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ABSTRAKT

Tato prace mapuje séasny stav poznani problematiky bakterialniho ostatéd polymer-
nich povrcli a metod vedoucich k redukci tohoto negativnihai jéXteoretick&asti pra-
ce jsou shrnuty zakladni informace tykajici se wyyiolymert ve zdravotnickych aplika-
cich. Na zakla#gl dostupné literatury jsou dale popsany principystritho bakterialniho
osidlovani polymernich povréha metod vedoucich k jeho redukci. Pozornostké ta-
novana pirodnimu antibiotiku nisinu a jeho derivuét, které maji potencial pro vyuziti
jako antimikrobidlni aditiva ¢kterych polymeit. Experimentalnéast je ¥novana pipraw

a testovani antibakterialnich vlastnosti polyviikgholovych filmi modifikovanych pi-
rodnim nisinem. Antibakterialni¢innost vzorki byla charakterizovana proti Gram pozi-
tivnim (Staphylococcus aureus Gram negativnimEscherichia coli bakterialnim kme-
nam. Vysledky ukazuji vysokou antibakteridlnfininost protiStaphylococcus aureuga-

timco ffist Escherichia colbyl ovlivnén v mensim rozsahu.

Kli¢ova slova: nisin, antimikrobialni vlastnosti, polgmbiomaterial, bakterialni adheze

ABSTRACT

This thesis maps the current state of the art ofeo@l colonization of polymer surfaces
and methods reducing the occurrence of this negathenomenon. The theoretical part
summarises basic information concerning the medisalof polymers. Principles of bacte-
rial colonization of polymer surfaces and methofitheir reduction are described later on
based on the available literature. Attention i® glaid to a naturally occurring antibiotic
nisin and its derivatives that might be potentialged as antimicrobial additives of some
polymers. Experimental part of this thesis is fexlsn preparation and testing antimicro-
bial properties of polyvinyl alcohol films modifiebly natural nisin. Both Gram positive
(Staphylococcus aureusnd Gram negativeEgcherichia coli bacterial strains were uti-
lized to challenge the antimicrobial efficacy oétsamples. The results show a high effec-
tiveness in case @taphylococcus aurewghereas the growth dscherichia colibacteria

was slightly influenced.

Keywords: nisin, antimicrobial properties, polymieiomaterial, bacterial adhesin
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UvoD

Masovy rozvoj v oblasti syntézy polyniea jejich aplikaci nastal hlagraz ve 2.
polovirg 20. stoleti. Polymery si vSak za pgnm kratkou dobu vydobyly nezastupitelné
postaveni v nasem kazdodennim Zydde jsou vyzivany ve vyznamnéimmiv celérac
odwtvi. Davodem toho jsou jejich dobré fyzikalni i mechaniaktéstnosti, dobra zpraco-

vatelnost, dostupnost i cena ve srovnanesem, sklenti kovy.

Potravindsky piimysl anebo zdravotnictvi jsou dnes jiZz vyrazavislé na polymerech,
jako na materiadlové z&kla&nV potravindstvi hraji polymery vyznamnou roli v oblasti

obali. Zdravotnictvi by se dnes bez polymernich zdrae&gich prostedki neobeslo.

V pribéhu praktického pouzivani polymernich vyrdbg&e vSak objevily negativa, které
vyrazré omezuji vyuzitelnost aiglanou hodnotuéthto material. Jejich nevyhoda tkvi
Vv nizké rezistenci proti mikrobialni kolonizacieké niZze mit za nasledek velké Skody na

zdravi uzivateal polymernich obdi ¢i zdravotnickych prosedki.

Jednou z moznosteSeni tohoto problému je relevantni modifikace pagnich matric
prislusnymi biologicky aktivnimi fisadami (tzv. antimikrobialnimiinidly), které omezi

interakce mezi polymernim povrchem a mikroorganismy

Tato prace se zaffuje na popis problematiky mikrobialniho osidlov@oiymernich po-
vrchi a antimikrobialni modifikace polymier Experimentalntast se soustdi na owreni

antibakterialni ginnosti nisinu jako modifikatoru polyvinylalkoholévmatrice. Pro testo-
vani byli zvoleni zastupci jak Gram pozitivnih8téphylococcus aureus Gram negativ-

niho Escherichia coli bakterialniho kmene.
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1 POLYMERY V MEDICIN E

Polymer Ize definovat jako velkou molekulu — makodekulu, sloZenou z opakujicich
se jednotek, mér[1]. Existuje hned &kolik divoda znaného roz&eni polymedi. Prvnim
z nich je samotné ekonomické hledisko. Surovinygioté ke zhotoveni polymeisou
ponerné levné, jejich vyroba tedy nenfipiS nakladna. DalSim aspektem jsou materialovée
atributy, gicemz tyto latky vykazuji velmi dobré elektroizéta vliastnosti a vysokou
odolnost w¢i korozi. Diky €mto poznatkm jsou schopny nahrazovat klasické materialy
(keramika, sklo, porcelan,ike, aj.) a timfeSit problematiku novych aplikaci. Polymery
maji nepochyb&i své zaporné vlastnosti. Jedna gedpvsim o zachazeni s odpady, opra-
vy téchto materidl, ale i pouzitelnosti, kterd je omezovana teplativarovou deformova-

telnosti [2].
Zpravidla byvaji klasifikovany dag¢ch zékladnich skupin [3]:

a) Termoplasty — vyhodou tohoto druhu polymeru jéepevsim v jeho opakované ta-

vitelnosti. Se zvySenou teplotou se roztavi a goazeni pechazi do tuhého stavu.

b) Termosety— jsou silg sitované polymery, které byvajasto nepoddajné a velmi

pevné. Oproti termoplash nemohou byt opakovateltaveny.

c) Elastomery (kawuky) — vykazuji elastomerni vlastnostiigdébenim sily dochazi

k jejich deformaci a nasledného navraceni éhogniho stavu.

Polymery mohou bytijrodni, ale také syntetické. Typickyniildadem girodniho po-
lymeru je celul6za, pryskice, nebo katuk. | kdyz je jejich zastoupeni v mnoha aplikacich
potiebné, v sokasnosti se spiSe vyuZzivaji syntetické makromolekulatky. Mohou vzni-

kat t'emi nasledujicimi zjsoby [3,4]:

» Polymeraci — dochazi k reakci monomernich jednotek na lineagtio siované
polymery. Bhem tohoto &e nedochazi ke vzniku vedlejSich prodyktybrz ke
vzniku polymeru.

* Polykondenzaci— dochazi ke slaieni dvou odliSnych monomiervznik kopoly-
meru) nebo pouze jednoho monometiikgmz vznika produkt — homopolymetti P
této reakci dochazi k odfiovani nizkomolekularnich latek (deggji vody) za

vzniku polykondenzatu.
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» Polyadici — dochazi k reakci dvou odliSnych monotaiticemz kazdy z nich ob-
sahuje alespodwe reaktivni skupiny. Zde nedochazi k agiéni vedlejSiho pro-

duktu. Vznikly polymer se nazyva polyadukt.

Podle konfigurace v makromolekule se polymetly do ti zakladnich skupin — li-

nearni, rozétvene, siované (Obrazek 1).

a) b) C)

Obrazek 1Schematické naztieni struktury linearni (a), roztvené (b) a zess-

vané polymerni struktury

PouZziti vyrobk z polymeti je v dnedni dabjiz neodmyslitel spjato i se zdravotnic-
tvim, pricemz medicina klade z&i@é pozadavky na vyrobky vytiené z polymetr. Vibec
nejwtsi diraz se klade na takové materidly, které dlouhdgwichazeji do kontaktu s krvi.
Podle Lymana, musi polymerni material vyuzivany medicinalni praxi, sgbvat nasle-

dujici vlastnosti [5]:

« Maximalnigistota;

Spravné chemické, fyzikalni a mechanické vlastrmstidanou funkci;
e UdrzZeni vlastnosti i tvaru v fiio¢hu sterilizace;

* Nesmi dochazet ke zmam jeho vlastnosti v dlouhodobém styku s biologitk

prostedim;
* Nesmi negativé pasobit na imunitni systém organismu (Z&mlergie);
* Nesmi byt karcinogennt;

* Nesmi zfisobovat ovliviovat funknost krve (trombdza).
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Nutno podotknout, Ze itps snahu vyzkumnikneni mozné vSechny tyto kritéria u poly-

mernich materiaél spinit. Resto se wité typy polymed bliZzi poZzadovanym parameétn.
Polymerni biomaterialy

Biomateriél Ize definovat jako jakykoliv syntetick§ ptirodni material, ktery lze
vyuzit k ndhrad nebo obno¥ funkce postizené tk&nBiomaterialy se zaly vyraket jako
ndhrada rékkych a tvrdych tkéni, jez byly poruSeny patologitk procesem. Jak bylo
zmirgno, pro tyto materialy jsou kladeny zin& pozadavky. Hlavnim kritériem se vyzna-
¢uje jejich netoxinost a biokompatibilita. fvod, pr@& se vyuZivaji v odétvi mediciny a
farmacie, je pedevSim v jejich vlastnostech — vytivdnechanickou podporu, elektrickou
izolaci, biokompatibilitu a takéipnos terapeutického 1éku. Proto se velké mnoZstyt p
mertt vyuziva v medicinskych #aenich u ortopedickych, zubnich a kardiovaskutdrni
implantafi. Byvaji odvozovany odifrodnich zdraj (ptirodni polymery a jejich derivaty)
nebo ze syntetickych organickych procésyntetické polymery) [6].

Urcité typy polymernich materiél(jak prirodniho, tak i syntetickéhoipodu) jsou
navrzeny tak, aby byly po &ité dok® resorbovany organismem, do kterého byly implanto-
vany (nap. chirurgické ni¢). Odbouratelné materialy musi spvat pongrné vysokeé bio-
kompatibilni naroky. Jednim ze zakladnich kritgivylucovani toxickych kontaminafts
postupnym rozkladem polymeruiigemz nesmi vyvolavat Zadné reakce v lidském orga-
nismu. Popularitaéthto biologicky rozlozitelnych materialse za poslednich 25 let neu-

stéle zvysSuje fedevsim v ortopedii a tkdvém inZzenyrstvi [7].

V nasledujicicitasti jsou popsany polymery, vyuzivané v medicinphaixi. A’ uz
se jedn& o polymer synteticky nehidrpdni, musi sglovat nasledujici charakteristiky, kte-

ré také zavisi na jejich aplikaci [8]:

» povrchy musi mit takové vlastnosti, aby podporobaligénou adhezi, proliferaci a

diferenciaci (v pipadt implantéat);
» stabilitu pogipact kontrolovatelnou rychlost degradace;
* snadné zpracovatelnost do trojrazneho tvaru;

» dobré mechanické vlastnosti, schopné odolavat nanmighv danych aplikacich.
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Syntetické polymery pro medicinské vyuZziti

Syntetické makromolekularni sléeniny se fipravuji z nizkomolekularnich latek.
V sowasnosti nahrazuji pa¥mé v rozsahlém mnozstviripodni polymery z @ivodu vlast-
nosti, které nelze nachazet u matérg@rodnich. Ve ¥tSirg piipadi jsou dostupné a lev-
né [4].

Z praktického hlediska se vyroba polymernich medicych materidl vyznauje

témito zakladnimi charakteristikami [9] :

e zpracovani se provadi lisovanim, vytl@anim a ménim do pdebnych tvail a

velikosti;
* vyvolani co nejniz8i imunitni odpédi organismu;
* lehka modifikovatelnost vlastnosti pro fetnou aplikaci.

VyuZitelnost &chto polymed spaiva v Siroké Skale medicinskych aplikaci, dikydeji
biokompatibili€ a vhodnym mechanickym vlastnostem [1Ge$?0 nelze fedpokladat, ze
se pro pipravu zdravotnickych prastdki budou vyuZivat vSechny druhy syntetickych
polymeiii (Tabulka 1). Principiekhse mohou tyto polymewitenit na dva typy [11, 12]:

» degradabilni — Ize také jako biologicky rozlozitelné polymeiiyto biomaterialy
jsou atraktivni diky jejich schopnosti rozkladavyducovat se (pop vstebavat) z
organismu bez odstrami ¢i chirurgické revize. Pokud dochézi k tomuii,dpak
nesmi byt odpadni produkt toxicky pro organismus.vigvareni €chto odboura-
telnych materidl je nutné dbat na zakladni kritéria gp@jici v eliminaci zagtli-
vych reakci a vhodné mechanické vlastnosti, pioljegamyslené pouziti. Otazkou
je, jak rychle dochazi k rozkladéchto materidl. Mezi typické piklady biodegra-
dabilnich materidi pati kyselina mléna (PLA) a kyselina polyglykolova (PGA).
VSechny tytataste&ne krystalické polymery jsou pogmé kiehké a tuhé. Jejich ple-
tené vlakna dokazi vytvét stehy. Pravz PLA a PGA byl vytvéen \vibec prvni

odbouratelny synteticky steh.

* nedegradabilni — vytvai mechanickou podporu pro tkaTypickymi nedegrada-
bilnimi polymery jsou polymethylmetakrylat, polytae, polyethylen, polyethylen-
tereftalat, polysiloxany aj. Vyziaji se gedevsim vysokou molekulovou hmotnosti

a mohou se oziavat také jako bioinertni. Jednotlivé polymery mejiuZiti
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v jinych ¢astech mediciny, zidodu rozdilnosti mechanickych vlastnosti. Tyto po-
lymery secasto vyuZivaji k vyrobtotalnich endoprotéz kglniho kloubu (polyme-
thylmetakrylat), ale mohou byt také s@sti cévnich protéz ve fospoviaku (po-
lytetrafluorethylen). Siroké vyuziti majiredevsim polysiloxany. Jejich vyhoda
spaiva ve vysoké chemické stabilia nereaktivnosti, uphatlji se proto v gelech,

mazadlech agnéch.

Tabulka 1 Riklady syntetickych polyméryuzivanych v medicinské praxi:

trubice katetl, netkané textilie, nadoby, obalo-
Polyethylen (PE)

vy materiél, sondy

obaly, Sici materidl, injehi stikacky, obalovy
Polypropylen (PP) _
material, ndhrady prsnictanki

Polytetrafluorethylen (PTFE) kanyly, katetry, pdviaa stentech

kostni a zubni cement, nitré@ cocky, dentalni
Polymethylmetakrylat (PMMA)
vypIng, krevni pumpy

_ _ krevni vaky, mimaiini krevni trubéky, rukavi-
Polyvinylchlorid (PVC)
ce

_ _ implantaty, katetry, ugié Slachy, urslé srdce,
Polydimethylsiloxan (PDMS) hadi
adice

Polyethylentereftalat (PET) ufié Slachy, vazy a cévy, chirurgick&®viny

Polycarbonat (PC) kontakttocky, injekeni stikacky

Polyamid kryci textilie, ochranné folie, Sici niddé

Systémy na bazi vodorozpustnych
polymeit nag. PVA, polyvinylpy- kostni S¢py, tmely, nosi 1ékad, lepidla
rolidon, kys. Polyakrylova




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

Prirodni polymery pro medicinské vyuZziti

Tyto polymery byvajicasto biologicky rozlozitelnéCasovy rozsah degradace je
mozny od gkolika tydni az po nésice,cemuz odpovida jejich molekularni struktura. Mezi
hlavni znaky Usgsné aplikace tohoto druhu polyniesetradi redevSim biokompatibilita a

také zmhovana biologicka rozlozitelnost [8].

Ptirodni polymery maji wité vyhody oproti polymemm syntetickym. Jejichiednostispo-
¢ivaji ve schopnosti lepSihofipzergjSiho povrchu pro adhezi bé Maji vétSi schop-
nost podpory butné diferenciace. Nevyhododimdnich polymaeit je jejich snaha rychle
se fretvdit v téle na produkty o nizSi molekulové hmotnostiikfady piirodnich polymek
— Tabulka 2) [9].

Typickym @irodnim polymerem v biomedicinskych aplikacich izé&pa v tkéo-
vém inZenyrstvi) je kolagen — polymer feay ze strukturni primérni bilkoviny. Do padv
domi wdci se dostal pro jeho schopnost biokompatibilityréspto Izefici, Ze kolagen
muZe vyvolat imunogenni reakci organismu po implain@lc Derivatem kolagenu je ate-
lokolagen, ktery se vyuziva v léistvi (krevni koagukeni bavirena tkanina, zubni, kostni
vypliovy material) a kosmetice. Atelokolagen je molekkdéagenu (kolagen | typu), kte-
rému byly pomoci pepsinu odpeny telopeptidy. Tento typ kolagenu se vyuzZiva jak-
si¢ terapeutického 1éku diky jeho nizké imunogensictdobré rozpustitelnosti ve vodd
[13].

Tabulka 2 Pirodni polymery vyuzivané v medicinskych aplikacich

Kolagen hojeni ran

Chitosan hojeni ran, ndsieki

hojeni ran bez vzniku jizev, hojeni popéleni

>

Kyselina hyaluronova ) )
lé¢ba osteoartrozy
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2 BAKTERIALNI OSIDLOVANI POVRCH U

Bakterie jsou jednim z nejvicdippasobivych organizrin na Zemi. Jsou schopny Zit plak-
tonicky, nebo se seskupuji do sp@estvi,cimz vytv&i tenkou vrstvu na pevnych struktu-
rach. Existuje mnoho pohlédak charakterizovat dané osidlovani mikroorgariga?].
Mezi biology se zpravidla setkavame s nazorem,idirb je ,, aktivni biologicka vrstva
sloZzen& z mikroorganizir(bakterii,7as, hub, prvok, mnohobu#cnych) a jejich extracelu-
larnich produki, ktera je gichycena na povrchu nejzrejSich podklad, které jsou v kon-
taktu s vodou...“S vyvojem ¥dni discipliny se jednotlivé definice vSak neustéiéni
[15].

Jednim z prvnich &dci, ktery studoval mikroskopicky Zivot, byl Holdan Antonie van
Leewenhoek. Proslavil se sestavovanim danyct tyikroskopi, jejichZ prostednictvim
(roku 1684) zpozoroval seskupeni mikroorgarismzubnim plaku. DalSim vyznamnym
védcem v oblasti mikrobiologie je povaZzovarehec Robert Koch (1843 — 1910), jenz
zatal izolovat a studovat jednotlivé bakterie. Na aélikltohoto poznatku Uggreé polozil
zéklady pro studium adéu mnoha zavaznych onemean Jednalo seipdevsim o tuber-
kulézu a antrax, které byly v daném obdobi povaag\za nejétsSi hrozbu pro lidstvo. Na
zé&klad vyjime¢nych poznatik obdrZzel Nobelovu cenu za fyziologii a medicinuoee
1905. AZ v roce 1940 dokazakdci H. Heukelekian a A. Heller popsat ugpdani bakte-
rii tak, jak v dnesni dabozna&ujeme biofilm. V pozdnich desetiletich 20. stoktiala byt
studie biofilmi seridzni ¥deckoucinnosti [16].

Biofilm je velkym problémem jak pro pmyslové a pirodnim od¥tvi, tak v medi-
cinskych aplikacich. Pro bakterie jsotirpzenym vodnim progtdim potoky, vodstva,
odpadni vody a jimyslové organické odpady. ¥Wchto podminkach biofilmy vytvaji a
zpasobuji problémy, &2 uz ve zne&istovani povrch, ¢i korozi danych material [14].

V praimyslu vytvdi pocetné problémy ve zi&tovani nejtiznéjSich povrcli, na nichz se
tvori. F¥ikladem usazovani bakterialniho biofilmu, Ize uv@sbblematiku souvisejici
s odporem lodniho trupu, n&mseiasy usazuji. Odpor je #poben tvicim se biofilmem,

ktery vytv&i turbulenci protékajici kapaliny a tim zuzujethest potrubi. Neni ale prav-
dou, Ze biofilmy maji pouze zaporné vlastnosti. &avi biotechnologiegisténi vod, ¢i

bioremediaci je naopakipomnost biofilnt nezbytna [15].
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V souwasné dob se vyzkumnici v oditvi biotechnologie zabyvaji bakteriemi jako
producenty elekiny. O vyrobu elektrického proudu se snazidec Grant Burgess
Z Newcastle University. Zmény elektricky proud probiha v bakterialnich paliyok
¢lancich, které Ize oz jako tzv. bioelektrochemické systémy. Principeynoby elekti-
ny urtitymi druhy bakterii sp&iva v biokatalytické oxidaci organickych stmnin. Pokud
se v &chto palivovychélancich bude upravovat sloZzeni bakterialnich biafjl mize dojit
k vyznamnému zvySeni produkce takto vzniklé élakt[17].

Zcela samostatnou, podstatnou a v dnesSné¢ dejvice studovanou otazkou je vy-
skyt biofilma v medicirg [15]. Hlavnim problémem je osidlovani bakterii paymernich
zdravotnickych prosédcich zavaghych do lidskéhoéta. Jednéa se zvlaSb kanyly, katét-
ry, cévky, kardiostimulatory, implantaty (kovovdagtové) aj. OvSem biofilmy se nevysky-
tuji jen na cizich&desech aplikovanych do lidskéhéla, vhodné podminky utvéji také
sliznice a vystelky dutin [14].

Mezinejast|Si bakterie, které dokazi vyttet biofilmy, pati [18]:

» Staphylococcus epidermidis,

« Pseudomonas aeruginosa,

» Escherichia coli,

» Enterococcus faecalis,

e Staphylococcus aureus.

Je tedy mozné se zabyvat otazkoucgsou pra¥ tyto biofilmy tak nebezpmé pro
lidské zdravi. JelikoZ jsou bakterie v biofilmu isgentni vici antibiotikim, dochazi tim
k problénim spojené s tibou pacienta. Mohou tedy vyt chronické infekce krevniho
ob¢hu, zawty az sepse organismuti RZkoumani jednotlivych struktur biofiltn nest&i
pouze BZné optické mikroskopie, proto vyuzivame fyzikarfyzikalnt chemické metody.
Napriklad konfokalni laserovy mikroskop umafe snimat rastrovaci technikou biofilm,
¢imz umozni jeho zobrazovani sekci a nasledné dlgberktury. Snimanim Ize také ziskat

v ¢asovych sekvencich zaznam o aktualnim stavu biofjlts].
Charakteristika bakterialniho biofilmu

Slozeni biofilmu ndZe byt tvdeno jednim, ale i vice bakterialnich knieffesto
cetrgjSi spol€enstvi bakterii je v iirozeném klimatu obvyklejSi. Z této skutmsti Ize

s

vysoudit, Ze pravtyto biofilmy maji slozi¢jSi stavbu nez biofilmy se zastoupenim pouze
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jediného bakterialniho druhu. Skladba bakterialidldilmu nezavisi pouze na dostupnos-
ti Zivin, ale dilezitou Ulohu sehrava také kyslik a vlastnosti okwd prostedi (pH, hydro-
dynamické sily aj.) Jeho skladba neni homogenrialaye vytvéena velkym mnozstvim
z agregdt a dutin. Vznikaji spletité kanéalky, jeZ jsou vzaj@ propojovany. Bakterie tedy

dokazi adherovat na dany povrch a tim vkgvanikrokolonie biofilmu, vznika tak houbo-

vity, pop. kuzelovity tvar (viz. Obrazek 2) [19].

OKOLNi TEKUTINA

Vel =§1‘; “POHYBLIVA SLOZKA BIOFILMU
AP ¢ e

B = ¢f

* 4 ., - o - ‘a‘ @
< SHLUKBAKTERIl -
- k=

-t . il .
Extraceluldrni polymerni litka obsahujici adherované bakterie

Obrazek 2 Schématické znazarnkomplexni struktury biofilmu, ktera umaje

jeho Sieni po povrchu a zaji&ti transportu nutrient(i20]

Na nasledujicim obrazku Ize ¥idstrukturu biofilmu, zobrazena metodou SEM. Jed-

notlivé snimky jsou pidzeny pod iznym zw¥tSenim.

Obrazek 3 Detailni zachyceni biofitpomoci skenovaciho elektronového mikro-
skopu[21]
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Struktury biofilmi zavisi na fyzikalnich (n&ptransport substratu) a biologickych
faktorech (nap rychlost konverze substratu). Tim |zgegpokladat,ze tvorba biofilmu
zavisi na interakci mezi transportem latek a prpggjgch konverze. Heterogenni a porézni
strukturu bude mit takovy biofilm, ktery je siltimitovan difuzi. Oproti tomu kompaktni a
homogenni biofilm bude takovy, w&moz je hlavnim znakem konverze substratu. Jestlize

se jedna o vyzraly biofilm, pak jeho struktura beéerogenni [15].

Jak bylo zmiwno, dilezitym faktorem pro biofilm, je jeho samotna tlék&. Jeji zavislost
se vztahuje na rfd@ dostupnosti Zivin. Rozsah tlaky se pohybuje v rozmezi odkolika
jednotek do stovek mikrométr K transportu Zivin napomaha elektricky naboj,rktge

rozdilny u kazdé vrstvy biofilmu [19].

Bakterialni biofilm je elasticky a v proudu tekuse dokaze &t po svém povrchu. Pokud
je pasobeni proudu kapaliny silné, pak se tento povalté#de roz§pvat po podlozkach a
vyhledat dosud neobsazena mista. Jestlize ale gsuhedokaze udrZzet pevnost daného
biofilmu, dochazi I¢ast&énému odlodeni. V gipad dostatku Zivin, toto ,vl&ni* na po-
vrchu zcela vymizi a objevi se a#i ejich nedostatku. Tento jev je prokazatelny na
glukéze, kterd byla zdrojem energie préavdanych biofilnd. Uvedend okolni tekutina tedy
dokaze dortit dulezité organické i anorganické latky a od¥ékiatabolity ven z bakterial-
niho biofilmu [14].

S rychlosti prouéhi okolni kapaliny je spojena hustota bakterialnihafiimu. Je mozné
tedy gredpokladat, Ze pokud dochazidstu biofilmu @i vySSi rychlosti proudu kapaliny,
pak bude struktughhustsi, oproti takovému, ktery rosti pizSich rychlostech toku. Diky
této podmince lze konstatovat, Ze @réustsi biofilmy jsou Iépe odolné k vy§Simu smyko-
vému teni. Tento vztah jeffsuzovan nasledkem vysSi rychlosti toku prmid Fresto za-
pornou vlastnosti kompaktnich biofitime predevsim nizsi efektivni difuzivita.iBledek
nizsi difuzivity sp@iva pra¥ v jeho heterogenit Nepochybs samotna difuzivita je velmi
dulezitd pro Zivot mikroorganisin z divodu transportu Zivin mezi jednotlivymi shluky
bungk [15].

Nasledky bakterialniho osidleni polymernich povrch

Bakterie, jeZ se vyskytuji ve forbiofilmu, jsou pongrné velkou hrozbou pro lidské
zdravi. Dokazi zfisobovat celodadu chronickych onemoéni z divodu jejich rezistence

[15]. Védci poukazuji, Ze az 80 % infekci dtd ¢lovéka jsou zsobeny prag bakteriemi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

biofilmu oproti planktonickym bakteriim. Mikroorgemy se nachazeji na n&gnejSich
povrSich polymernich materialv medicig (centralni Zilni katetr, mechanické stde
chlopre, apod.) [22]. Nelze opomenout, Ze pokud se baktaichazeji ve forénbiofilmu,
maji zvySenou virulenci. NejenZe dokaze bakterépeladherovat na povrch materialu, ale
také ma obranou funkci proti imunitnimu systémueaistenci wéi antibiotikim (ATB)
[15].

Na nasledujicim obrazku jsou vyobrazenyas§jSi typy patogennich bakterifipobici na
lidské €lo (Obrazek 4).
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Obrazek 4 Patogenni bakterie nachazejici se véitsile [23]

Tyto patogenni bakterie dok&zi vyteadizné druhy onemoeni. Mezi nejzavazsi ra-
dime [14, 15]:
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a) zaret endokardu
b) cysticka fibroza
c) zaret polxriSnice
d) zaret kostni dens
e) zaret stedniho ucha

Bakterie ve formy biofilmu byvaji casto spjaty s nozokomialnimi infekcemi. Na zakla-
dé¢ hrubych odhail se gedpoklada, ze z 65 % jsou péawiofiimy zodpowdné za Seni

nozokomiélnich nakaz [24].
Negativa spojena s bakterialnim osidlovanim

Jak bylo zmisno, nozokomiélni nakazy jsotastym problémem v nemocnich
zarizenich [22]. Ve vysglych zemich je mnozZstvi nakazenych lidi 5-10 #hpspitalizaci.
Pokud jsou pacienti na odldnich jednotek intenzivni pé (JIP) tyto procenta se zvySuji
na 15-40 %. Pojem nozokomialni ndkaza je chapanshanamisoby. Podle Centra pro
kontrolu a prevenci nemoci (Centers for Diseaseti©@band Prevention = CDC) je chapa-
na jako:, Lokalizovana reakce organismu naifmnost infeéniho pivodce nebo jeho
toxinu, ktera nebylafitomna v inkubéni dok¥ v case ijeti do nemocnini p&e.“ Nej-
castjSi doba ped vypuknutim bakterialni infekce byva 48 hodincmeérg se v uéitych
piipadech posuzuje inkutrd doba individuala podle typu fivodce [24].

V dnesni dob se ¥dci stale snazi zabranit tva@rtiofilmu a tim i nozokomialnim néka-
zadm. Podle americkéhtanku vyzkumny tym z Pasteurova institutu vyivenolekulu na
bazi slozitého sacharidu, ktery ma zabranit tvcalglomerai biofilma. Tento cukr byl
aplikovan do kultivaniho média bakterie, jez vytkiazarétlivé onemocgni maiovych
cest. Pokud byla aplikovana na materialy — sklastyl dokaze zabranit velkému mnozstvi
patogennich bakterii [25]. &n¢ se vyuzivaji i jiné metody zabmajici tvorke bakterii.
Typickym piikladem je dezinfekce a sterilizace. Dezinfekceziya dezinfeknich pro-
stredk, jeZz dokazi odstranitiprodce infekci. Tyto &inné latky jsou zavisléipdevsim na
teplo€, koncentraci a dab pasobeni. Jestlize se vyuzivA metody sterilizace hanic
k zahulg veSkerych mikroorganisinvysokou teplotou v pod@bvodni pary,¢i suchého
horka [26].
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Rezistence bakterii wéi antibiotik am

| kdyZ ATB jsou vytvdeny Zivymi organismy, jejichgsobeni je zagteno Fede-
vSim na poskozovani mikroorganigmDokazi poruSovat syntézu kignych sén, cyto-
plazmatickou membranu, metabolismus nukleovychlkyseilkovin aj. [27]. Tedy nejvy-
znamrjSi ulohou je poSkozeni patogennickvpdai, pricemz nesmi byt poruSeny iiky
lidského organismu [26].fBsto ukité druhy mikroorganisiinmaji antimikrobialni ginky.
Jedna sefpdevSim o houby, aktinomycety a bakterie [27]. Tratnstence bakterii je zis-
kavana bd'to piirozenou (primarni) nebo ziskanou formou. Jestiidgedna o primarni
rezistenci, pak tato bakterie nenese zadné zasahisté pro ATB. Lze tedyici, Ze tyto
bakterie jsou rezistentni uZgu setkdnim s danym typem antimikrobialni latky.r@dp
tomu ziskana rezistence vznika na zaklgdnetickych fenosi, pog. disledkem mutaci.
Diky tomuto faktoru dokaze byt bakterie pa@ité dok& vzdorujici pro jgvodre zneSkod-
nujici ATB [28].

Lze vSak konstatovat, Ze rezistence bakterii venddbiofilmu je azZ tisicinasokinveétsi
oproti bakteriim planktonickym [14]. Aby mohlo dadtet k eliminaci zralého biofilmu, je
potreba dosahnout mnohonasebryssi lokalni koncentrace antibiotik, nez jeipbhé u
profylaktického podavani ATB [15].

Faze vyvoje bakterialniho biofilmu
Vyvoj bakterialniho biofilmu Ize rozdit do peti zakladnichcasti [14]:

1) Atrakce — v této fazi dochazi kipahovani plaktonickych bui k danému materia-

lu z divodu nedostatku Zivin.

2) Adheze - pichytavani bakterii na organické latky pomoci adiiezaktivni mole-
kuly bilkovin, glykopeptid, nebo polysacharid, ¢cimz nasled& dochazi ke zgné
fenotypu.

3) Primarni biofilm — na podkladu vznika mnozeni adherovanychébuRrodukuje

se polysacharid, ktery je az stokr&t&i nez bakterialni tiky, jeZ ho produkuiji.

4) Sekundarni biofilm — z produkce polysacharidu vznika matrix, ktergidsuiky

pohromad. Zde vzniké splekanélki a mikrokolonii.
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5) Disperze — v poslednim kroku probiha odtrhavani a rozptyleafek bakterii
z biofilmu, tyto bakterie se navraci&mlo plaktonického stavu. Jejich Uloha &po

va v dalSi kolonizaci povréh

Tento @] je vyobrazen na nésledujicim obrazku:

Obrazek 5 Faze vyvoje bakterialniho biofilmu
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3 REDUKCE BAKTERIALNIHO OSIDLOVANI

Mikroorganismy jsou neustale vystavovany celou @kalegiznivé piasobicich fakto-
popipadt nevhodné pH. Lze konstatovat, Zze mnozstvi usmadehurék zavisi jak na sile
pusobeni faktoru, tak na déleho pisobeni. | pes negativni vlivdchto faktofi nelze de-

finitivn & ukortit adhezi bakterii na daném povrchu. [29].

Dosud nebyl vytvien zadny material, ktery by zcela dokazal zabr&oito¢ biofilma.
Z tohoto divodu je snahou modifikovat takovy typ povrchu, ktdokaze eliminovat ad-
hezi bakterii. Proto je nutn&igvorb¢ modifikovaného polymeru zohladvat rekolik za-
kladnich kritérii [29, 30]:

» vlastnosti polymeru (chemické, fyzikalni);

» vybér antimikrobialniho agens (toxicita, mikrobialnirkaminace, zgisob aplikace,

vlastnostinidla);
» charakter progedi (teplota, vliv z&ni, viiv pH).

Podminkou pro usmrceni miknbje nutnost fisobeni nefiznivého faktoru. Pokud
faktor pisobi na dané mikroby jen pozvolna, nejprve dockézniZzovani mnozeni bakte-
rii, a jejich naslednému odumirani. Prvni fazi tmhmechanismu lze ozéavat jakobak-
teriostazy jedna se o vratnyel uskutenujici se Bhem mgisobeni chemickych prasdki.
Ve druhém stadiu naopak dochazi k nevratnégjiumticemz postup& odumiraji mikroby
konstantni rychlosti. Postupné odumir&mwhto mikroli se zpomaluje zidvodu aktivity
odolrgjSich jedindé [29].

Zpusob zabraréni adheze

Zakladni principy zabrami tvorby bakterii na povrchu polymeru, lzaait doctyi za-
kladnich kritérii:

* zmena volné povrchové energie bez pouziti chemikalii;
e piima depozice chemikalii na povrchu polymeru;
* navazani chemikalii na povrch polymeru pomoci ntedig

» primé inkorporace antimikrobialnich latek do polymeru
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Zména volné povrchové energie bez pouziti chemikalii

V této modifikaci se nevyuZiv&iinku Zadné antimikrobialni latky, nybrz dochézi k
pouhym transformacim polymernich powvich/ tomto @gipad se jedna o z#mu volné
povrchové energie, ktera je podiia ¥emi zakladnimi vetinami — kontaktnim Uhlem,

povrchovym nagtim a hydrofobicitou/ hydrofilitou [15].

Hydrofilni substrat ma po#nn¢ znany vliv na gilnavost hydrofobnich bakterii.
Typickym hydrofilnim povrchem je sklo a nereZaei ocel, které maji vysokou volnou
povrchovou energii. Rozdilny je u hydrofobni povroh ktery se adheruji hydrofilni bakte-
rie, jehoz volna povrchova energie je nizka. Ro#sgtudie zabyvajici se povrchovymi
Gpravami udavaji, Zze préayednou ze zasadnich roli pro sniZzeni adheze higje¢eamotna
hydrofobicita povrchu [30, 31].

Povrchovou energii Ize analyzovaznymi metodami. Wbec nejasgjSim typem je

meéieni pomoci Youngovi rovnice [14]:
Yec = Vag = Vac €0S0 (1]

Pricemz konstantni uhel je dan vyslednici gi;.je volna energie na rozhrani pevné a
plynné faze,y,;0zna&uje volnou energii na rozhrani pevné a kapalné, fgzgrozrani

plynné a kapalné faze. Zde plati vztah — pokudygmka povrchova energie, pak konstant-
ni Uhel spolu s povrchovym n&pm je nizky (tzn. vodou snmiévy povrch), timto znakem
se bude tedy vyzgavat povrch hydrofilni. V opamém gipadt jde o vodou nesndévy —
hydrofébni povrch.

Prima depozice chemikalii na povrchu polymeru

Tento princip je oproti zbylym metodam p&m& nenarény a hoji se vyuZziva
v odwtvi mediciny. V tomto mechanismu dochazi k aplikactibakterialniho nétu na
zdravotnické povrchy. Principem tohoto produkteljeninace bakterii s vylaienim plisni
afas. Lze tedy fedpokladat, Ze se damito antimikrobialnimi vrstvami pokryt celé ida
zeni provo# (pt. s€ny, sking, pracovni plochy) [32]. Zakladni sloZkou této disge byva-
ji akrylove, pryskyicové hmoty s fidavkem gtibra. Divodem, pré se z&alo stibro vyu-
Zivat pongrné v hojném poétu, je kladné psobeni na adhezi @st bakterii danymi funk-
cemi [33]:
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e zabraiuje cEleni burgk;
* brani bugcnému mechanismu;
e bréani transportu vyzivnych latek.

DokazZe tedy zaopit povrch ed 150 druhy bakterii, 2hoZ nej@innéji (99 %) dokaze
chranit gred rodyStaphylococcus aurewasEscherichia col{33, 34].

Znanou nevyhodouéthto natrovych hmot je pedevSim v jejich kratkodob&itnosti a
rychlé vstebatelnosti. Proto seédci snazi vytvét takovy material, jenz dokazeénito

negiznivym vlivam zabranit.

I. Hvizdalovéa publikovala praci pod nazvem ,Titosaantimikrobialni povrch ke zlepSeni
hygieny v potravingském ptimyslu“, zverejnénou v roce 2011, jejimz cilem bylo vyii
pomoci nanotechnologie jiny druh antimikrobialnip@lymerniho n&ru. V tomto natru
se vyskytuje sloZzka oxidu titatfiiého jako fotokatalyzatoru a polyaminosacharidahi-
tosanu. Zné&ou vyhodou takto vzniklé disperze je nejen antiofkalni (Einek, ale také
mechanické i chemické odolnostteins dlouhodobé funknosti takto oSéeného povrchu
[32].

Navazani antimikrobialni slou¢eniny na povrch polymeru pomoci media-

toru

Pokud nedochazi k navdzani antimikrobidlni latky pedymer, jako tomu bylo
v predeslém fipadt, postupuje se metodou navazaii¢gmz je nutno vyuzivat mediator.
Mezi vhodny typ mediatoru se tbe fadit kyselina akrylova. Navazani antimikrobialni
latky na povrch polymeru Zma v okamziku, kdy prainne aktivace povrchu pomoci
vhodného mediatoru (nagkyselina akrylova)Poté dochazi k naroubovéaietezci kyseli-
ny na povrch polymerdlim vznikéa husta struktura polymerniho k&etana &z se dokaze
piipevnit pomoci karboxylové skupiny antimikrobidliditka, misobici proti nezadoucim

mikroorganisnim [35, 36]. Tento § je vyjadcen na nasledujicim obrazku.
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Obrazek 6 Modifikace povrchu pomoci mediatoru

Prima inkorporace antimikrobiélnich latek do polymeru

Tento zpisob modifikace je v s@asnosti porrné ¢asto vyuzivan. Polymerni ma-
trice byvaji dvojiho typu. Mohou vznikat z termogifga od nichZz se zavadi nazev termo-
plastické matrice, nebo jsou vyteay z reaktopladi nesouci pojmenovani matrice reak-
toplastove. Mezi népstjSi polymery pro tvorbu termoplastickych polymemimatric se
fadi polyamidy, polyethyleny, polypropyleny, polykanéty, styren — akrylonitril acetaty a
dalSi. Mezi reaktoplasty jsaiazeny tizné typy pryskiic (polyesterove, epoxidoveé, mela-
ninove a siloxylove). Princip této modifikace $p@ v zabudovani antimikrobialnickip

sad do objemu polymeru [37].

Mezi nefastjsSi zakomponovana aditiva v polymeruiadi stibro (Ag). Elementar-
ni stibro respektive sibrné ionty jsou velmi dale znamé v medicéy odwtvi preventivni
a l&ebné pée. Vyznauji se pordrné vysokou toxicitou proti mikroorganisim, ale také
zdravotni nezavadnosti pro organisniles/¢ka. Lze tedy konstatovat, Ze tento druh suro-
viny ma ochrannou funkci jak na &#8i, tak na vniini stra’g povrchu polymeru [38].
V nedavnych studiich bylo zji&to, Ze inhibini (inek proti bakterialnim kme&m maji
nanaastice dtibra, diky svému vysokému specifickému povrchu. tdimnakem dokazi
daleko lépe zvysit efektivitu bakteriocidniho a gimidniho &inku. Fikladem niize byt

silnd antibakterialni aktivita kompozitu tteného z polymerni matrice a péaxesta¥nych
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nanaéstic bromidu stbra. (tinek nandastic se projevil vhodnymigobenim proti gram-
pozitivnim (G+), tak i gramnegativnim (G-) bakteriiPonmerné ¢asto jsou uzivany, jako
sowast steh pri Siti ran. Diky jejich inhibinimu &inku dochéazi k eliminaci mozné infek-
ce ran [39].

Antimikrobialni latky v polymerni matrici nemusi tyiutre pouze sloteniny Ag,
ale mohou byt uvedeny také dalSi alternativy. Aditbyvaji tvdena jak organickymi tak
anorganickymi sloteninami. Pokud v antimikrobialni latce se nachaaeg@rganicke slou-
¢eniny, zahrnuji kovové biocidy, u nichz je typickypiikladem krond stiibra také zinek.
Mezi organické slozky se patdi chitosan, fenolové sléeniny, alkoholy, aminy, mine-
ralni slogeniny (ionty kowi, oxidd) aj. [30, 40].
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4 ANTIMIKROBIALNI LATKY NA BAZI NISINU

V této kapitole jeeSena problematika tykajici se nisinu jako antiotiidini latky vy-
uzivajici se pedevsSim v potraviridkém ptimyslu. Resto novymi studiemi Ize bréat
Vv potaz, Ze vyuZiti tohoto peptidu bude i jako raikrobialnicinidlo na polymernich povr-
Sich pop. pro I&bu tumoii. V dalSich¢astech kapitoly jsou vyobrazeny podobné struktury
vyuZzivajici se jako antimikrobialni latky.

Nisin

Nisin je zndm porrné kratkou dobu. Nicméhza tentaias je jeden z nejvice proba-
danych bakteriociin Praw diky jeho vlastnostem je vyuzZivan ve vice nez patieemich
swta. Za prvni badatele, kfeodhalili existenci této latky, jsou povazovani W¢head a
Riddet (roku 1933) [41]. Z potravitekého hlediska je tato latka velice j@itnym a uzi-
tecnym antibiotikem. Producentem vzniklé &n polypeptidi jsou ml€né bakterie rodu
Streptococcus lactift2]. Slozeni nisinu bylo zji8ho pomoci metody papirové chromato-
grafie, gicemz se zjistilo, Ze je twen 34 opakujicimi se aminokyselinovymi zbytky (gly-
cin, alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, lysikyselinou asparagovou, histidin, methio-
nin a serin). VeSkeré aminokyseliny jsou usuldny do pti cyklickych struktur, propoje-
nych thioetherovymi risstky (viz. Obrazek 7) [41, 43].
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Obrazek 7 Struktura nisinu
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Hlavni vyuziti tohoto peptidu se upiaje u konzervace mt@ych potravin, kde do-
vede potlaovat reprodukci klostridii. Ogdcil se také v inhibici rozvoj¢ady grampozi-
tivnich bakterii. Mezi tyto bakterie gatpredevsSimBacillus, Clostridiuma Listerie [44].
Vyjimkou miaze byt takovy fipad, kdy dochazi k jeho smiseni spolu s chétdta cini-
dlem. Zde nedochazi pouze k ods#r@ngrampozitivnich bakterii, ale také bakterii gram
negativnich. V gipact spér a dinku nisinu proti nim vysledek nentip$ dobry. Je ¥dec-
ky prokazano, Zegsobenim zvysené teploty na dané spory, dochagick jposkozeni a
v tomto okamziku &nek nisinu vyraz#é stoupa. Ne€inny je tedy pouze u kvasinek a plis-
ni [43].

Mechanismus &inku proti mikroorganisfim sp@&iva v naruSovani cytoplazmatické mem-
brany, vpravenim dinnych molekul nisinu. Timto krokem dochazi k vydi pof, ¢imz
se néni propustnost cytoplazmatické membrany. Nasiestnelimininuje gijem aminoky-
selin (AMK), vylucuji se z pisluSné biiky metabolity, adenosintrifosfat (ATP) a také ion-

ty. Koneg&nym stadiem je buwtna smrt bakterii [45].

Z hlediska vzhledu je bilym krystalickym praskenmbieé rozpustnym ve vodnych
okyselenych roztocich, chloroformu a etanolu. k& taon&rné dobrou termostabilni lat-
kou. Lze ho zativat do 95 °C. Pokud dochazi k jeho zpracovani jedjvhodgjsi hodno-
ta pH se pohybuje od 2 — 4 [41].

Pokud se tento druh bakteriocinu bude nachazettraypnovych produktech, pak

musi byt ozn&van podle ndzeni komise evropské unie pod nazvem E 234 [46].
U¢inek nisinu v medicing
V souwtasné dob se tento druh antibiotika nevyuzZiva pouze vabevpotravind-

ském, ale z&l se pormirné v hojném mnozstvi vyuzivat i pro medicinske aplika

Predchozi vyzkumy prokazaly, Ze antimikrobialni pdptjako nisin nize adsorbovat na
povrchu polymeru a jeSsi udrZzet dostat@ou aktivitu pro potléeni patogennich bakterii.
Praw proto vznikaji nové preklinické studie zabyvageinisinem jez dokaze ttrbjakousi
oporu pro implantabilni materialy, a tim eliminovegZzadouci &inky spojené s infekcemi
v organismu. Vyzkumnici zkoumali aplikai techniky nisinuin vitro, aby nasli metodu,
ktera je nejvice efektivni a prakticka pro poungi biomedicinské implantaiy vivo. Pre-

devsim byla zkoumana schopnost nisinu zachovatosi @nnostin vivo, kdyZ je umisiny
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na implantatech v krevnich cévach, nebo v hornistach dychacich (tracheostomické
hadice, katetry z PVC). Jednotlivé zasdidimplantah a testovani probihalo na ponicich a
ovcich. Bylo zjiséno, Ze nisinova aktivita na danych implantatechahydrzena po dobu
delSi nez 5 hodin, ale kratSich nez 1 tyden intvdzrich katéfr umisenych v k&nich

Zilach ovci [47].

Budouci mozné upladni snmeiuje i do onkologické terapie. Jehginek zjistili
védci Univerzity v Michigenu, kde pracuji na vyzkurmpomalenii aplného zastaveni
spinocelularnich nadorv oblasti hlavy a krku. Zaklad G&ghu spdiva prakticky ve dvou
formach. Prvniasti je, Ze nisin dokaze zpomalit ktimou proliferaci, nebo buinou smrt
nadoru pomoci aktivace proteinu nazyvaného CHA®@&adorovych biikach. U druhého
zpasobu nisin psobi takovym tinkem, kdy vytvdi pory na membrannadorovych bugk,
které nasledhumoziuiji priliv vapniku a nasledného usmrceniikyr Nutno ale také zmi-

nit, Ze tento peptid neaktivuje zdravénky, ale jen ty Skodlivé [48, 49]. Na nasledujicim

snimkulze vidét pasobeni nisinu naist nadot.

mms rmuluu!mum: u.

Obrazek 8 Snimek srovnavajici velikost jednotlivyation: bez (nahe) a s
Gcinkem nisinu (dole). Uvedeno v publikaci: ,Commoad preservative may

slow, even stop tumor growthf49]
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Pouzitelnost nisinu v praxi

Urad pro kontrolu potravin adé& = FDA (Food and Drug Administration) je vliadni
agentura Spojenych siéamerickych zabyvajici se ne jenoniilg a potravinami, ale také
— kosmetikou, dopky stravy, vakcinacemi, zdravotnickymi priesiky aj. Pray tato agen-
tura, jez vznikla v roce 1906, nahlasila nisin jakaimikrobialni latku, kterou Ize vyuZzivat
v potravindském od¥tvi. Diky tomuto schvaleni ziskal nisin GRAS, ceZoznéeni pro
takové potraviny, které nejsou povazované za neegmro spdebitele. Veskeréifdat-
né latky dodavajici se do potravin musi projit gteérim FDA. Pokud neni schvalena od-
bornymi pracovniky Ustavu jako nezavadna, pak jhalrat jako potencialni latku ohro-

Zujici organismusloveka.

Pokud nisin je obsaZen v potravinach musi®pt nasledujici charakteristiky:

Prodluzovani trvanlivosti potravin;

Uginnost v Sirokém rozmezi pH;

UdrZovéni chuti potravin;

Potlatovani G+ bakterii v potravinach.

MnoZstvi nisinu v potravindch by neéhpiekratovat hodnoty 20 — 200 mg/ | roztoku.
Hodnota je odvisla od jednotlivych driulpotravin. V sodasnosti se ale také nisinem za-
byva Spolény vybor experimerit pro potravinégska aditiva (Joint Experiment Committee
on food Additives = JECFA), ktery vyhodnotifijtelny denni pijem nisinu od 0 — 33

jednotek/ kg &lesné hmotnosti.

Vybor odborniku z WHO v roce 1969 ozilanisin, jako vhodnou fidatnou latku do
potravin. Co se & EU nisin je schvélen jakaipada pouze do titych druhi potravin,

piicemz vzdy musi byt ozian na vysledném produktu pod ndzvem E 234 [50, 51].
Antimikrobialni latka bisin

Latka, ktera je chemicky velmi podobna nisinu seyma bisin. Timto peptidem
z&ina zcela nova studie na Univeézit Minesot. Pra¥ zde vypozoroval vyzkumny pra-
covnik Daniel O’ Sullivan z odteni potravinéskeé dy a vyzivy tento peptid, jeZz se zis-

kava jako vedlejSi produkt z bakterii vyskytujicish v tlustém #ew. Podstata vzniku



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

spaiiva diky bifidobakteriim, které pozbyvajasti DNA, jiz nepatebné ve své kulie.

Jednim zdchtocasti je uz zmigné lantibiotikum bisin [52].

Jeho znénou vyhodou oproti antimikrobialnim latkam rodu tlabiotik je v tom,
Ze dokazZe odstitavat grampozitivni bakterie typgt. Coli, Salmonela a ListeriécSowasna
studie spoiva v zjiSeni, zda niZze byt tato latka vyuzivana zejména jako konzarvaii-
sada v masnych, migych a vajeénych vyrobcich. Vzhledem k tomu, Ze bisin ma vel-
mi podobnou chemickou strukturu jako nisin, nebodeset dochazet k farmakologickym
zkouskam. Jako fpozere se vyskytujici peptid néedstavuje zdravotni rizika spojena
s negativnimi dopady na lidské zdraRbzadu nerstava ani jako antimikrobialni peptid
pro farmaceuticky gimysl. Vyuziti bisinu by mohlo vést jako variantdibiotik pro [&bu
bakterialnich infekci. Bvodem je znény antiadherentnidinek proti bakteriim, a tim ve-

douci k eliminaci, az tuplnému zabgan tvorke bakteridlnich infekci (MRSA) [53].

Nutny krok, aby se bisin mohl vyuZzivat v potravsikem a farmaceutickém tpr
myslu, spdiva ve vytvdeni peptidu v laboratornim prostli. JelikoZz negativem tohoto
konzervantu je v neschopnosti vyfeai bifidobakterii v jiném pro&di, nez ve #&tvech

organismu [52].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

35

. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

STANOVENI CiL U PRACE

Polymery jsou velmi vyuzivané slozky v negjr¢jSich odwtvich. Dokézaly nahradit
Sirokou Skalu zdravotnickych matefiat pomicky pro kontakt s tkani (injeki stikacky),
obalové materialy¢i implantaty. Nicméa i tyto materialy se potykaji s negativninasp-
benim bakterii, které mohou mit fatalni nasledky gmganismuslovéka. Proto se v dnesni
doke vytvari nejrizrejSi modifikace, které dokazi toto mikrobialni osini odstranit,

nebo alespdco nejvice eliminovat.
Na zéklad literarni reSerze byly stanoveny tyto cile v picié casti:
* Vytvoienim antimikrobialni polymerni matrice &iinou latkou nisin;

» Sledovani a zhodnoceni antimikrobialnihisspbeni této polymerni matrice u

jednotlivych druli bakterii Escherichia coli, Staphylococcus aurgus
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5 MATERIALY AMETODY
Pouzité materialy

Polymerni matrice byla t¥ena polyvinylalkoholem (PVA 8 — 88 od firmy Fluka —
Analytical, Ceské republika). PVA je jedinymiad vinylovych polymet, ktery je schopen
se rozpustit ve vad Jeho rozpustnost je zavisla na relativni moleké&lomotnosti a stupni
hydrolyzy. Cim je relativni molekulova hmotnosttgi, tim rozpustnost tohoto polymeru
slabne. Co se &g zavislosti PVA na teplét je pongrné termostabilni (f 140 °C jsou
jeho vlastnosti nezeémény). Az @i opakovanych hodnotach zéani (160 °C) se jeho
zabarveni rni na tma¥ hnédou. Pokud se k této tepsoprida i zvySeny tlak, pak je tvr-
dou latkou, kterou Ize obréb Uplatréni ziskal v pimyslu @i vyrobé folii, filma a obalo-

vin. Vzhledem k vniini stavié molekul ho Ize také vyuzit pro vyrobu syntetickydéken.
Zakladni parametry PVA 8 — 88 jsou vyobrazeny Jetigici tabulce 3. [54, 55].

Pripravky, vyuzité pro tvorbu antimikrobialni polynmématrice, byly nasleduijici:

* Nisin — 2,5 % denaturovana substance z Lactocaactis|(firma Sigma Al-
drich, Dansko)

» 37 % HCI (dodavatel IPL, Uhersky Brod)

« PVA 8 — 88 (vyrobce Fluka, Sigma Aldricfieska republika)

Tabulka 3 Z&kladni hodnoty PVA 8 — 88 pouzité migmerni matrici

Parametry Hodnoty [jednotka]
Molarni hmotnost 67 000 [hm %)]
Viskozita (4 % roztoku) 7—-9[mPa.s] /20 °C

Hydrolyza 86,7 — 88,7 [mol %]
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Priprava vzorka

Vytvoreni PVA filmu bylo provedeno vékolika nasledujicich krocich. V prvnim
kroku bylo navazeno na analytickych vahach mnozssinhu umisiné ve skletnych ka-

dinkadch o hmotnosti:

e 0,0025 g;
* 0,005 g;
* 0,008 g;

Coz odpovida koncentraci 0,5; 1a 1,6 hm % vztazenlomotu PVA.

Do jednotlivych navazek bylyiglany 2 ml ze zasobniho roztoku HCI (0,01 mol) a
nasleds doSlo k pefiltrovani ges injekni filtr. Timto krokem se zamezilo &istotam v
roztoku, jez by negativnovliviiovaly kon€né vysledky. K takto f@filtrovanym vzorkim
se gidalo 10 ml 5% roztoku PVA 8 — 88 za pomoci anakgch vah a cely objem se ne-
chal michat na mickiae 10 — 15 min. DalSim krokem bylo vloZeni rozmfglwd vzorki
do ultrazvukové 14z ktera ngla odstranit bublinky tviici se v roztoku (10 min). Po tom-
to procesu se dany vzorekepl do plastové Petriho misky. Ko&meou fazi bylo ulozeni

takto vzniklych vzork na 3 dny do inkubatoruigeplot 30 °C.

Takto vytvdaené vzorky poslouzily pro nasledny dihi test, ktery uiil, zda &in-

nost antimikrobiélni latky nisin, je vhodny pro zknané kmeny bakterii.
Pouzité bakterialni kmeny

Byly sledovéany dva druhy bakterialnich kniedednalo se o grampozitivni bakterie —

Staphylococcus aureasgramnegativni bakterieEscherichia coli.

Staphylococcus aureus

S. aureuge za&lenén do kmenestaphylococcusy medicinské praxi ho Ize také na-
zvat jako tzv. ,zlaty stafylokok®. Prvni zminka éto bakterii sah& do roku 1880, kde byl
nalezen Alexandrem Ogstonem v hnisajici ofg@reart pacienta [56]. | kdyz je znamo az
¢tyricet druhi Stafylokoka, mezi nejzavag8i patogeny pro lidsky organismus isali S.
epidermisa S.saprophyticalS. aureusJe grampozitivni bakterie, velikosti (0,1 um) a-tv

rem oznaujici kok. Je také fakultatignanaerobni, nepohyblivy, ktery nedokaze vigta
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spory. Pokud se tato bakterie nachazi g@ém povrchu, mize se vyskytovat samostatn

nebo ve dvojicich papv anomalnich shlucich [57].
* Antigenni struktura Staphylococcus aureus

Antigenni stavba této bakterie se sklad&kolika ¢asti. Bukéna stna bakterie je
tvorena z peptidoglykanu, kyseliny teichoové a proteini. Peptidoglykan obsahuje na
jednotlivych zbytcich N — acetylmuramovétetrapeptidyto molekuly jsou spojovany
vzdy pentaglycinovymi ristky. Nejpodstat¥jSi ¢asti antigenni dinnosti bakterie je poly-
sacharid — A. Na jeho sloZeni se podili grésichoové kyseliny. Jeho funkce $p@ v
adhezi na #&zi daného organismu. Posledni sloZzkou je protei, ktery je nejvyznamsi
bilkovinou. Je obsazen veétgineé bakterialnich kmein Jehocinnosti je schopnost reakce
s Fc — fragmentem imunoglobulinpricemz chrani bakteriiipd navazanim antimikrobial-
ni latky [58].

» PatogenitaStaphylococcus aureus

Vice nez 20% populace &a dokaze tuto bakteriiipnaset, aniz by organismu hro-
zilo nebezpé. Tento kmen dokaze di#splynout s &Zi ¢i sliznicemicélovéka. Nevytvéi
zadné nezadoucicimky do té doby, nez dojde ke Zn¢ (poruSe) odolnosti organismu.

V této chvili mize byt pondrné nebezpény pro Kizi i vnitini organy. Dokaze vytwat
zaretlivé onemocuni kize a orgath vedouci k sepsi organismu. Je také nezadouci
v potravindském ptimyslu, z divodu mozného vzniku otravy [58]. K otravam orgarism
dochazi, pokud hodnota koncentrace stafylokokatrapbéini od 16 az 10 / g. Samotna
otrava vznikd namnozenim bakterie s naslednym \gfoum vytva‘enych enterotoxiin
NejvetSi vyskyt byl nalezen v cukigkych vyrobcich, u nichz se inkuimd doba pohybuje v
rozmezi 1 — 6 hodiny [56, 59].

Jestlize dojde ke kontaktu bakterie seéteém, pak se Stafylokok dostava krevnim
reciStétm do nejtiznéjSich mist organismu. Tim vznikaji tzv. metastadigyogenni loziska,
kterd zapicinuji onemocsini typu — endokarditida, meningitida, absces jakéhw orgéa-

nu, ¢i osteomyelitidu [57].

S. aureuge jednim z nej#tSich hrozeb nozokomidlnich infekci. Jakiklad Ize uvést
Spojené staty americké, kde tvaz 500 000 nakaz u paciériiez ohledu na nemocmi

odcEleni. L&ba je pomdrné slozita jako i u dalSich bakterii Zivbdu rezistence na ATB
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(Penicilin, Oxacilin). NejastjSi I&ba spgiva v uzivani betalaktamovych, nebo makroli-
dovych (erytromycin) ATB. | kdyz dochazi k rezistena penicilin, jeho &inek Ize zvysit
kombinovaci s aminoglykosidy [56, 60].

* kultivace

Stafylokoky velmi doke rostou v rozmezi teplot 7 — 46 °C. Optimalni haigrziv-
né pidy by mely dosahovat pH 4,2 — 9,3. Na agarech doka#ittkalaté a hladké kolonie
se zabarvenim do Zluta. Jejidlstr mize zlepSovat takérppomnost soli v 10 — 15 % obsa-
hu. Pokud nemaiji ve svéipmnosti dostatsé mnozstvi kysliku, vyuZzivaji pro svou exis-
tenci glukézu. Jedna ségalevSim o organismy, které vyuzivaji ke svému zivtjanicke
latky [57, 61].

Escherichia coli

E. colije dolfe znama jako gramnegativni, fakultativemaerobni ginkovita bakte-
rie z¢elediEnterobacteriacead. ze konstatovat, Zze pravato bakterie ziskala prvenstvi ve
vypozorovani konjugace a také ve wm genetického material. colije produktivni ve
zkvaSovani sachaifd pricemz dokaze zarftomnosti dostatsného mnozstvi vody a phin
tvorit kyseliny typu — mléné, pyrohroznové, octové a mraverDiky této funkci Ize bak-
terii nachazet jako patogen v ngrgjSich potravinach, pdfpac ve vod. [58] Je take
nazyvana jako modelovy organismus, jelikoz byvaziyan viad fyziologickych, bio-

chemickych a genetickych vyzkumech [62].

Tento mikrob se vyzriaje velikosti od 1 — 3 um. Pod mikroskopem byvaoam
rovan v jednotlivém seskupeni, gope dvojicich za sebou. Jeho pohyb je uskidean

pomoci peritrichnich Bika [60].
» Patogenita

Jako podmi#na patogenni bakterie dokaze vybtdadu onemoani, i pes to, Ze
se kZn¢ nachazi v gastrointestinalnim trakiiovéka. Napomahaipdevsim syntéze vita-
mind a udrzuje celkovou rovnovahu mikroorganisue stevni sliznici. Pokud {sobi pa-

togenr, Ize roza@lovat gridruzené onemocni na dva typy [58, 62]:

« Extraintestinalni trakt — onemoc#éni maiovych cest, sepse organismu, infekce

ran, hnisaveé procesy.
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* Intestinalni trakt — infekce doprovazenéipmy. Toto pfijmové onemocEni byva

podmirgéno étyimi nasledujicimi typye. coli

o Enteropatogenni(EPEC) — znamarpdevSim u novorozeficjez postihuje epiteli-
alni ¢asti stev, coz ma negativni dopad na dehydrataci organithdospivajicich
a dosplych jedinai nedochazi k zadné infekci. S timto druhem onertcse
potykaji gredevSim v rozvojovych zemich, ovSem znamy jsou piiady v Evro-

W

pé&.

o Enterotoxigenni (ETEC) — tento drulkt. coli vyvolava problémy &em i dosp-
lym. F¥i vstupu do gastrointestinalniho traktu osidlujeki& stevo prostednictvim
proteinovych fimbrii. NejastjSi lokalizace ETEC je fiedevsim v tropickém pod-

nebi (Mexiko, Egypt).

o Enteroinvazivni (EIEC) — u tohotoprojevu infekce vykazuj&. coli stejny proces
patogenity jakd&higela Proces spiiva v zabudovani bakterie do irorganismu,

¢imz dochazi k jejich mnoZeni. Dokazi vyvolavat tyzentericky syndrom.

o Enterohemoragické(EHEC)—tento typE. coli pisobi patogennim produktem ve-
rotoxinem na svalovinu tlustéha'esta dti. Velké nebezp# spaiva v tzv. hemo-
ragické kolitic (krvacejici za#t tlusteho steva). S tim je spojen hemolyticko —
uremicky syndrom projevujici se poSkozovanim cdvisin ledvin. Infekce séas-

to spojuje s kontaminovanym masem.

Antibiotikum Ize &inné vyuZit pouze u enterobakterialnich onemmdén i prajmoveém
onemockni zpisobenémkE. coli nedochazi k efektivni é&¢ antibiotiky, dochazi vsak
pouze k nepatrnému zkraceni doby infekce. | kdyibenika dokazi porusit strukturu bak-
terie, narusuji rowt béZnou mikrofléru stev. Z nefasgji vyuzivanych ATB pro mimo-

strevni onemockni sefadi - ampicilin, cefalotin, ofloxacin, kotrimoxdzaj. [58].
» Kultivace

Enterobakterie osidluji mimo sliznicerest také ¥tSinu pid. Pokud jsou tyto bakte-
rie ziskavany z chorobnych matetiapak jejich mohou byt opouehy. V laboratornich
podminkéch wyistaji na obvyklych zivnychtaach, nebo na krevnim agaru zagmnosti
kysliku. Vytv&i tak méalo pravidelné struktury s hladkymi okrdjeplota vhodna k jejich
rustu se pohybuje od 10 — 46 °Gigemz optimum je 37 °C [61].
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Testovani antimikrobialnich viastnosti bakterie

* Sterilizace

Sterilizace je nedilnou séasti pracovniho postupu v labordbh, jelikoZz nize docha-
zet ke kontaminacim materialu a tim i k negativdimpadim na vyzkumnowast. Proto se
jednotlivé ponicky pred samotnodinnosti nechavajitauz chemickygi fyzikalné vysteri-
lizovat. Po patebné mechanick&ste je I1ze oznaovat jako ponicky sterilni (tj. material
bez osazeni mikroorganismyetrg spoér). Kazdy tento postup vyZadujegkalikahodino-
vou pipravu fed samotnym pouzitim.iPpraci s materialy typu Petriho misek, zkumavek
aj. nelze také opomenout, Z&lekitost se fiklada na jejich samotnou manipulaci. Jedna se
piedevsim o zakaz otevirani Petriho misek a zkumavieko flow box z divodu mozné

kontaminace (vzduch) odliSnymi mikroorganismy.

V této praci musely byt viSe uvedené pmky vysterilizovany pomoci autoklavu a
horkovzdusSnou sterilizaci za pozadovanych teplkiersné zkumavky a Petriho misky se
nechaly 2 h sterilizovatip170 °C. Latky Nutrient Broth a demy® prosly autoklavova-

cim procesemipteplog 150 — 160 °C po dobu 2 h.

* Ptiprava kolonie Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Pred samotnym testovanim byla ¥gpovana zcela nova kolonie Stafylokok&.acoli.

Napomocny tomu bylyiedes|é kolonie:
0 Staphylococcus aureusCCA 4516 (5x)Ceska sbirka mikroorganismBrno)
o Escherichia coli- CCM 4517 (6x)(eska sbirka mikroorganismBrno)

Poté se nechaly vzniklé kolonie inkubovat 1 d&ngplog 37 °C.

Principem tvorby nové bakterialni kolonie byla nustd¢iZzového rozatru. Na samot-
ném zaatku bylo nutno vysterilizovat 3 Kky plamenem (Zihani). Jedna z takto opracova-
nych klicek se pouzivd na odb pavodni kolonie, picemz do nové Petriho misky
S vytvarenym agarem se nanese bakterie v pddmlalné pecky. Naslednbyla vyuzita
druha sterilni kika pro rozér rovnolEZnychcar vychazejicich z vytwené pecky na agaru.
Treti klicka se také vyuzila na tvorbu dalSidr, které jsou kolmé nargdchozicary osa-
zené bakterii. Poslednim krokem bylo vyioi klikatécary prochazejici posledninsara-

mi, ze které byly odebrany bakterie pro testovf@brazek 9) Spravnost postupu se zjisti
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po denni inkubaci, kdy na jednotlivych nakultivayah ¢astech vznikaji noveé linie bakte-

rie.

Obrazek 9 Postupového rozru

* Priprava polymernich matric

Za pomaoci analytickych vah byla kazda koncentraggnperni matrice nasfena o

hmotnosti cca 0,2 g na tenké paskiedhé navazky Ize vitlv nasledujici Tabulce 4 a 5:

Tabulka 4 Navazky/psného mnoZzstvi polymerni matrice SA

Koncentrace nisinu 0,5 [hm. %)] 1 [hm. %] 1,6 [hm. %]
Navazka 1 [g] 0,2178 0,2080 0,2085
Navazka 2 [g] 0,2022 0,2085 0,2170

Navazka 3 [g] 0,2205 0,2246 0,2070
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Tabulka 5 Navazkypsného mnozstvi polymerni matrice E. Coli

Koncentrace nisinu 0,5 [hm. %)] 1 [hm. %)] 1,6 [hm. %]
Navazka 1 [g] 0,2181 0,2040 0,2263
Navazka 2 [g] 0,2144 0,2086 0,2086
Navazka 3 [g] 0,2078 0,2214 0,2091

¢ Diluéni test

Testy byly provadhy v prostedi bakterialni suspenze E10FU) obsahujici Nutri-
ent Broth (vyrobce Hi — Media, Mumbai), ke kterébmlo pfidano znamé mnoZzstvi poly-
merniho filmu. Tento systém byl nasl€dkultivovan po dobu 2 hipteplo& 37 °C. Po
kultivaci byly vzorky podrobeny desetinnémuieni (viz. Obrazekislo 10) az ke koncen-
traci 10’. Nasleds byla stanovena a vyptena hodnota CFU v danych vzorcich (Obrazek
10) po 24 h kultivaci. Vyp&tené hodnoty byly pozorovany se slepym pokusenmtégsys
scistym PVA).

- - 1 mi 1 mil 1 mi 1ml

10 mil

in

10t 1072 103 10 10

-~ 1 1 1 1

) e ] ) ]

Obrazek 10 Schéma ditiho testu
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci experimentalniasti byly zjiSény data, kterd maji prokazatianost antimi-
krobialni latky nisin, pitomné v polymerni matrici o jednotlivych koncemiich a zda jeho

a¢innost se vztahuje na G- a G+ bakterie.

V néasledujicim textu jsou prezentovany vysledkyeré&tje nutno chapat spiSe jako
predkézné. Pro blizSi osfeni ziskanych poznaikje nutno provést opakovana stanoveni,

které z¢asovych dvodi nebylo mozno zahrnout do této prace.
Zhodnoceni vysledi pomoci experimentalni rovnice

Tato rovnice ufuje efektivitu antibakterialni aktivity PVA filmu jednotlivych vzor-
ka [63]:

EAA= No— Ns

100[%] [2]
Pricemz:

* No — paet prezivSich bakterii ve vzorku betifpmnosti nisinu

* Ns — pd@et prezivSich bakterii siftomnosti nisinu

Vysledné poty EAA jsou vyobrazeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 6 Vypttena @innost EAA z rovnicé. 2 pro nizné koncentrace nisinu:

EAA [%] 0,5 hm. % 1hm. % 1,6 hm. %
SA 82 99 100
E. coll 59 56 62

Nasledujici rovnice se vyuziva jako matematicky eladiavajici experimentalni da-

ta [64] :

EAA=EAA .(1-e™)

[3]

*  EEAmnax— maximalni dinnost antimikrobialni latky nisin [%]
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* K - konstanta ¢inosti [g/ mg]
» EEA - &innost antibakterialni aktivity pouZzitych vzarkdo]
* ¢ —koncentrace nisinu [mg/ g]

Rovnice EEA udavadinnost antimikrobialni aktivity pouzitych vzoikktera se ma blizit
100%. Tato hodnota jaitkzita pro experimentalni praxi Ziebdu, jak velky porér nisinu

je nutno dodat do polymerni matrice, aby se celk@&u#nost blizila 100%.

U¢innost konstanty K jetdeZzitym faktorem pro weni, zda efektivita nisinu je pro jednot-
livé bakterie dostatma,ci nikoliv. Je zde uplatnitelné pravidlo, Zam vy3Si bude konstan-
ta, tim celkova &innost nisinu bude také&gi. Oproti tomu je i2jmé, zda bude konstanta
K niZ§i, i ®innost se snizuje. Efektivnost u G- a G+ bakteuidd proto #izna. Konstanta

K bude vzdy vySSi u grampozitivnich bakteritemz se Ize f@swdcit v nasledujici tabul-

ce:

Tabulka 7 Vypé&tené hodnoty EAAxa K z rovnice’. 3 pro testované kmeny bakterii

Bakterie EAAmax [%] K [9/ mg] R?
SA 100 0,7 0,998
E. Coli 59 0,2 0,996

Z nésledujici tabulky Ize &it, Ze &innost EAAL.x @ konstanta K bude pro grampozitivni
bakterii vysoka, kdezto efektivitakL colije tén€f o polovinu niZsi. Tim je patrné, Ze stej-
né mnoZstvi nisinu obsazeném v polymerni matribyteestejré efektivni. Proto je nutno
zvysit koncentraci nisinu pro bakteHi coli, aby EAAqax bylo co nejvice blizici se 100%.

Cili EAA max uréuje kolik nisinu je nutnoifidat aby efektivita byla co nejvy3si.
Grafické znazornéni experimentalnich dat

Pomoci experimentélni rovnice a zjiggch dat byly sestaveny grafy ozogci cel-

kovou (Einnost antimikrobialni latky nisin v jeho jednotfish hmotnostech:
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» Staphylococcus aureus

100
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20/
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EAA [%]

Obréazek 11 Procentualnfiinost nisinu na SA
Jak Ize vidt u nasledujiciho grafu, retaphylococcus aureyakozto grampozitivni bakte-
rii, nisin pasobi v koncentraci 1,6 hm. % se stoprocentirinosti. Se sniZujicim se pém
rem hmotnosti efektivita nisinu klesa. Jasnyiiklpdem tomu je koncentrace 0,5 hm. %,
kdy efektivita je 82 %.

* Escherichia coti

70

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

koncentrace nisinu [hm. %]

Obrazek 12 Procentualnfidnost nisinu na E. coli
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Oproti SA lIze zhodnotit, Ze¢innost nisinu je podstatmizsi. Z vyplyvajiciho grafu je
moZno pozorovat efetivitu, kterd se pohybuje v lmtéoch 60 %, coz je hodnota, kterd je az
0 40 % nizSi oproti &innosti na SA. U koncentrace 1,6 hm % gnaost nejvyssi a pohy-

buje se v hodnotach 62 %.
Princip U¢innosti nisinu

Na otazku pré je &innost nisinu ¥tSi u grampozitivnich bakterii a s nim hodnoty
rovnice — K a EEfax je zodpo¥zeno pedevSim z dvodu rozdilnosti bugnych sén
jednotlivych bakterii. Hlavnim faktorem je slag#im uspdadani buscné stny gramne-
gativnich bakterii oproti bakteriim grampozitivnim.

| kdyZz SA ma silgjSi buré¢nou stnu tva‘enou peptidoglykany, &akE. coli je pongrné

e

slozitjSi (tvarena podilem peptidoglykéra lipidosacharidy).

Oproti biZnym lanthibiotikim, které dokaZisobit u G+ bakterii na peptidoglykanyi-u
nek nisinu spéiva v narusovani cytoplazmatické membrany &lam vytvdeni poi pro

jeho snad#si proniknuti do biiky.

Jak bylo popsano v teoretickasti 4. 1., nisin funguje na principu rozpoznarptjmogly-
kanového prekurzoru lipidu (lipid 1). Tato antimdkiélni latka pomoci N — konce dokaze
reagovat s lipidem I, ktery nasletinytvaii pory na buscné stné. Poté bez problému
nisin pronik& do biiky bakterie. FicemZ dochazi k eliminaciipmu AMK a ionti. Timto
zpisobem niZe eliminovat rozmnozovani bakterii, nebo jejichékahubeni (Obrazek
13).

Nisin

. & Lipid I
0 ]
@ }%:\, /_j
- N7 N
/ﬁf& \/§J@£/J 5l
la : :/j‘
Extracellular Q
O :
W
Phospholipid
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O
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lc

Obrézek 13Winnost nisinu na G+ bakterie[65]
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V piipact Weinku nisinu na G- bakterie, neni mozné tento pos@nuseni membrany vyu-
Zit. Jev je pedevSim podmim vysSi odolnosti k permeabdibunécné membrany. U G-
bakterii se v§Si ¢ast vztahuje k cytoplazmatické membfén peptidoglykanoveé vrsty
Tato asymetricka membrana obsahuje v jejiminiit obalu glycerolfosfolipidy, ixemz
vngjSi membrana je twena lipopolysacharidovymi jednotkami. Ty jsouitay z lipidove
¢asti a komplexu heteropolysacharidu s aniontovybojgmn. Principem membrany je do-
sazenidsné vrstvy, jez je twe@na hydrofilnim povrchem. JelikoZz nebude takto ki§npo-
vrch propoustt hydrofobni latky, pak ani nisin jakoZto hydrofébmolekula nerdZze pro-
chazet do buttné struktury [66, 67].

| pres to vdneSni deébse vyskytuji spisy o nisinu, ktery dokaze interago
s chelatanimi ¢inidly (nap. kyselina etylendiamintetraoctova - EDTA) a timiggbuje
kvalitnj&i cinek proti G- bakteriim. #sobeni sp&iva v gilnuti EDTA na Md" nebo
Cd”, které jsou lokalizovany na b&mé membra#as To méa za nasledek destabilizace

membrany¢imz dojde k moznostifpstupu nisinu f&s peptidoglykan [68].
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ZAVER
Podstatou této bakdkké prace bylo blizSi seznameni s bakteriadlniml@sdim

polymernich povrchi a eliminaci nefiznivych dopad na lidské zdravi.

Osidlovani polymernich biomateridje zn&ny problém v oblasti zdravotnictvi.
Duvodem je dobra adherence bakterii shluknutych dabibfilmu, oproti bakteriim plank-
tonnim. Jak bylo uvedeno v teoretickésti, mozna odstr&ni jsou provasha pomoci
zmeén povrchovych energii bez vyuziti chemikalii, ingoraci antimikrobialnich latek do
polymeru, pop. zavadnim chemikalii na struktury daného materialu. | kdiosud neni
vytvoren material, ktery by na povrchu nebyl obsazovtdogemi, jsou vytvéeny materi-

aly, které se snazi adherenci &maeliminovat.

Mezi antimikrobialni latky, které jsou efektivni gir jednotlivym bakterialnim
kmemim, pati antibiotikum nisin. V této préci byla vyobrazeé&nnost nisinu pedevsim
v odwtvi potravindgském kde se vyziaje jako konzervant oztiavany pod nazvem E
234. Z toho dvodu bylo v experimentalriasti zjifovano, jakym zpisobem dokéze nisin
pusobit ve fornd (v jednotlivych koncentracich) polymerni matricejadnotlivé druhy G+
i G- bakterii.

Pomoci diléniho testu bylo zji&ho, Ze @zné koncentrace nisinu inkorporaci
v PVA filmu pasobi na bakterie (G+, G-) odliSnynditkem. Podstatou prace bylo nalézt
maximalni @&innost nisinu v co nejmensim dodavaném mnozstuief@yssi dinnosti l1ze
hovait u G+ bakterieStaphylococcus aureusgy mnoZzstvi 1,6 hm %. nisinu je doSifici
pro rozruSeni struktury této bakterie. Naopakscherichia colineni mozno vyuzit tuto

koncentraci z éivodu neefektivnostidinku (60 %).

Nevhodnost pouziti antimikrobialni latky nisin p@ bakterie je danoipdevsim
buréénou strukturou, jez se vyz&ige svou hydrofilnosti. JelikoZ nisin je hydrofoldéf-
kou nedokazeies bugcnou stnu prostupovat. V tomtorfpact je pak pro antimikrobialni

modifikaci polymeti vhodn& kombinace nisinu s ch@aiém ¢inidlem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

PLA Kyselina mlénéa

PGA Kyselina polyglykolova

PVC Polyvinylchlorid

PE Polyethylen

PP Polypropylen

PTFE Polytetrafluorethylen

PMMA Polymethylmetakrylat
PDMS Polydimethylsiloxan

PET Polyethylentereftalat

PC Polykarbonat

SEM Rastovaci elektronova mikroskopie
ATB Antibiotikum

JIP Jednotka intenzivni gé
CDC Centers for Disease Control
Ag Stiibro

ATP Adenosintrifosfat

AMK Aminokyselina

WHO  Swtova zdravotnicka organizace
DNA Deoxyribonukleova kyselina
NaCl Chlorid sodny

PVA Polyvinylalkohol

HCI Kyselina chlorovodikova
SA Staphylococcus aureus

G+ Gram pozitivni bakterie
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EPEC

ETEC

EIEC

EHEC

CFU

JECFA

Gram negativni bakterie
Enteropatogenritscherichia coli
EnterotoxigennEscherichia coli
EnteroinvazivnEscherichia coli
Enterohemoragick&scherichia coli
Patet bakterii tvdici kolonie

Joint Experiment Committee on food Additives
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