
 

Bakteriální osídlování polymerních povrchů 
 a jejich redukce 

 

Lucie Vyškovská 

 

  
Bakalářská práce 

2013  

  
 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  2 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  3 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  4 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  5 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  6 

 

ABSTRAKT 

Tato práce mapuje současný stav poznání problematiky bakteriálního osídlování polymer-

ních povrchů a metod vedoucích k redukci tohoto negativního jevu. V teoretické části prá-

ce jsou shrnuty základní informace týkající se využití polymerů ve zdravotnických aplika-

cích. Na základě dostupné literatury jsou dále popsány principy vlastního bakteriálního 

osídlování polymerních povrchů a metod vedoucích k jeho redukci.  Pozornost je také vě-

nována přírodnímu antibiotiku nisinu a jeho derivátům, které mají potenciál pro využití 

jako antimikrobiální aditiva některých polymerů. Experimentální část je věnována přípravě 

a testování antibakteriálních vlastností polyvinylalkoholových filmů modifikovaných pří-

rodním nisinem. Antibakteriální účinnost vzorků byla charakterizována proti Gram pozi-

tivním (Staphylococcus aureus) i Gram negativním (Escherichia coli) bakteriálním kme-

nům. Výsledky ukazují vysokou antibakteriální účinnost proti Staphylococcus aureus, za-

tímco růst Escherichia coli byl ovlivněn v menším rozsahu.  

Klíčová slova: nisin, antimikrobiální vlastnosti, polymer, biomateriál, bakteriální adheze   

   

ABSTRACT 

This thesis maps the current state of the art of bacterial colonization of polymer surfaces 

and methods reducing the occurrence of this negative phenomenon. The theoretical part 

summarises basic information concerning the medical use of polymers. Principles of bacte-

rial colonization of polymer surfaces and methods of their reduction are described later on 

based on the available literature. Attention is also paid to a naturally occurring antibiotic 

nisin and its derivatives that might be potentially used as antimicrobial additives of some 

polymers. Experimental part of this thesis is focused on preparation and testing antimicro-

bial properties of polyvinyl alcohol films modified by natural nisin. Both Gram positive 

(Staphylococcus aureus) and Gram negative (Escherichia coli) bacterial strains were uti-

lized to challenge the antimicrobial efficacy of the samples. The results show a high effec-

tiveness in case of Staphylococcus aureus whereas the growth of Escherichia coli bacteria 

was slightly influenced.  

Keywords: nisin, antimicrobial properties, polymer, biomaterial, bacterial adhesin 
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ÚVOD 

Masový rozvoj v oblasti syntézy polymerů a jejich aplikací nastal hlavně až ve 2. 

polovině 20. století. Polymery si však za poměrně krátkou dobu vydobyly nezastupitelné 

postavení v našem každodenním životě, kde jsou vyžívány ve významné míře v celé řadě 

odvětví. Důvodem toho jsou jejich dobré fyzikální i mechanické vlastnosti, dobrá zpraco-

vatelnost, dostupnost i cena ve srovnání s dřevem, sklem či kovy.   

Potravinářský průmysl anebo zdravotnictví jsou dnes již výrazně závislé na polymerech, 

jako na materiálové základně. V potravinářství hrají polymery významnou roli v oblasti 

obalů. Zdravotnictví by se dnes bez polymerních zdravotnických prostředků neobešlo.  

V průběhu praktického používání polymerních výrobků se však objevily negativa, které 

výrazně omezují využitelnost a přidanou hodnotu těchto materiálů. Jejich nevýhoda tkví 

v nízké rezistenci proti mikrobiální kolonizaci, které může mít za následek velké škody na 

zdraví uživatelů polymerních obalů či zdravotnických prostředků.  

Jednou z možností řešení tohoto problému je relevantní modifikace polymerních matric 

příslušnými biologicky aktivními přísadami (tzv. antimikrobiálními činidly), které omezí 

interakce mezi polymerním povrchem a mikroorganismy. 

Tato práce se zaměřuje na popis problematiky mikrobiálního osídlování polymerních po-

vrchů a antimikrobiální modifikace polymerů. Experimentální část se soustředí na ověření 

antibakteriální účinnosti nisinu jako modifikátoru polyvinylalkoholové matrice. Pro testo-

vání byli zvoleni zástupci jak Gram pozitivního (Staphylococcus aureus) i Gram negativ-

ního (Escherichia coli) bakteriálního kmene.  
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I.   TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYMERY V MEDICÍN Ě 

Polymer lze definovat jako velkou molekulu – makromolekulu, složenou z opakujících 

se jednotek, merů [1]. Existuje hned několik důvodů značného rozšíření polymerů. Prvním 

z nich je samotné ekonomické hledisko. Suroviny potřebné ke zhotovení polymerů jsou 

poměrně levné, jejich výroba tedy není příliš nákladná. Dalším aspektem jsou materiálové 

atributy, přičemž tyto látky vykazují velmi dobré elektroizolační vlastnosti a vysokou 

odolnost vůči korozi. Díky těmto poznatkům jsou schopny nahrazovat klasické materiály 

(keramika, sklo, porcelán, kůže, aj.) a tím řešit problematiku nových aplikací. Polymery 

mají nepochybně i své záporné vlastnosti. Jedná se především o zacházení s odpady, opra-

vy těchto materiálů, ale i použitelnosti, která je omezována teplotní a tvarovou deformova-

telností [2].  

Zpravidla bývají klasifikovány do třech základních skupin [3]: 

a) Termoplasty – výhodou tohoto druhu polymeru je především v jeho opakované ta-

vitelnosti. Se zvýšenou teplotou se roztaví a po ochlazení přechází do tuhého stavu. 

b)  Termosety – jsou silně síťované polymery, které bývají často nepoddajné a velmi 

pevné. Oproti termoplastům nemohou být opakovatelně taveny. 

c) Elastomery (kaučuky) – vykazují elastomerní vlastnosti. Působením síly dochází 

k jejich deformaci a následného navrácení do původního stavu. 

Polymery mohou být přírodní, ale také syntetické. Typickým příkladem přírodního po-

lymeru je celulóza, pryskyřice, nebo kaučuk. I když je jejich zastoupení v mnoha aplikacích 

potřebné, v současnosti se spíše využívají syntetické makromolekulární látky. Mohou vzni-

kat třemi následujícími způsoby [3,4]: 

• Polymerací – dochází k reakci monomerních jednotek na lineární nebo síťované 

polymery. Během tohoto děje nedochází ke vzniku vedlejších produktů, nýbrž ke 

vzniku polymeru. 

• Polykondenzací – dochází ke sloučení dvou odlišných monomerů (vznik kopoly-

meru) nebo pouze jednoho monomeru, přičemž vzniká produkt – homopolymer. Při 

této reakci dochází k odštěpování nízkomolekulárních látek (nejčastěji vody) za 

vzniku polykondenzátu. 
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• Polyadicí – dochází k reakci dvou odlišných monomerů, přičemž každý z nich ob-

sahuje alespoň dvě reaktivní skupiny. Zde nedochází k odštěpení vedlejšího pro-

duktu. Vzniklý polymer se nazývá polyadukt. 

Podle konfigurace v makromolekule se polymery dělí do tří základních skupin – li-

neární, rozvětvené, síťované (Obrázek 1). 

 

Obrázek 1 Schematické naznačení struktury lineární (a), rozvětvené (b) a zesíťo-

vané polymerní struktury 

Použití výrobků z polymerů je v dnešní době již neodmyslitelně spjato i se zdravotnic-

tvím, přičemž medicína klade značné požadavky na výrobky vytvořené z polymerů. Vůbec 

největší důraz se klade na takové materiály, které dlouhodobě přicházejí do kontaktu s krví. 

Podle Lymana, musí polymerní materiál využívaný pro medicinální praxi, splňovat násle-

dující vlastnosti [5]: 

• Maximální čistota; 

• Správné chemické, fyzikální a mechanické vlastnosti pro danou funkci; 

• Udržení vlastností i tvaru v průběhu sterilizace; 

• Nesmí docházet ke změnám jeho vlastností v dlouhodobém styku s biologickým 

prostředím; 

• Nesmí negativně působit na imunitní systém organismu (zánět, alergie); 

• Nesmí být karcinogenní; 

• Nesmí způsobovat ovlivňovat funkčnost krve (trombóza). 
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Nutno podotknout, že i přes snahu výzkumníků není možné všechny tyto kritéria u poly-

merních materiálů splnit. Přesto se určité typy polymerů blíží požadovaným parametrům. 

Polymerní biomateriály 

Biomateriál lze definovat jako jakýkoliv syntetický, či přírodní materiál, který lze 

využít k náhradě nebo obnově funkce postižené tkáně. Biomateriály se začaly vyrábět jako 

náhrada měkkých a tvrdých tkání, jež byly porušeny patologickým procesem. Jak bylo 

zmíněno, pro tyto materiály jsou kladeny značné požadavky. Hlavním kritériem se vyzna-

čuje jejich netoxičnost a biokompatibilita. Důvod, proč se využívají v odvětví medicíny a 

farmacie, je především v jejich vlastnostech – vytváří mechanickou podporu, elektrickou 

izolaci, biokompatibilitu a také přenos terapeutického léku. Proto se velké množství poly-

merů využívá v medicínských zařízeních u ortopedických, zubních a kardiovaskulárních 

implantátů. Bývají odvozovány od přírodních zdrojů (přírodní polymery a jejich deriváty) 

nebo ze syntetických organických procesů (syntetické polymery) [6]. 

Určité typy polymerních materiálů (jak přírodního, tak i syntetického původu) jsou 

navrženy tak, aby byly po určité době resorbovány organismem, do kterého byly implanto-

vány (např. chirurgické nitě). Odbouratelné materiály musí splňovat poměrně vysoké bio-

kompatibilní nároky. Jedním ze základních kritérií je vylučování toxických kontaminantů s 

postupným rozkladem polymeru, přičemž nesmí vyvolávat žádné reakce v lidském orga-

nismu. Popularita těchto biologicky rozložitelných materiálů se za posledních 25 let neu-

stále zvyšuje především v ortopedii a tkáňovém inženýrství [7]. 

V následujících části jsou popsány polymery, využívané v medicinální praxi. Ať už 

se jedná o polymer syntetický nebo přírodní, musí splňovat následující charakteristiky, kte-

ré také závisí na jejich aplikaci [8]: 

• povrchy musí mít takové vlastnosti, aby podporovali buněčnou adhezi, proliferaci a 

diferenciaci (v případě implantátů); 

• stabilitu popřípadě kontrolovatelnou rychlost degradace; 

• snadná zpracovatelnost do trojrozměrného tvaru; 

• dobré mechanické vlastnosti, schopné odolávat namáháním v daných aplikacích. 
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Syntetické polymery pro medicínské využití 

Syntetické makromolekulární sloučeniny se připravují z nízkomolekulárních látek. 

V současnosti nahrazují poměrně v rozsáhlém množství přírodní polymery z důvodu vlast-

ností, které nelze nacházet u materiálů přírodních. Ve většině případů jsou dostupné a lev-

né [4]. 

Z praktického hlediska se výroba polymerních medicínských materiálů vyznačuje 

těmito základními charakteristikami [9] : 

• zpracování se provádí lisováním, vytlačováním a máčením do potřebných tvarů a 

velikostí; 

• vyvolání co nejnižší imunitní odpovědi organismu; 

• lehká modifikovatelnost vlastností pro potřebnou aplikaci. 

Využitelnost těchto polymerů spočívá v široké škále medicínských aplikací, díky jejich 

biokompatibilitě a vhodným mechanickým vlastnostem [10]. Přesto nelze předpokládat, že 

se pro přípravu zdravotnických prostředků budou využívat všechny druhy syntetických 

polymerů (Tabulka 1). Principielně se mohou tyto polymery členit na dva typy [11, 12]: 

• degradabilní – lze také jako biologicky rozložitelné polymery. Tyto biomateriály 

jsou atraktivní díky jejich schopnosti rozkládat a vylučovat se (popř. vstřebávat) z 

organismu bez odstranění či chirurgické revize. Pokud dochází k tomuto ději, pak 

nesmí být odpadní produkt toxický pro organismus. Při vytváření těchto odboura-

telných materiálů je nutné dbát na základní kritéria spočívající v eliminaci zánětli-

vých reakcí a vhodné mechanické vlastnosti, pro jejich zamýšlené použití. Otázkou 

je, jak rychle dochází k rozkladu těchto materiálů. Mezi typické příklady biodegra-

dabilních materiálů patří kyselina mléčná (PLA) a kyselina polyglykolová (PGA). 

Všechny tyto částečně krystalické polymery jsou poměrně křehké a tuhé. Jejich ple-

tené vlákna dokáží vytvářet stehy. Právě z PLA a PGA byl vytvořen vůbec první 

odbouratelný syntetický steh. 

• nedegradabilní – vytváří mechanickou podporu pro tkáň. Typickými nedegrada-

bilními polymery jsou polymethylmetakrylát, polyuretan, polyethylen, polyethylen-

tereftalát, polysiloxany aj. Vyznačují se především vysokou molekulovou hmotností 

a mohou se označovat také jako bioinertní. Jednotlivé polymery mají využití 
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v jiných částech medicíny, z důvodu rozdílnosti mechanických vlastností. Tyto po-

lymery se často využívají k výrobě totálních endoprotéz kyčelního kloubu (polyme-

thylmetakrylát), ale mohou být také součásti cévních protéz ve formě povlaku (po-

lytetrafluorethylen). Široké využití mají především polysiloxany. Jejich výhoda 

spočívá ve vysoké chemické stabilitě a nereaktivnosti, uplatňují se proto v gelech, 

mazadlech a pěnách. 

Tabulka 1 Příklady syntetických polymerů využívaných v medicínské praxi: 

Polymer Využití 

Polyethylen (PE) 
trubice katetrů, netkané textílie, nádoby, obalo-

vý materiál, sondy 

Polypropylen (PP) 
obaly, šicí materiál, injekční stříkačky, obalový 

materiál, náhrady prsních článků 

Polytetrafluorethylen (PTFE) kanyly, katetry, povlak na stentech 

Polymethylmetakrylát (PMMA) 
kostní a zubní cement, nitrooční čočky, dentální 

výplně, krevní pumpy 

Polyvinylchlorid (PVC) 
krevní vaky, mimotělní krevní trubičky, rukavi-

ce 

Polydimethylsiloxan (PDMS) 
implantáty, katetry, umělé šlachy, umělé srdce, 

hadice 

Polyethylentereftalát (PET) umělé šlachy, vazy a cévy, chirurgické síťoviny 

Polycarbonát (PC) kontaktní čočky, injekční stříkačky 

Polyamid  krycí textilie, ochranné folie, šicí materiál 

Systémy na bázi vodorozpustných 

polymerů např. PVA, polyvinylpy-

rolidon, kys. Polyakrylová 

kostní štěpy, tmely, nosič léků, lepidla 
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Přírodní polymery pro medicínské využití 

Tyto polymery bývají často biologicky rozložitelné. Časový rozsah degradace je 

možný od několika týdnů až po měsíce, čemuž odpovídá jejich molekulární struktura. Mezi 

hlavní znaky úspěšné aplikace tohoto druhu polymerů se řadí především biokompatibilita a 

také zmiňovaná biologická rozložitelnost [8]. 

Přírodní polymery mají určité výhody oproti polymerům syntetickým. Jejich přednosti spo-

čívají ve schopnosti lepšího, přirozenějšího povrchu pro adhezi buněk. Mají větší schop-

nost podpory buněčné diferenciace. Nevýhodou přírodních polymerů je jejich snaha rychle 

se přetvořit v těle na produkty o nižší molekulové hmotnosti (příklady přírodních polymerů 

– Tabulka 2) [9]. 

Typickým přírodním polymerem v biomedicínských aplikacích (zejména v tkáňo-

vém inženýrství) je kolagen – polymer tvořený ze strukturní primární bílkoviny. Do podvě-

domí vědců se dostal pro jeho schopnost biokompatibility. I přes to lze říci, že kolagen 

může vyvolat imunogenní reakci organismu po implantaci [8]. Derivátem kolagenu je ate-

lokolagen, který se využívá v lékařství (krevní koagulační bavlněná tkanina, zubní, kostní 

výplňový materiál) a kosmetice. Atelokolagen je molekula kolagenu (kolagen I typu), kte-

rému byly pomocí pepsinu odštěpeny telopeptidy. Tento typ kolagenu se využívá jako no-

sič terapeutického léku díky jeho nízké imunogenicitě a dobré rozpustitelnosti ve vodě 

[13]. 

Tabulka 2 Přírodní polymery využívané v medicínských aplikacích: 

Polymer Využití 

Kolagen hojení ran 

Chitosan hojení ran, nosič léků 

Kyselina hyaluronová 
hojení ran bez vzniku jizev, hojení popálenin, 

léčba osteoartrózy 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  17 

 

2 BAKTERIÁLNÍ OSÍDLOVÁNÍ POVRCH Ů 

Bakterie jsou jedním z nejvíce přizpůsobivých organizmů na Zemi. Jsou schopny žít plak-

tonicky, nebo se seskupují do společenství, čímž vytváří tenkou vrstvu na pevných struktu-

rách. Existuje mnoho pohledů jak charakterizovat dané osídlování mikroorganismů [14]. 

Mezi biology se zpravidla setkáváme s názorem, že biofilm je „ aktivní biologická vrstva 

složená z mikroorganizmů (bakterií, řas, hub, prvoků, mnohobuněčných) a jejich extracelu-

lárních produktů, která je přichycena na povrchu nejrůznějších podkladů, které jsou v kon-

taktu s vodou…“ S vývojem vědní disciplíny se jednotlivé definice však neustále mění 

[15].  

Samotné prvopočátky mikrobiologie sahají již do dob druhé poloviny 17. století. 

Jedním z prvních vědců, který studoval mikroskopický život, byl Holanďan Antonie van 

Leewenhoek. Proslavil se sestavováním daných typů mikroskopů, jejichž prostřednictvím 

(roku 1684) zpozoroval seskupení mikroorganismů v zubním plaku. Dalším významným 

vědcem v oblasti mikrobiologie je považován Němec Robert Koch (1843 – 1910), jenž 

začal izolovat a studovat jednotlivé bakterie. Na základě tohoto poznatku úspěšně položil 

základy pro studium a léčbu mnoha závažných onemocnění. Jednalo se především o tuber-

kulózu a antrax, které byly v daném období považovány za největší hrozbu pro lidstvo. Na 

základě výjimečných poznatků obdržel Nobelovu cenu za fyziologii a medicínu v roce 

1905. Až v roce 1940 dokázali vědci H. Heukelekian a A. Heller popsat uspořádání bakte-

rií tak, jak v dnešní době označujeme biofilm. V pozdních desetiletích 20. století začala být 

studie biofilmů seriózní vědeckou činností [16]. 

Biofilm je velkým problémem jak pro průmyslové a přírodním odvětví, tak v medi-

cínských aplikacích. Pro bakterie jsou přirozeným vodním prostředím potoky, vodstva, 

odpadní vody a průmyslové organické odpady.  V těchto podmínkách biofilmy vytvářejí a 

způsobují problémy, ať už ve znečišťování povrchů, či korozí daných materiálů [14]. 

V průmyslu vytváří početné problémy ve znečišťování nejrůznějších povrchů, na nichž se 

tvoří. Příkladem usazování bakteriálního biofilmu, lze uvést problematiku související 

s odporem lodního trupu, na něž se řasy usazují. Odpor je způsoben tvořícím se biofilmem, 

který vytváří turbulenci protékající kapaliny a tím zužuje světlost potrubí.  Není ale prav-

dou, že biofilmy mají pouze záporné vlastnosti. V odvětví biotechnologie, čištění vod, či 

bioremediaci je naopak přítomnost biofilmů nezbytná [15].  
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V současné době se výzkumníci v odvětví biotechnologie zabývají bakteriemi jako 

producenty elektřiny. O výrobu elektrického proudu se snaží vědec Grant Burgess 

z Newcastle University. Zmíněný elektrický proud probíhá v bakteriálních palivových 

článcích, které lze označit jako tzv. bioelektrochemické systémy. Principem výroby elektři-

ny určitými druhy bakterií spočívá v biokatalytické oxidaci organických sloučenin.  Pokud 

se v těchto palivových článcích bude upravovat složení bakteriálních biofilmů, může dojít 

k významnému zvýšení produkce takto vzniklé elektřiny [17]. 

  Zcela samostatnou, podstatnou a v dnešní době nejvíce studovanou otázkou je vý-

skyt biofilmů v medicíně [15]. Hlavním problémem je osídlování bakterií na polymerních 

zdravotnických prostředcích zaváděných do lidského těla. Jedná se zvláště o kanyly, katét-

ry, cévky, kardiostimulátory, implantáty (kovové, plastové) aj. Ovšem biofilmy se nevysky-

tují jen na cizích tělesech aplikovaných do lidského těla, vhodné podmínky utvářejí také 

sliznice a výstelky dutin [14]. 

Mezi nejčastější bakterie, které dokáží vytvářet biofilmy, patří [18]: 

• Staphylococcus epidermidis, 

• Pseudomonas aeruginosa, 

• Escherichia coli, 

• Enterococcus faecalis, 

• Staphylococcus aureus. 

Je tedy možné se zabývat otázkou, proč
 jsou právě tyto biofilmy tak nebezpečné pro 

lidské zdraví. Jelikož jsou bakterie v biofilmu rezistentní vůči antibiotikům, dochází tím 

k problémům spojené s léčbou pacienta. Mohou tedy vytvářet chronické infekce krevního 

oběhu, záněty až sepse organismu. Při zkoumání jednotlivých struktur biofilmů nestačí 

pouze běžné optické mikroskopie, proto využíváme fyzikální a fyzikálně chemické metody. 

Například konfokální laserový mikroskop umožňuje snímat rastrovací technikou biofilm, 

čímž umožní jeho zobrazování sekcí a následné složení struktury. Snímáním lze také získat 

v časových sekvencích záznam o aktuálním stavu biofilmu [15].  

Charakteristika bakteriálního biofilmu 

Složení biofilmu může být tvořeno jedním, ale i více bakteriálních kmenů. Přesto 

četnější společenství bakterií je v přirozeném klimatu obvyklejší. Z této skutečnosti lze 

vysoudit, že právě tyto biofilmy mají složitější stavbu než biofilmy se zastoupením pouze 
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jediného bakteriálního druhu. Skladba bakteriálního biofilmu nezávisí pouze na dostupnos-

ti živin, ale důležitou úlohu sehrává také kyslík a vlastnosti okolního prostředí (pH, hydro-

dynamické síly aj.) Jeho skladba není homogenní, avšak je vytvářena velkým množstvím 

z agregátů a dutin. Vznikají spletité kanálky, jež jsou vzájemně propojovány. Bakterie tedy 

dokáží adherovat na daný povrch a tím vytvářet mikrokolonie biofilmu, vzniká tak houbo-

vitý, popř. kuželovitý tvar (viz. Obrázek 2) [19].  

 

Obrázek 2 Schématické znázornění komplexní struktury biofilmu, která umožňuje 

jeho šíření po povrchu a zajištění transportu nutrientu [20] 

Na následujícím obrázku lze vidět strukturu biofilmu, zobrazená metodou SEM. Jed-

notlivé snímky jsou pořízeny pod různým zvětšením. 

 

Obrázek 3 Detailní zachycení biofilmů pomocí skenovacího elektronového mikro-

skopu [21] 
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Struktury biofilmů závisí na fyzikálních (např. transport substrátu) a biologických 

faktorech (např. rychlost konverze substrátu). Tím lze předpokládat, že tvorba biofilmu 

závisí na interakci mezi transportem látek a procesy jejich konverze. Heterogenní a porézní 

strukturu bude mít takový biofilm, který je silně limitován difuzí. Oproti tomu kompaktní a 

homogenní biofilm bude takový, u něhož je hlavním znakem konverze substrátu. Jestliže 

se jedná o vyzrálý biofilm, pak jeho struktura bude heterogenní [15]. 

Jak bylo zmíněno, důležitým faktorem pro biofilm, je jeho samotná tloušťka. Její závislost 

se vztahuje na míře dostupnosti živin. Rozsah tloušťky se pohybuje v rozmezí od několika 

jednotek do stovek mikrometrů. K transportu živin napomáhá elektrický náboj, který je 

rozdílný u každé vrstvy biofilmu [19]. 

Bakteriální biofilm je elastický a v proudu tekutin se dokáže šířit po svém povrchu. Pokud 

je působení proudu kapaliny silné, pak se tento povrch dokáže rozšiřovat po podložkách a 

vyhledat dosud neobsazená místa. Jestliže ale pružnost nedokáže udržet pevnost daného 

biofilmu, dochází k částečnému odloučení. V případě dostatku živin, toto „vlnění“ na po-

vrchu zcela vymizí a objeví se až při jejich nedostatku. Tento jev je prokazatelný na 

glukóze, která byla zdrojem energie právě u daných biofilmů. Uvedená okolní tekutina tedy 

dokáže doručit důležité organické i anorganické látky a odvádět katabolity ven z bakteriál-

ního biofilmu [14]. 

S rychlostí proudění okolní kapaliny je spojena hustota bakteriálního biofilmu. Je možné 

tedy předpokládat, že pokud dochází k růstu biofilmu při vyšší rychlosti proudu kapaliny, 

pak bude strukturně hustší, oproti takovému, který roste při nižších rychlostech toku. Díky 

této podmínce lze konstatovat, že právě hustší biofilmy jsou lépe odolné k vyššímu smyko-

vému tření. Tento vztah je přisuzován následkem vyšší rychlosti toku proudění. Přesto zá-

pornou vlastností kompaktních biofilmů je především  nižší efektivní difuzivita. Důsledek 

nižší difuzivity spočívá právě v jeho heterogenitě. Nepochybně samotná difuzivita je velmi 

důležitá pro život mikroorganismů, z důvodu transportu živin mezi jednotlivými shluky 

buněk [15].  

Následky bakteriálního osídlení polymerních povrchů 

Bakterie, jež se vyskytují ve formě biofilmu, jsou poměrně velkou hrozbou pro lidské 

zdraví. Dokáží způsobovat celou řadu chronických onemocnění z důvodu jejich rezistence 

[15]. Vědci poukazují, že až 80 % infekcí v těle člověka jsou způsobeny právě bakteriemi 
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biofilmu oproti planktonickým bakteriím. Mikroorganismy se nacházejí na nejrůznějších 

površích polymerních materiálů v medicíně (centrální žilní katetr, mechanické srdeční 

chlopně, apod.) [22]. Nelze opomenout, že pokud se bakterie nacházejí ve formě biofilmu, 

mají zvýšenou virulenci. Nejenže dokáže bakteriím lépe adherovat na povrch materiálu, ale 

také má obranou funkci proti imunitnímu systému a rezistenci vůči antibiotikům (ATB) 

[15]. 

Na následujícím obrázku jsou vyobrazeny nejčastější typy patogenních bakterií působící na 

lidské tělo (Obrázek 4). 

  

Obrázek 4 Patogenní bakterie nacházející se v lidském těle [23] 

Tyto patogenní bakterie dokáží vytvářet různé druhy onemocnění. Mezi nejzávažnější řa-

díme [14, 15]: 
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a)  zánět endokardu 

b) cystická fibróza 

c) zánět pobřišnice 

d) zánět kostní dřeně 

e) zánět středního ucha 

Bakterie ve formě biofilmu bývají často spjaty s nozokomiálními infekcemi. Na zákla-

dě hrubých odhadů se předpokládá, že z 65 % jsou právě biofilmy zodpovědné za šíření 

nozokomiálních nákaz [24]. 

Negativa spojená s bakteriálním osídlováním 

Jak bylo zmíněno, nozokomiální nákazy jsou častým problémem v nemocničních 

zařízeních [22]. Ve vyspělých zemích je množství nakažených lidí 5-10 % při hospitalizaci. 

Pokud jsou pacienti na odděleních jednotek intenzivní péče (JIP) tyto procenta se zvyšují 

na 15-40 %. Pojem nozokomiální nákaza je chápána mnoha způsoby. Podle Centra pro 

kontrolu a prevenci nemocí (Centers for Disease Control and Prevention = CDC) je chápá-

na jako: „ Lokalizovaná reakce organismu na přítomnost infekčního původce nebo jeho 

toxinu, která nebyla přítomna v inkubační době v čase přijetí do nemocniční péče.“  Nej-

častější doba před vypuknutím bakteriální infekce bývá 48 hodin. Nicméně se v určitých 

případech posuzuje inkubační doba individuálně podle typu původce [24]. 

V dnešní době se vědci stále snaží zabránit tvorbě biofilmu a tím i nozokomiálním náka-

zám. Podle amerického článku výzkumný tým z Pasteurova institutu vytvořil molekulu na 

bázi složitého sacharidu, který má zabránit tvorbě aglomerátů biofilmů. Tento cukr byl 

aplikován do kultivačního média bakterie, jež vytváří zánětlivé onemocnění močových 

cest. Pokud byla aplikována na materiály – sklo, plasty, dokáže zabránit velkému množství 

patogenních bakterií [25]. Běžně se využívají i jiné metody zabraňující tvorbě bakterií. 

Typickým příkladem je dezinfekce a sterilizace. Dezinfekce využívá dezinfekčních pro-

středků, jež dokáží odstranit původce infekcí. Tyto účinné látky jsou závislé především na 

teplotě, koncentraci a době působení. Jestliže se využívá metody sterilizace, dochází 

k záhubě veškerých mikroorganismů vysokou teplotou v podobě vodní páry, či suchého 

horka [26]. 
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Rezistence bakterií vůči antibiotik ům 

I když ATB jsou vytvářeny živými organismy, jejich působení je zaměřeno přede-

vším na poškozování mikroorganismů. Dokáží porušovat syntézu buněčných stěn, cyto-

plazmatickou membránu, metabolismus nukleových kyselin, bílkovin aj. [27]. Tedy nejvý-

znamnější úlohou je poškození patogenních původců, přičemž nesmí být porušeny buňky 

lidského organismu [26]. Přesto určité druhy mikroorganismů mají antimikrobiální účinky. 

Jedná se především o houby, aktinomycety a bakterie [27]. Tato rezistence bakterií je zís-

kávána buďto přirozenou (primární) nebo získanou formou. Jestliže se jedná o primární 

rezistenci, pak tato bakterie nenese žádné zásahové místo pro ATB. Lze tedy říci, že tyto 

bakterie jsou rezistentní už před setkáním s daným typem antimikrobiální látky. Oproti 

tomu získaná rezistence vzniká na základě genetických přenosů, popř. důsledkem mutací. 

Díky tomuto faktoru dokáže být bakterie po určité době vzdorující pro původně zneškod-

ňující ATB [28]. 

Lze však konstatovat, že rezistence bakterií ve formě biofilmu je až tisícinásobně větší 

oproti bakteriím planktonickým [14]. Aby mohlo docházet k eliminaci zralého biofilmu, je 

potřeba dosáhnout mnohonásobně vyšší lokální koncentrace antibiotik, než je potřebné u 

profylaktického podávání ATB [15]. 

Fáze vývoje bakteriálního biofilmu 

Vývoj bakteriálního biofilmu lze rozdělit do pěti základních částí [14]: 

1) Atrakce – v této fázi dochází k přitahování plaktonických buněk k danému materiá-

lu z důvodu nedostatku živin. 

2) Adheze – přichytávání bakterií na organické látky pomocí adhezinů (aktivní mole-

kuly bílkovin, glykopeptidů, nebo polysacharidů), čímž následně dochází ke změně 

fenotypu. 

3) Primární biofilm  – na podkladu vzniká množení adherovaných buněk. Produkuje 

se polysacharid, který je až stokrát těžší než bakteriální buňky, jež ho produkují.  

4) Sekundární biofilm – z produkce polysacharidu vzniká matrix, který drží buňky 

pohromadě. Zde vzniká spleť kanálků a mikrokolonií. 
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5) Disperze – v posledním kroku probíhá odtrhávání a rozptýlení buněk bakterií 

z biofilmu, tyto bakterie se navrací zpět do plaktonického stavu. Jejich úloha spočí-

vá v další kolonizaci povrchů. 

Tento děj je vyobrazen na následujícím obrázku:  

 

Obrázek 5 Fáze vývoje bakteriálního biofilmu  
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3 REDUKCE BAKTERIÁLNÍHO OSÍDLOVÁNÍ 

Mikroorganismy jsou neustále vystavovány celou škálou nepříznivě působících fakto-

rů. Mezi nejčastější příčiny lze řadit již zmíněnou teplotu, záření, nedostatek živin a vody, 

popřípadě nevhodné pH. Lze konstatovat, že množství usmrcených buněk závisí jak na síle 

působení faktoru, tak na době jeho působení. I přes negativní vliv těchto faktorů nelze de-

finitivně ukončit adhezi bakterií na daném povrchu. [29]. 

Dosud nebyl vytvořen žádný materiál, který by zcela dokázal zabránit tvorbě biofilmů. 

Z tohoto důvodu je snahou modifikovat takový typ povrchu, který dokáže eliminovat ad-

hezi bakterií. Proto je nutné při tvorbě modifikovaného polymeru zohledňovat několik zá-

kladních kritérií [29, 30]: 

• vlastnosti polymeru (chemické, fyzikální); 

• výběr antimikrobiálního agens (toxicita, mikrobiální kontaminace, způsob aplikace, 

vlastnost činidla); 

• charakter prostředí (teplota, vliv záření, vliv pH).  

Podmínkou pro usmrcení mikrobů je nutnost působení nepříznivého faktoru. Pokud 

faktor působí na dané mikroby jen pozvolna, nejprve dochází ke snižování množení bakte-

rií, a jejich následnému odumírání. První fázi tohoto mechanismu lze označovat jako bak-

teriostázu, jedná se o vratný děj, uskutečňující se během působení chemických prostředků. 

Ve druhém stádiu naopak dochází k nevratnému ději, přičemž postupně odumírají mikroby 

konstantní rychlostí. Postupné odumírání těchto mikrobů se zpomaluje z důvodu aktivity 

odolnějších jedinců [29]. 

Způsob zabránění adheze 

Základní principy zabránění tvorby bakterií na povrchu polymeru, lze řadit do čtyř zá-

kladních kritérií: 

• změna volné povrchové energie bez použití chemikálií; 

• přímá depozice chemikálií na povrchu polymeru; 

• navázání chemikálií na povrch polymeru pomocí mediátoru; 

• přímá inkorporace antimikrobiálních látek do polymeru. 
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Změna volné povrchové energie bez použití chemikálií 

V této modifikaci se nevyužívá účinku žádné antimikrobiální látky, nýbrž dochází k 

pouhým transformacím polymerních povrchů. V tomto případě se jedná o změnu volné 

povrchové energie, která je podmíněna třemi základními veličinami – kontaktním úhlem, 

povrchovým napětím a hydrofobicitou/ hydrofilitou [15]. 

Hydrofilní substrát má poměrně značný vliv na přilnavost hydrofobních bakterií. 

Typickým hydrofilním povrchem je sklo a nerezavějící ocel, které mají vysokou volnou 

povrchovou energii. Rozdílný je u hydrofobní povrch, na který se adherují hydrofilní bakte-

rie, jehož volná povrchová energie je nízká. Rozsáhlé studie zabývající se povrchovými 

úpravami udávají, že právě jednou ze zásadních rolí pro snížení adheze bakterií je samotná 

hydrofobicita povrchu [30, 31]. 

Povrchovou energii lze analyzovat různými metodami. Vůbec nejčastějším typem je 

měření pomocí Youngovi rovnice [14]: 

                                                          θγγγ cos.ACABBC =−            [1] 

Přičemž konstantní úhel je dán výslednicí sil: BCγ je volná energie na rozhraní pevné a 

plynné fáze, ABγ označuje volnou energii na rozhraní pevné a kapalné fáze, ACγ rozraní 

plynné a kapalné fáze. Zde platí vztah – pokud je vysoká povrchová energie, pak konstant-

ní úhel spolu s povrchovým napětím je nízký (tzn. vodou smáčivý povrch), tímto znakem 

se bude tedy vyznačovat povrch hydrofilní. V opačném případě jde o vodou nesmáčivý – 

hydrofóbní povrch.  

Přímá depozice chemikálií na povrchu polymeru 

Tento princip je oproti zbylým metodám poměrně nenáročný a hojně se využívá 

v odvětví medicíny. V tomto mechanismu dochází k aplikaci antibakteriálního nátěru na 

zdravotnické povrchy. Principem tohoto produktu je eliminace bakterií s vyloučením plísní 

a řas. Lze tedy předpokládat, že se dá těmito antimikrobiálními vrstvami pokrýt celé zaří-

zení provozů (př. stěny, skříně, pracovní plochy) [32]. Základní složkou této disperce býva-

jí akrylové, pryskyřicové hmoty s přídavkem stříbra. Důvodem, proč se začalo stříbro vyu-

žívat poměrně v hojném počtu, je kladné působení na adhezi a růst bakterií danými funk-

cemi [33]: 
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• zabraňuje dělení buněk; 

• brání buněčnému mechanismu; 

• brání transportu výživných látek. 

Dokáže tedy zaopatřit povrch před 150 druhy bakterií, z něhož nejúčinněji (99 %) dokáže 

chránit před rody Staphylococcus aureus a Escherichia coli [33, 34]. 

 Značnou nevýhodou těchto nátěrových hmot je především v jejich krátkodobé účinnosti a 

rychlé vstřebatelnosti. Proto se  vědci snaží vytvořit takový materiál, jenž dokáže těmto 

nepříznivým vlivům zabránit. 

I. Hvízdalová publikovala práci pod názvem „Titosan – antimikrobiální povrch ke zlepšení 

hygieny v potravinářském průmyslu“, zveřejněnou v roce 2011, jejímž cílem bylo vytvořit 

pomocí nanotechnologie jiný druh antimikrobiálního polymerního nátěru. V tomto nátěru 

se vyskytuje složka oxidu titaničitého jako fotokatalyzátoru a polyaminosacharidu – chi-

tosanu. Značnou výhodou takto vzniklé disperze je nejen antimikrobiální účinek, ale také 

mechanické i chemické odolnosti, včetně dlouhodobé funkčnosti takto ošetřeného povrchu 

[32]. 

Navázání antimikrobiální sloučeniny na povrch polymeru pomocí mediá-

toru 

Pokud nedochází k navázání antimikrobiální látky na polymer, jako tomu bylo 

v předešlém případě, postupuje se metodou navázání, přičemž je nutno využívat mediátor. 

Mezi vhodný typ mediátoru se může řadit kyselina akrylová. Navázání antimikrobiální 

látky na povrch polymeru začíná v okamžiku, kdy proběhne aktivace povrchu pomocí 

vhodného mediátoru (např. kyselina akrylová). Poté dochází k naroubování řetězců kyseli-

ny na povrch polymeru. Tím vzniká hustá struktura polymerního kartáče, na nějž se dokáže 

připevnit pomocí karboxylové skupiny antimikrobiální látka, působící proti nežádoucím 

mikroorganismům [35, 36]. Tento děj je vyjádřen na následujícím obrázku. 
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Obrázek 6 Modifikace povrchu pomocí mediátoru  

Přímá inkorporace antimikrobiálních látek do polymeru 

Tento způsob modifikace je v současnosti poměrně často využíván. Polymerní ma-

trice bývají dvojího typu. Mohou vznikat z termoplastů, od nichž se zavádí název termo-

plastické matrice, nebo jsou vytvářeny z reaktoplastů, nesoucí pojmenování matrice reak-

toplastové. Mezi nejčastější polymery pro tvorbu termoplastických polymerních matric se 

řadí polyamidy, polyethyleny, polypropyleny, polykarbonáty, styren – akrylonitril acetáty a 

další. Mezi reaktoplasty jsou řazeny různé typy pryskyřic (polyesterové, epoxidové, mela-

ninové a siloxylové). Princip této modifikace spočívá v zabudování antimikrobiálních pří-

sad do objemu polymeru [37]. 

Mezi nejčastější zakomponovaná aditiva v polymeru se řadí stříbro (Ag). Elementár-

ní stříbro respektive stříbrné ionty jsou velmi dobře známé v medicíně, odvětví preventivní 

a léčebné péče. Vyznačují se poměrně vysokou toxicitou proti mikroorganismům, ale také 

zdravotní nezávadností pro organismus člověka. Lze tedy konstatovat, že tento druh suro-

viny má ochrannou funkci jak na vnější, tak na vnitřní straně povrchu polymeru [38]. 

V nedávných studiích bylo zjištěno, že inhibiční účinek proti bakteriálním kmenům mají 

nanočástice stříbra, díky svému vysokému specifickému povrchu. Tímto znakem dokáží 

daleko lépe zvýšit efektivitu bakteriocidního a fungicidního účinku. Příkladem může být 

silná antibakteriální aktivita kompozitu tvořeného z polymerní matrice a právě vestavěných 
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nanočástic bromidu stříbra. Účinek nanočástic se projevil vhodným působením proti gram-

pozitivním (G+), tak i gramnegativním (G-) bakteriím. Poměrně často jsou užívány, jako 

součást stehů při šití ran. Díky jejich inhibičnímu účinku dochází k eliminaci možné infek-

ce ran [39]. 

Antimikrobiální látky v polymerní matrici nemusí být nutně pouze sloučeniny Ag, 

ale mohou být uvedeny také další alternativy. Aditiva bývají tvořena jak organickými tak 

anorganickými sloučeninami. Pokud v antimikrobiální látce se nacházejí anorganické slou-

čeniny, zahrnují kovové biocidy, u nichž je typickým příkladem kromě stříbra také zinek. 

Mezi organické složky se pak řadí chitosan, fenolové sloučeniny, alkoholy, aminy, mine-

rální sloučeniny (ionty kovů, oxidů) aj. [30, 40]. 
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4 ANTIMIKROBIÁLNÍ LÁTKY NA BÁZI NISINU 

V této kapitole je řešena problematika týkající se nisinu jako antimikrobiální látky vy-

užívající se především v potravinářském průmyslu. Přesto novými studiemi lze brát 

v potaz, že využití tohoto peptidu bude i jako antimikrobiální činidlo na polymerních povr-

ších popř. pro léčbu tumorů. V dalších částech kapitoly jsou vyobrazeny podobné struktury 

využívající se jako antimikrobiální látky. 

Nisin 

Nisin je znám poměrně krátkou dobu. Nicméně za tento čas je jeden z nejvíce probá-

daných bakteriocinů. Právě díky jeho vlastnostem je využíván ve více než padesáti zemích 

světa. Za první badatele, kteří odhalili existenci této látky, jsou považováni Whitehead a 

Riddet (roku 1933) [41]. Z potravinářského hlediska je tato látka velice potřebným a uži-

tečným antibiotikem. Producentem vzniklé směsi polypeptidů jsou mléčné bakterie rodu 

Streptococcus lactis [42]. Složení nisinu bylo zjištěno pomocí metody papírové chromato-

grafie, přičemž se zjistilo, že je tvořen 34 opakujícími se aminokyselinovými zbytky (gly-

cin, alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, lysin, kyselinou asparagovou, histidin, methio-

nin a serin). Veškeré aminokyseliny jsou uspořádány do pěti cyklických struktur, propoje-

ných thioetherovými můstky (viz. Obrázek 7) [41, 43]. 

 

    Obrázek 7 Struktura nisinu  
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Hlavní využití tohoto peptidu se uplatňuje u konzervace mléčných potravin, kde do-

vede potlačovat reprodukci klostridií. Osvědčil se také v inhibici rozvoje řady grampozi-

tivních bakterií. Mezi tyto bakterie patří především Bacillus, Clostridium a Listerie [44]. 

Výjimkou může být takový případ, kdy dochází k jeho smísení spolu s chelatačním čini-

dlem. Zde nedochází pouze k odstranění grampozitivních bakterií, ale také bakterií gram-

negativních. V případě spór a účinku nisinu proti nim výsledek není příliš dobrý. Je vědec-

ky prokázáno, že působením zvýšené teploty na dané spóry, dochází k jejich poškození a 

v tomto okamžiku účinek nisinu výrazně stoupá. Neúčinný je tedy pouze u kvasinek a plís-

ní [43]. 

Mechanismus účinku proti mikroorganismům spočívá v narušování cytoplazmatické mem-

brány, vpravením účinných molekul nisinu. Tímto krokem dochází k vytváření pórů, čímž 

se mění propustnost cytoplazmatické membrány. Následně se elimininuje příjem aminoky-

selin (AMK), vylučují se z příslušné buňky metabolity, adenosintrifosfát (ATP) a také ion-

ty. Konečným stádiem je buněčná smrt bakterií [45]. 

Z hlediska vzhledu je bílým krystalickým práškem, dobře rozpustným ve vodných 

okyselených roztocích, chloroformu a etanolu. Je také poměrně dobrou termostabilní lát-

kou. Lze ho zahřívat do 95 °C. Pokud dochází k jeho zpracování, jeho nejvhodnější hodno-

ta pH se pohybuje od 2 – 4 [41]. 

Pokud se tento druh bakteriocinu bude nacházet v potravinových produktech, pak 

musí být označován podle nařízení komise evropské unie pod názvem E 234 [46]. 

Účinek nisinu v medicíně 

V současné době se tento druh antibiotika nevyužívá pouze v odvětví potravinář-

ském, ale začal se poměrně v hojném množství využívat i pro medicínské aplikace. 

Předchozí výzkumy prokázaly, že antimikrobiální peptidy jako nisin může adsorbovat na 

povrchu polymeru a ještě si udržet dostatečnou aktivitu pro potlačení patogenních bakterií. 

Právě proto vznikají nové preklinické studie zabývající se nisinem jež dokáže tvořit jakousi 

oporu pro implantabilní materiály, a tím eliminovat nežádoucí účinky spojené s infekcemi 

v organismu. Výzkumníci zkoumali aplikační techniky nisinu in vitro, aby našli metodu, 

která je nejvíce efektivní a praktická pro použití na biomedicínské implantáty in vivo. Pře-

devším byla zkoumána schopnost nisinu zachovat si svou činnost in vivo, když je umístěný 
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na implantátech v krevních cévách, nebo v horních cestách dýchacích (tracheostomické 

hadice, katetry z PVC). Jednotlivé zavádění implantátů a testování probíhalo na ponících a 

ovcích. Bylo zjištěno, že nisinová aktivita na daných implantátech byla udržena po dobu 

delší než 5 hodin, ale kratších než 1 týden intravenózních katétrů umístěných v krčních 

žilách ovcí [47]. 

Budoucí možné uplatnění směřuje i do onkologické terapie. Jeho účinek zjistili 

vědci Univerzity v Michigenu, kde pracují na výzkumu zpomalení, či úplného zastavení 

spinocelulárních nádorů v oblasti hlavy a krku. Základ úspěchu spočívá prakticky ve dvou 

formách. První částí je, že nisin dokáže zpomalit buněčnou proliferaci, nebo buněčnou smrt 

nádoru pomocí aktivace proteinu nazývaného CHAC1 v nádorových buňkách. U druhého 

způsobu nisin působí takovým účinkem, kdy vytvoří póry na membráně nádorových buněk, 

které následně umožňují příliv vápníku a následného usmrcení buňky. Nutno ale také zmí-

nit, že tento peptid neaktivuje zdravé buňky, ale jen ty škodlivé [48, 49]. Na následujícím 

snímku lze vidět působení nisinu na růst nádorů. 

 

           

Obrázek 8 Snímek srovnávající velikost jednotlivých nádorů bez (nahoře) a s 

účinkem nisinu (dole). Uvedeno v publikaci: „Common food preservative may 

slow, even stop tumor growth“. [49] 
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Použitelnost nisinu v praxi 

Úřad pro kontrolu potravin a léčiv = FDA (Food and Drug Administration) je vládní 

agentura Spojených států amerických zabývající se ne jenom léčivy a potravinami, ale také 

– kosmetikou, doplňky stravy, vakcinacemi, zdravotnickými prostředky aj. Právě tato agen-

tura, jež vznikla v roce 1906, nahlásila nisin jako antimikrobiální látku, kterou lze využívat 

v potravinářském odvětví. Díky tomuto schválení získal nisin GRAS, což je označení pro 

takové potraviny, které nejsou považované za nebezpečné pro spotřebitele. Veškeré přídat-

né látky dodávající se do potravin musí projít schválením FDA. Pokud není schválena od-

bornými pracovníky ústavu jako nezávadná, pak jí nutno brát jako potenciální látku ohro-

žující organismus člověka. 

Pokud nisin je obsažen v potravinách musí splňovat následující charakteristiky: 

• Prodlužování trvanlivosti potravin; 

• Účinnost v širokém rozmezí pH; 

• Udržování chuti potravin; 

• Potlačování G+ bakterií v potravinách. 

Množství nisinu v potravinách by neměl překračovat hodnoty 20 – 200 mg/ l roztoku. 

Hodnota je odvislá od jednotlivých druhů potravin. V současnosti se ale také nisinem za-

bývá Společný výbor experimentů pro potravinářská aditiva (Joint Experiment Committee 

on food Additives = JECFA), který vyhodnotil přijatelný denní příjem nisinu od 0 – 33 

jednotek/ kg tělesné hmotnosti. 

Výbor odborníku z WHO v roce 1969 označili nisin, jako vhodnou přídatnou látku do 

potravin. Co se týče EU nisin je schválen jako přísada pouze do určitých druhů potravin, 

přičemž vždy musí být označen na výsledném produktu pod názvem E 234 [50, 51]. 

Antimikrobiální látka bisin 

 Látka, která je chemicky velmi podobná nisinu se nazývá bisin. Tímto peptidem 

začíná zcela nová studie na Univerzitě v Minesotě. Právě zde vypozoroval výzkumný pra-

covník Daniel O´Sullivan z oddělení potravinářské vědy a výživy tento peptid, jež se zís-

kává jako vedlejší produkt z bakterií vyskytujících se v tlustém střevě. Podstata vzniku 
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spočívá díky bifidobakteriím, které pozbývají části DNA, již nepotřebné ve své kultuře. 

Jedním z těchto částí je už zmíněné lantibiotikum bisin [52]. 

 Jeho značnou výhodou oproti antimikrobiálním látkám rodu lanthibiotik je v tom, 

že dokáže odstraňovat grampozitivní bakterie typu E. Coli, Salmonela a Listeria. Současná 

studie spočívá v zjištění, zda může být tato látka využívána zejména jako konzervační pří-

sada v masných, mléčných a vaječných výrobcích. Vzhledem k tomu, že bisin má vel-

mi podobnou chemickou strukturu jako nisin, nebude muset docházet k farmakologickým 

zkouškám. Jako přirozeně se vyskytující peptid nepředstavuje zdravotní rizika spojená 

s negativními dopady na lidské zdraví. Pozadu nezůstává ani jako antimikrobiální peptid 

pro farmaceutický průmysl. Využití bisinu by mohlo vést jako varianta antibiotik pro léčbu 

bakteriálních infekcí. Důvodem je značný antiadherentní účinek proti bakteriím, a tím ve-

doucí k eliminaci, až úplnému zabránění tvorbě bakteriálních infekcí (MRSA) [53]. 

Nutný krok, aby se bisin mohl využívat v potravinářském a farmaceutickém prů-

myslu, spočívá ve vytvoření peptidu v laboratorním prostředí. Jelikož negativem tohoto 

konzervantu je v neschopnosti vytvoření bifidobakterií v jiném prostředí, než ve střevech 

organismu [52]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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STANOVENÍ CÍL Ů PRÁCE 

Polymery jsou velmi využívané složky v nejrůznějších odvětvích. Dokázaly nahradit 

širokou škálu zdravotnických materiálů – pomůcky pro kontakt s tkání (injekční stříkačky), 

obalové materiály, či implantáty. Nicméně i tyto materiály se potýkají s  negativním půso-

bením bakterií, které mohou mít fatální následky pro organismus člověka. Proto se v dnešní 

době vytváří nejrůznější modifikace, které dokáží toto mikrobiální osídlování odstranit, 

nebo alespoň co nejvíce eliminovat. 

Na základě literární rešerže byly stanoveny tyto cíle v praktické části: 

• Vytvořením antimikrobiální polymerní matrice s účinnou látkou nisin;  

• Sledování a zhodnocení antimikrobiálního působení této polymerní matrice u 

jednotlivých druhů bakterií (Escherichia coli, Staphylococcus aureus). 
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5 MATERIÁLY A METODY 

Použité materiály 

Polymerní matrice byla tvořena polyvinylalkoholem (PVA 8 – 88 od firmy Fluka – 

Analytical, Česká republika). PVA je jediným z řad vinylových polymerů, který je schopen 

se rozpustit ve vodě. Jeho rozpustnost je závislá na relativní molekulové hmotnosti a stupni 

hydrolýzy. Čím je relativní molekulová hmotnost větší, tím rozpustnost tohoto polymeru 

slábne. Co se týče závislosti PVA na teplotě, je poměrně termostabilní (při 140 °C jsou 

jeho vlastnosti nezměněny). Až při opakovaných hodnotách zahřívání (160 °C) se jeho 

zabarvení mění na tmavě hnědou. Pokud se k této teplotě přidá i zvýšený tlak, pak je tvr-

dou látkou, kterou lze obrábět. Uplatnění získal v průmyslu při výrobě folií, filmů a obalo-

vin. Vzhledem k vnitřní stavbě molekul ho lze také využít pro výrobu syntetických vláken. 

Základní parametry PVA 8 – 88 jsou vyobrazeny v následující tabulce 3. [54, 55]. 

Přípravky, využité pro tvorbu antimikrobiální polymerní matrice, byly následující: 

• Nisin – 2,5 % denaturovaná substance z Lactococcuslactis (firma Sigma Al-

drich, Dánsko)  

• 37 % HCl (dodavatel IPL, Uherský Brod) 

• PVA 8 – 88 (výrobce Fluka, Sigma Aldrich, Česká republika) 

 

Tabulka 3 Základní hodnoty PVA 8 – 88 použité pro polymerní matrici 

Parametry Hodnoty [jednotka] 

Molární hmotnost 67 000 [hm %] 

Viskozita (4 % roztoku) 7 – 9 [mPa.s] / 20 °C 

Hydrolýza 86,7 – 88,7 [mol %] 
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Příprava vzorků 

Vytvoření PVA filmu bylo provedeno v několika následujících krocích. V prvním 

kroku bylo naváženo na analytických vahách množství nisinu umístěné ve skleněných ká-

dinkách o hmotnosti:  

• 0,0025 g; 

• 0,005 g; 

• 0,008 g; 

Což odpovídá koncentraci 0,5; 1a 1,6 hm % vztaženo na hmotu PVA. 

Do jednotlivých navážek byly přidány 2 ml ze zásobního roztoku HCl (0,01 mol) a 

následně došlo k přefiltrování přes injekční filtr. Tímto krokem se zamezilo nečistotám v 

roztoku, jež by negativně ovlivňovaly konečné výsledky. K takto přefiltrovaným vzorkům 

se přidalo 10 ml 5% roztoku PVA 8 – 88 za pomocí analytických vah a celý objem se ne-

chal míchat na míchačce 10 – 15 min. Dalším krokem bylo vložení rozmíchaných vzorků 

do ultrazvukové lázně, která měla odstranit bublinky tvořící se v roztoku (10 min). Po tom-

to procesu se daný vzorek přelil do plastové Petriho misky. Konečnou fází bylo uložení 

takto vzniklých vzorků na 3 dny do inkubátoru při teplotě 30 °C. 

 Takto vytvořené vzorky posloužily pro následný diluční test, který určil, zda účin-

nost antimikrobiální látky nisin, je vhodný pro zkoumané kmeny bakterií. 

Použité bakteriální kmeny 

Byly sledovány dva druhy bakteriálních kmenů. Jednalo se o grampozitivní bakterie – 

Staphylococcus aureus a gramnegativní bakterie – Escherichia coli.  

Staphylococcus aureus 

S. aureus je začleněn do kmene Staphylococcus. V medicínské praxi ho lze také na-

zvat jako tzv. „zlatý stafylokok“. První zmínka o této bakterii sahá do roku 1880, kde byl 

nalezen Alexandrem Ogstonem v hnisající operační ráně pacienta [56]. I když je známo až 

čtyřicet druhů Stafylokoka, mezi nejzávažnější patogeny pro lidský organismus se řadí S. 

epidermis a S.saprophytical. S. aureus. Je grampozitivní bakterie, velikostí (0,1 µm) a tva-

rem označující kok. Je také fakultativně anaerobní, nepohyblivý, který nedokáže vytvářet 
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spory.  Pokud se tato bakterie nachází na určitém povrchu, může se vyskytovat samostatně 

nebo ve dvojicích popř. v anomálních shlucích [57]. 

• Antigenní struktura Staphylococcus aureus 

Antigenní stavba této bakterie se skládá z několika částí. Buněčná stěna bakterie je 

tvořena z peptidoglykanu, kyseliny teichoové a proteinu - A. Peptidoglykan obsahuje na 

jednotlivých zbytcích N – acetylmuramovétetrapeptidy. Tyto molekuly jsou spojovány 

vždy pentaglycinovými můstky. Nejpodstatnější částí antigenní účinnosti bakterie je poly-

sacharid – A. Na jeho složení se podílí právě teichoové kyseliny. Jeho funkce spočívá v 

adhezi na kůži daného organismu. Poslední složkou je protein – A, který je nejvýznamnější 

bílkovinou. Je obsažen ve většině bakteriálních kmenů. Jeho činností je schopnost reakce 

s Fc – fragmentem imunoglobulinů, přičemž chrání bakterii před navázáním antimikrobiál-

ní látky [58]. 

• Patogenita Staphylococcus aureus 

Více než 20% populace světa dokáže tuto bakterii přenášet, aniž by organismu hro-

zilo nebezpečí. Tento kmen dokáže dobře splynout s kůží či sliznicemi člověka. Nevytváří 

žádné nežádoucí účinky do té doby, než dojde ke změně (poruše) odolnosti organismu. 

V této chvíli může být poměrně nebezpečný pro kůži i vnitřní orgány. Dokáže vytvářet 

zánětlivé onemocnění kůže a orgánů vedoucí k sepsi organismu. Je také nežádoucí 

v potravinářském průmyslu, z důvodu možného vzniku otravy [58]. K otravám organismu 

dochází, pokud hodnota koncentrace stafylokoka v potravě činí od 105 až 107 / g. Samotná 

otrava vzniká namnožením bakterie s následným vypouštěním vytvořených enterotoxinů. 

Největší výskyt byl nalezen v cukrářských výrobcích, u nichž se inkubační doba pohybuje v 

rozmezí 1 – 6 hodiny [56, 59]. 

 Jestliže dojde ke kontaktu bakterie se zánětem, pak se Stafylokok dostává krevním 

řečištěm do nejrůznějších míst organismu. Tím vznikají tzv. metastatická pyogenní ložiska, 

která zapříčiňují onemocnění typu – endokarditida, meningitida, absces jakéhokoliv orgá-

nu, či osteomyelitidu [57]. 

S. aureus je jedním z největších hrozeb nozokomiálních infekcí. Jako příklad lze uvést 

Spojené státy americké, kde tvoří až 500 000 nákaz u pacientů bez ohledu na nemocniční 

oddělení. Léčba je poměrně složitá jako i u dalších bakterií z důvodu rezistence na ATB 
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(Penicilin, Oxacilin). Nejčastější léčba spočívá v užívání betalaktamových, nebo makroli-

dových (erytromycin) ATB. I když dochází k rezistenci na penicilin, jeho účinek lze zvýšit 

kombinovací s aminoglykosidy [56, 60]. 

• kultivace 

Stafylokoky velmi dobře rostou v rozmezí teplot 7 – 46 °C. Optimální hodnoty živ-

né půdy by měly dosahovat pH 4,2 – 9,3. Na agarech dokáží tvořit kulaté a hladké kolonie 

se zabarvením do žluta. Jejich růst může zlepšovat také přítomnost soli v 10 – 15 % obsa-

hu. Pokud nemají ve své přítomnosti dostatečné množství kyslíku, využívají pro svou exis-

tenci glukózu. Jedná se především o organismy, které využívají ke svému životu organické 

látky [57, 61]. 

Escherichia coli 

E. coli je dobře známá jako gramnegativní, fakultativně anaerobní tyčinkovitá bakte-

rie z čeledi Enterobacteriaceae. Lze konstatovat, že právě tato bakterie získala prvenství ve 

vypozorování konjugace a také ve výměně genetického materiálu. E. coli je produktivní ve 

zkvašování sacharidů, přičemž dokáže za přítomnosti dostatečného množství vody a plynů 

tvořit kyseliny typu – mléčné, pyrohroznové, octové a mravenčí. Díky této funkci lze bak-

terii nacházet jako patogen v nejrůznějších potravinách, popřípadě ve vodě. [58] Je také 

nazývána jako modelový organismus, jelikož bývá využíván v řadě fyziologických, bio-

chemických a genetických výzkumech [62]. 

 Tento mikrob se vyznačuje velikostí od 1 – 3 µm. Pod mikroskopem bývá vypozo-

rován v jednotlivém seskupení, popř. ve dvojicích za sebou. Jeho pohyb je uskutečňován 

pomocí peritrichních bičíků [60]. 

• Patogenita 

Jako podmíněná patogenní bakterie dokáže vytvářet řadu onemocnění, i přes to, že 

se běžně nachází v gastrointestinálním traktu člověka. Napomáhá především syntéze vita-

mínů a udržuje celkovou rovnováhu mikroorganismů ve střevní sliznici. Pokud působí pa-

togenně, lze rozdělovat přidružené onemocnění na dva typy [58, 62]: 

• Extraintestinální trakt  – onemocnění močových cest, sepse organismu, infekce 

ran, hnisavé procesy. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  41 

 

• Intestinální trakt  – infekce doprovázené průjmy. Toto průjmové onemocnění bývá 

podmíněno čtyřmi následujícími typy E. coli: 

o Enteropatogenní (EPEC) – známá především u novorozenců, jež postihuje epiteli-

ální části střev, což má negativní dopad na dehydrataci organismu. U dospívajících 

a dospělých jedinců nedochází k žádné infekci. S tímto druhem onemocnění se 

potýkají především v rozvojových zemích, ovšem známy jsou také případy v Evro-

pě.  

o Enterotoxigenní (ETEC) – tento druh E. coli vyvolává problémy dětem i dospě-

lým. Při vstupu do gastrointestinálního traktu osidluje tenké střevo prostřednictvím 

proteinových fimbrií. Nejčastější lokalizace ETEC je především v tropickém pod-

nebí (Mexiko, Egypt). 

o Enteroinvazivní (EIEC) – u tohoto projevu infekce vykazuje E. coli stejný proces 

patogenity jako Shigela. Proces spočívá v zabudování bakterie do buněk organismu, 

čímž dochází k jejich množení. Dokáží vyvolávat tzv. dyzenterický syndrom. 

o Enterohemoragické (EHEC) – tento typ E. coli působí patogenním produktem ve-

rotoxinem na svalovinu tlustého střeva dětí. Velké nebezpečí spočívá v tzv. hemo-

ragické kolitidě (krvácející zánět tlustého střeva). S tím je spojen hemolyticko – 

uremický syndrom projevující se poškozováním cévních stěn ledvin. Infekce se čas-

to spojuje s kontaminovaným masem. 

Antibiotikum lze účinně využít pouze u enterobakteriálních onemocnění. Při průjmovém 

onemocnění způsobeném E. coli nedochází k efektivní léčbě antibiotiky, dochází však 

pouze k nepatrnému zkrácení doby infekce. I když antibiotika dokáží porušit strukturu bak-

terie, narušují rovněž běžnou mikroflóru střev. Z nejčastěji využívaných ATB pro mimo-

střevní onemocnění se řadí  - ampicilin, cefalotin, ofloxacin, kotrimoxazol aj. [58]. 

• Kultivace 

Enterobakterie osídlují mimo sliznice střev také většinu půd. Pokud jsou tyto bakte-

rie získávány z chorobných materiálů, pak jejich mohou být opouzdřeny. V laboratorních 

podmínkách vyrůstají na obvyklých živných půdách, nebo na krevním agaru za přítomnosti 

kyslíku. Vytváří tak málo pravidelné struktury s hladkými okraji. Teplota vhodná k jejich 

růstu se pohybuje od 10 – 46 °C, přičemž optimum je 37 °C [61]. 
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Testování antimikrobiálních vlastností bakterie 

• Sterilizace 

Sterilizace je nedílnou součástí pracovního postupu v laboratořích, jelikož může dochá-

zet ke kontaminacím materiálu a tím i k negativním dopadům na výzkumnou část. Proto se 

jednotlivé pomůcky před samotnou činností nechávají ať už chemicky, či fyzikálně vysteri-

lizovat. Po potřebné mechanické očistě je lze označovat jako pomůcky sterilní (tj. materiál 

bez osázení mikroorganismy, včetně spór). Každý tento postup vyžaduje několikahodino-

vou přípravu před samotným použitím. Při práci s materiály typu Petriho misek, zkumavek 

aj. nelze také opomenout, že důležitost se přikládá na jejich samotnou manipulaci. Jedná se 

především o zákaz otevírání Petriho misek a zkumavek mimo flow box z důvodu možné 

kontaminace (vzduch) odlišnými mikroorganismy.  

V této práci musely být víše uvedené pomůcky vysterilizovány pomocí autoklávu a 

horkovzdušnou sterilizací za požadovaných teplot. Skleněné zkumavky a Petriho misky se 

nechaly 2 h sterilizovat při 170 °C. Látky Nutrient Broth a demiH2O prošly autoklávova-

cím procesem při teplotě 150 – 160 °C po dobu 2 h. 

• Příprava kolonie Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

Před samotným testováním byla vypěstována zcela nová kolonie Stafylokoka a E. coli. 

Nápomocny tomu byly předešlé kolonie: 

o Staphylococcus aureus – CCA 4516 (5x) (Česká sbírka mikroorganismů, Brno) 

o Escherichia coli – CCM 4517 (6x) (Česká sbírka mikroorganismů, Brno) 

Poté se nechaly vzniklé kolonie inkubovat 1 den při teplotě 37 °C. 

Principem tvorby nové bakteriální kolonie byla metoda křížového roztěru. Na samot-

ném začátku bylo nutno vysterilizovat 3 kličky plamenem (žíhání). Jedna z takto opracova-

ných kliček se používá na odběr původní kolonie, přičemž do nové Petriho misky 

s vytvořeným agarem se nanese bakterie v podobě oválné pecky. Následně byla využita 

druhá sterilní klička pro roztěr rovnoběžných čar vycházejících z vytvořené pecky na agaru. 

Třetí klička se také využila na tvorbu dalších čar, které jsou kolmé na předchozí čáry osá-

zené bakterií. Posledním krokem bylo vytvoření klikaté čáry procházející posledními čara-

mi, ze které byly odebrány bakterie pro testování. (Obrázek 9) Správnost postupu se zjistí 
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po denní inkubaci, kdy na jednotlivých  nakultivovaných částech vznikají nové linie bakte-

rie. 

   

  Obrázek 9 Postup křížového roztěru 

 

• Příprava polymerních matric 

Za pomocí analytických vah byla každá koncentrace polymerní matrice nastřižena o 

hmotnosti cca 0,2 g na tenké pásky. Přesné navážky lze vidět v následující Tabulce 4 a 5: 

Tabulka 4 Navážky přesného množství polymerní matrice SA 

Koncentrace nisinu 0,5 [hm. %] 1 [hm. %] 1,6 [hm. %] 

Navážka 1 [g] 0,2178 0,2080 0,2085 

Navážka 2 [g] 0,2022 0,2085 0,2170 

Navážka 3 [g] 0,2205 0,2246 0,2070 
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Tabulka 5 Navážky přesného množství polymerní matrice E. Coli 

Koncentrace nisinu 0,5 [hm. %] 1 [hm. %] 1,6 [hm. %] 

Navážka 1 [g] 0,2181 0,2040 0,2263 

Navážka 2 [g] 0,2144 0,2086 0,2086 

Navážka 3 [g] 0,2078 0,2214 0,2091 

 

• Diluční test 

Testy byly prováděny v prostředí bakteriální suspenze (108 CFU) obsahující Nutri-

ent Broth (výrobce Hi – Media, Mumbai), ke kterému bylo přidáno známé množství poly-

merního filmu. Tento systém byl následně kultivován po dobu 2 h při teplotě 37 °C. Po 

kultivaci byly vzorky podrobeny desetinnému měření (viz. Obrázek číslo 10) až ke koncen-

traci 10-7. Následně byla stanovena a vypočtena hodnota CFU v daných vzorcích (Obrázek 

10) po 24 h kultivaci. Vypočtené hodnoty byly pozorovány se slepým pokusem (systém 

s čistým PVA). 

 

Obrázek 10 Schéma dilučního testu  
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Pomocí experimentální části byly zjištěny data, která mají prokázat účinnost antimi-

krobiální látky nisin, přítomné v polymerní matrici o jednotlivých koncentracích a zda jeho 

účinnost se vztahuje na G- a G+ bakterie. 

V následujícím textu jsou prezentovány výsledky, které je nutno chápat spíše jako 

předběžné. Pro bližší ověření získaných poznatků je nutno provést opakovaná stanovení, 

které z časových důvodů nebylo možno zahrnout do této práce. 

Zhodnocení výsledků pomocí experimentální rovnice 

Tato rovnice určuje efektivitu antibakteriální aktivity PVA filmu u jednotlivých vzor-

ků [63]: 

                                                   100.
No

NsNo
EAA

−= [%]      [2] 

Přičemž:  

• No – počet přeživších bakterií ve vzorku bez přítomnosti nisinu 

• Ns – počet přeživších bakterií s přítomností nisinu 

Výsledné počty EAA jsou vyobrazeny v následující tabulce: 

      Tabulka 6 Vypočtená účinnost EAA z rovnice č. 2 pro různé koncentrace nisinu: 

EAA [%] 0,5 hm. % 1 hm. % 1,6 hm. % 

SA 82 99 100 

E. coli 59 56 62 

 

Následující rovnice se využívá jako matematický model udávající experimentální da-

ta [64] : 

                            )1.(max
kceEAAEAA −−=                               [3] 

Přičemž:  

• EEAmax – maximální účinnost antimikrobiální látky nisin [%] 
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• K – konstanta účinosti [g/ mg] 

• EEA – účinnost antibakteriální aktivity použitých vzorků [%] 

• c – koncentrace nisinu  [mg/ g] 

Rovnice EEA udává účinnost antimikrobiální aktivity použitých vzorků, která se má blížit 

100%. Tato hodnota je důležitá pro experimentální praxi z důvodu, jak velký poměr nisinu 

je nutno dodat do polymerní matrice, aby se celková účinnost blížila 100%.  

Účinnost konstanty K je důležitým faktorem pro určení, zda efektivita nisinu je pro jednot-

livé bakterie dostatečná, či nikoliv. Je zde uplatnitelné pravidlo, že čím vyšší bude konstan-

ta, tím celková účinnost nisinu bude také větší. Oproti tomu je zřejmé, zda bude konstanta 

K nižší, i účinnost se snižuje. Efektivnost u G- a G+ bakterií bude proto různá. Konstanta 

K bude vždy vyšší u grampozitivních bakterií, o čemž se lze přesvědčit v následující tabul-

ce: 

Tabulka 7 Vypočtené hodnoty EAAmax a K z rovnice č. 3 pro testované kmeny bakterií 

Bakterie EAAmax [%] K [g/ mg] R2 

SA 100 0,7 0,998 

E. Coli 59 0,2 0,996 

 

Z následující tabulky lze určit, že účinnost EAAmax a konstanta K bude pro grampozitivní 

bakterii vysoká, kdežto efektivita u E. coli je téměř o polovinu nižší. Tím je patrné, že stej-

né množství nisinu obsaženém v polymerní matrici nebylo stejně efektivní. Proto je nutno 

zvýšit koncentraci nisinu pro bakterii E. coli, aby EAAmax bylo co nejvíce blížící se 100%. 

Čili EAA max určuje kolik nisinu je nutno přidat aby efektivita byla co nejvyšší. 

Grafické znázornění experimentálních dat 

Pomocí experimentální rovnice a zjištěných dat byly sestaveny grafy označující cel-

kovou účinnost antimikrobiální látky nisin v jeho jednotlivých hmotnostech: 
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• Staphylococcus aureus: 

 

           Obrázek 11 Procentuální účinnost nisinu na SA 

Jak lze vidět u následujícího grafu, na Staphylococcus aureus jakožto grampozitivní bakte-

rii, nisin působí v koncentraci 1,6 hm. % se stoprocentní účinností. Se snižujícím se pomě-

rem hmotnosti efektivita nisinu klesá. Jasným příkladem tomu je koncentrace 0,5 hm. %, 

kdy efektivita je 82 %. 

• Escherichia coli: 

 

          Obrázek 12 Procentuální účinnost nisinu na E. coli 
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Oproti SA lze zhodnotit, že účinnost nisinu  je podstatně nižší. Z vyplývajícího grafu je 

možno pozorovat efetivitu, která se pohybuje v hodnotách 60 %, což je hodnota, která je až 

o 40 % nižší oproti účinnosti na SA. U koncentrace 1,6 hm % je účinnost nejvyšší a pohy-

buje se v hodnotách 62 %.  

Princip účinnosti nisinu 

 Na otázku proč je účinnost nisinu větší u grampozitivních bakterií a s ním hodnoty 

rovnice – K a EEAmax, je zodpovězeno především z důvodu rozdílnosti buněčných stěn 

jednotlivých bakterií. Hlavním faktorem je složitějším uspořádání buněčné stěny gramne-

gativních bakterií oproti bakteriím grampozitivním. 

 I když SA má silnější buněčnou stěnu tvořenou peptidoglykany, stěna E. coli je poměrně 

složitější (tvořena podílem peptidoglykanů a  lipidosacharidy).  

Oproti běžným lanthibiotikům, které dokáží působit u G+ bakterií na peptidoglykany, úči-

nek nisinu spočívá v narušování cytoplazmatické membrány za účelem vytvoření pórů pro 

jeho snadnější proniknutí do buňky. 

Jak bylo popsáno v teoretické části 4. 1., nisin funguje na principu rozpoznání peptidogly-

kanového prekurzoru lipidu (lipid I). Tato antimikrobiální látka pomocí N – konce dokáže 

reagovat s lipidem II, který následně vytváří póry na buněčné stěně. Poté bez problému 

nisin proniká do buňky bakterie. Přičemž dochází k eliminaci příjmu AMK a iontů. Tímto 

způsobem může eliminovat rozmnožování bakterií, nebo jejich plné zahubení (Obrázek 

13). 

 

Obrázek 13Účinnost nisinu na G+ bakterie[65] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  49 

 

V případě účinku nisinu na G- bakterie, není možné tento postup narušení membrány vyu-

žít. Jev je především podmíněn vyšší odolností k permeabilitě buněčné membrány. U G- 

bakterií se vnější část vztahuje k cytoplazmatické membráně a peptidoglykanové vrstvě. 

Tato asymetrická membrána obsahuje v jejím vnitřním obalu glycerolfosfolipidy, přičemž 

vnější membrána je tvořena lipopolysacharidovými jednotkami. Ty jsou tvořeny z lipidové 

části a komplexu heteropolysacharidu s aniontovým nábojem. Principem membrány je do-

sažení těsné vrstvy, jež je tvořena hydrofilním povrchem. Jelikož nebude takto vzniklý po-

vrch propouštět hydrofobní látky, pak ani nisin jakožto hydrofobní molekula nemůže pro-

cházet do buněčné struktury [66, 67]. 

 I přes to v dnešní době se vyskytují spisy o nisinu, který dokáže interagovat 

s chelatačními činidly (např. kyselina etylendiamintetraoctová - EDTA) a tím způsobuje 

kvalitnější účinek proti G- bakteriím. Působení spočívá v přilnutí EDTA na Mg2+ nebo 

Ca2+, které jsou lokalizovány na buněčné membráně.  To má za následek destabilizace 

membrány, čímž dojde k možnosti přestupu nisinu přes peptidoglykan [68]. 
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ZÁVĚR 

Podstatou této bakalářské práce bylo bližší seznámení s bakteriálním osídlováním 

polymerních povrchů a eliminaci nepříznivých dopadů na lidské zdraví. 

Osídlování polymerních biomateriálů je značný problém v oblasti zdravotnictví. 

Důvodem je dobrá adherence bakterií shluknutých do tzv. biofilmu, oproti bakteriím plank-

tonním. Jak bylo uvedeno v teoretické části, možná odstranění jsou prováděna pomocí 

změn povrchových energií bez využití chemikálií, inkorporací antimikrobiálních látek do 

polymeru, popř. zaváděním chemikálií na struktury daného materiálu. I když dosud není 

vytvořen materiál, který by na povrchu nebyl obsazován bakteriemi, jsou vytvořeny materi-

ály, které se snaží adherenci značně eliminovat.  

Mezi antimikrobiální látky, které jsou efektivní proti jednotlivým bakteriálním 

kmenům, patří antibiotikum nisin. V této práci byla vyobrazena účinnost nisinu především 

v odvětví potravinářském kde se vyznačuje jako konzervant označovaný pod názvem E 

234. Z toho důvodu bylo v experimentální části zjišťováno, jakým způsobem dokáže nisin 

působit ve formě (v jednotlivých koncentracích) polymerní matrice na jednotlivé druhy G+ 

i G- bakterií.  

Pomocí dilučního testu bylo zjištěno, že různé koncentrace nisinu inkorporací 

v PVA filmu působí na bakterie (G+, G-) odlišným účinkem. Podstatou práce bylo nalézt 

maximální účinnost nisinu v co nejmenším dodávaném množství. O nejvyšší účinnosti lze 

hovořit u G+ bakterie Staphylococcus aureus, kdy množství 1,6 hm %. nisinu je dostačující 

pro rozrušení struktury této bakterie. Naopak u Escherichia coli není možno využít tuto 

koncentraci z důvodu neefektivnosti účinku (60 %). 

Nevhodnost použití antimikrobiální látky nisin pro G- bakterie je dáno především 

buněčnou strukturou, jež se vyznačuje svou hydrofilností. Jelikož nisin je hydrofobní lát-

kou nedokáže přes buněčnou stěnu prostupovat. V tomto případě je pak pro antimikrobiální 

modifikaci polymerů vhodná kombinace nisinu s chelačním činidlem. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOL Ů A ZKRATEK 

PLA 

PGA 

PVC 

PE 

PP 

PTFE 

PMMA 

PDMS 

PET 

PC 

SEM 

 Kyselina mléčná 

Kyselina polyglykolová 

Polyvinylchlorid 

Polyethylen 

Polypropylen 

Polytetrafluorethylen 

Polymethylmetakrylát 

Polydimethylsiloxan 

Polyethylentereftalát 

Polykarbonát 

Rastovací elektronová mikroskopie 

ATB  Antibiotikum 

JIP 

CDC 

 Jednotka intenzivní péče 

Centers for Disease Control 

Ag 

ATP 

AMK 

WHO 

DNA 

NaCl 

PVA 

HCl 

SA 

G+ 

 Stříbro 

Adenosintrifosfát 

Aminokyselina 

Světová zdravotnická organizace 

Deoxyribonukleová kyselina 

Chlorid sodný 

Polyvinylalkohol 

Kyselina chlorovodíková 

Staphylococcus aureus 

Gram pozitivní bakterie 
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G- 

EPEC 

ETEC 

EIEC 

EHEC 

CFU 

JECFA 

Gram negativní bakterie 

Enteropatogenní Escherichia coli 

Enterotoxigenní Escherichia coli 

Enteroinvazivní Escherichia coli 
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