hydrogelovych kryta (ptiklad 5 a 6) 4., 7. a 11. den
po samotném navozeni infekéni komplikace v oblasti rany. V téchto dnech probihala zaroven
mikrobiologicka surveillance a ziskané vzorky (kvantitativni biopsie) z ran byly dale zpracovany
standardnimi mikrobiologickymi metodami a stanovena bakterialni ndloz v konkrétnich vzorcich.

V tabulce 4 je dokumentovan terapeuticky efekt aplikovanych hydrogelovych kryt obsahujicich
fagy popsanych ve srovnavacich ptikladech 5 a 6 vedoucich k redukci bakterialni populace
v konkrétnich vzorcich. Statisticky signifikantni lécebny efekt byl zaznamenan 11. a 14. den
experimentu (p <0,001).

Tabulka 4: Srovnani vysledkt antimikrobialni aktivity (stanoveno v CFU/ml + SD) aplikovanych
hydrogelovych krytl s fagy v ramci in vivo podminek.

Den experimentu Den 4 Den 7 Den 11 Den 14
Kontrolni rany 6,1 +0,37 6,4+ 1,08 6,8 = 0,64 7,2 40,38
Priklad 5 6,9 + 0,64 6,1 +0,32 3,8+0,28 4,4+ 0,82
p-hodnota (kontrola vs. priklad 0,020 0,612 <0,001 <0,001
5)

Priklad 6 6,8 £0,68 6,0=0,15 4,0+ 0,82 4.4 + 0,06
p-hodnota (kontrola vs. priklad 0,039 0,510 <0,001 <0,001
6)

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feSeni se tyka transparentniho, porézniho, nevstfebatelného hydrogelového krytu
pouzitelného u koZznich ran pro podporu hojeni zajisténim vhodného prostfedi spolu s jasné
definovanymi antimikrobialnimi vlastnostmi. Tento kryt je podle technického feSeni urCen pro
klinickou aplikaci v ramci koZnich ran rizné etiologie a doby trvani (akutni i chronické nehojici se

v oblasti rany (preventivni nebo terapeuticka indikace).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Hydrogelovy kryt pro kryti povrchovych ran, vyznacujici se tim, Ze obsahuje pfirodni polymer
pryskyfici karaya, kterd je plné¢ deacetylovana, a synteticky polymer polyvinylalkohol a/nebo
polyethylenglykol, a dale plastifikitor glycerol, a antimikrobialni latku vybranou z antiseptik a
bakteriofdgil, pticemz hmotnostni pomér piirodniho a syntetického polymeru je v rozmezi 1:1 az
1:8, a hmotnostni pomér polymerti vici glycerolu je v rozmezi 1:1 az 1:6.

2. Hydrogelovy kryt pro kryti povrchovych ran, vyznacujici se tim, Ze obsahuje pfirodni polymer
pryskyfici karaya, kterd je plné¢ deacetylovana, a synteticky polymer polyvinylalkohol a/nebo
polyethylenglykol, a dale plastifikdtor glycerol, a antimikrobidlni latku vybranou z oktenidin
dihydrochloridu a bakteriofagt faga K, faga Twort, faga 812K 1/420, faga philPLA-RODI, faga 187
a faga SA97, pfiCemz hmotnostni pomeér piirodniho a syntetického polymeru je v rozmezi 1:1 az
1:8, a hmotnostni pomér polymerti vici glycerolu je v rozmezi 1:1 az 1:6.

3. Hydrogelovy kryt pro kryti povrchovych ran, vyznaéujici se tim, ze obsahuje ptirodni polymer
pryskyfici karaya, kterd je pln¢ deacetylovana, a synteticky polymer polyvinylalkohol a/nebo
polyethylenglykol, a dale plastifikator glycerol, a antimikrobidlni latku vybranou z oktenidin
dihydrochloridu a bakteriofagti faga K, faga Twort, faga 812K 1/420, faga philPLA-RODI, faga 187
a faga SA97, pricemz hmotnostni pomér piirodniho a syntetického polymeru je v rozmezi 1:1 az
1:8, hmotnostni pomér polymerd vuci glycerolu je v rozmezi 1:1 az 1:6, molarni hmotnost
polyvinylalkoholu je v rozmezi 10 az 130 kg/mol a molarni hmotnost polyethylenglykolu je 200 az
600 g/mol.
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