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ABSTRAKT

Antimikrobialni aktivita latek je jednim z klicovych parametr determinujicich jejich vyuziti
v fadé primyslovych, biotechnologickych ¢i biomedicinskych aplikaci. VétSina antibakteri-
alnich testd je pfitom designovana jako ¢asové limitovany test jedné koncentrace latek, coz
nepostihuje dynamiku vyvoje vztahu mezi mikroorganismy a pfislusnym materialem. Mi-
kroorganismy pfitom vykazuji vysokou miru pfizplisobivosti napt. pomoci mutaci. V teore-
tické Casti diplomové prace jsou shrnuty antimikrobidlni polymerni systémy, jejich vlast-
nosti a mechanismy pusobeni, informace o bakteriich a biofilmu, a také je zde uveden pte-
hled metod pouzivanych pii testovani antimikrobialni aktivity latek. V experimentalni ¢asti
je zkoumana antimikrobidlni aktivita riznych latek pomoci diskové diftizni metody. Pro tes-
tovani byly pouzity bakterie E. coli a S. aureus. Déle byla provedena série testll s cilem
vyvinout opakovatelny postup ptipravy experimentalniho usporadani a modifikovat tak me-
todu testovani interakce mikroorganismus / material / latka v dynamickych podminkach za-
hrnujici gradient testované latky s antimikrobidlnim potencidlem v del$im ¢asovém rozmezi.
V préci jsou také shrnuty vysledky mikrobidlniho vyvoje a adaptace na testované latky, coz

bylo sledovano na pfipraveném experimentalnim zatizeni.

Kli¢ova slova:

Polymer, antimikrobidlni polymer, antimikrobialni aktivita, bakterie, biofilm.



ABSTRACT

Antimicrobial activity of substances is one of the key parameters determining their use in
many industrial, biotechnological or biomedical applications. Most antibacterial tests are
designed as time-limited tests of a single concentration of substances, which does not affect
the dynamics of the relationship between the microorganisms and the material. Microorgan-
isms exhibit a high degree of adaptability, for example thanks to the mutations. Antimicro-
bial polymer systems, their properties, and mechanisms of action, information about bacteria
and biofilm are summarized in the theoretical part of the thesis. There is also an overview of
methods used in testing the antimicrobial activity of substances. In the experimental part, the
antimicrobial activity of various substances is investigated using the disc diffusion method.
E. coli and S. aureus were used for testing. In addition, a series of tests was carried out to
develop a repeatable and valuable experimental set-up for the testing the microorganism /
material / substance interaction under dynamic conditions (including the gradient of the test
substance with antimicrobial potential) over a longer period of time. The work also summa-
rizes the results of microbial development and adaptation to the test substances, which was

observed on the prepared experimental device.

Keywords:

Polymer, antimicrobial polymer, antimicrobial activity, bacteria, biofilm.
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UvVOD

Pouziti biomaterialll v mediciné vyznamné ptispelo k péci o pacienty a ke zlepSeni kvality
zivota. Bylo vSak zjisténo, ze aplikace implantovanych biomateridlti vede ke zvySené na-
chylnosti k infekci. Ke vzniku infekce dochazi adhezi bakterii k biomaterialu a kolonizaci
sousednich tkani az po vznik bakteridlniho biofilmu. Infekce je nejcastéji zptisobena bakte-
riemi Casto pochazejicimi od hostitele, které ptilezitostné vytvareji biofilmy na implantatech.
Patii sem grampozitivni bakterie jako Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis,
nebo bézné gramnegativni organismy Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis a Proteus vulgarit. V dusledku vznikajicich infekei jsou zkoumény stale nové bi-
omaterialy, které maji antimikrobialni vlastnosti, jako jsou antibiotické materialy a povlaky,
antiadhezivni povrchy a dalsi. AvSak infekce spojené s biologickym materidlem i1 nadale
zustavaji hlavnim nevyfeSenym problémem, a to i pies dlouhodobé inovacni usili. Dal$im
problémem spojenym s implantovanymi zdravotnickymi prostfedky je rezistence mikroor-
ganismu na antibiotické latky, kterd je zpiisobena rostoucim poctem rtiznych druht mikro-
organismu. Ukazalo se, Ze mikroorganismy jsou schopny pfizplsobit se G€inkiim antibiotik
prostiednictvim vysoce reprodukovatelnych genetickych zmén. VétSina antibakterialnich
testd je vSak designovana jako kratkodoby test jedné koncentrace latek, coz nepostihuje dy-
namiku vyvoje vztahu mezi mikroorganismy a ptisluSnym materidlem. Vznik té€chto pato-
gend, rezistentnich vic¢i béZznym antibiotikiim, vyvolal potiebu novych antimikrobialnich
latek. Antimikrobidlni polymery ptedstavuji tfidu latek, ktera se stava alternativou k existu-
jicim biocidiim a v ne¢kterych ptipadech dokonce i k antibiotikim. V uplynulych letech byla
vyvinuta cela fada antimikrobialnich makromolekularnich systémd, polymert a kopoly-

mert, kvarternizovanych nebo funkcionalizovanych bioaktivnimi skupinami.

Predmétem prace bylo proto modifikovat metodu testovani interakce mikroorganismus / ma-
terial / latka v dynamickych podminkach zahrnujici gradient testované polymerni latky s an-

timikrobialnim potencidlem v delSim ¢asovém rozmezi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERY

Slovo polymer je odvozeno od feckych slov, poly = mnoho a mers = ¢asti nebo jednotky, z
nichz kazda molekula sestava z velkého poctu jednoduchych strukturnich jednotek spoje-
nych pravidelnym zptisobem. Polymery jsou tedy obrovské molekuly nazyvané makromo-
lekuly, které vznikaji spojenim velkého poctu malych molekul, monomerti. Reakce, kterou

se monomery spojuji za vzniku polymeru, je znama jako polymerace [1].

Vznik makromolekul probiha riznymi mechanismy, jako jsou polykondenzace, polymerace
a polyadice [2]. Polykondenzace je reakce, kdy dochazi k opakujici se kondenzaci dvou a
vicefunk¢nich monomert. Produktem je polymer a vedlejsi nizkomolekularni latka, kterou
byva zpravidla voda. Reakce probihaji nezavisle na sob¢€ a kazda z dil¢ich reakcei je vratna
[3]. DalSim mechanismem je polymerace, pfi které spolu reaguji monomerni jednotky obsa-
hujici alesponl jednu ndsobnou vazbu a vytvaii makromolekularni fetézec [2]. Polyadice jsou
podobné polykondenzaci, protoze jsou to také stupniovité polymeracni reakce, avsak bez od-
Stépeni vedlejSich produktii s nizkou molekulovou hmotnosti. Reakce je spiSe exotermicka
nez endotermicka, a proto nemuze byt zastavena. Funk¢ni skupina jednoho monomeru musi
obsahovat vodik, ktery se odtrhne a pfesune na jiny monomer. Tyto reakce se nespousteji

spontann¢ a jsou pomalé [4].

Retézce makromolekul mohou byt linearni, rozvétvené nebo zesitované, jak miizeme vidét
na obrazku 1. Monomery musi byt dvojfunkéni (A) nebo vicefunkéni (Y), aby se mohly

spojovat do fetézct [3].

Linearni SA-A-A-A-A-A- ~
Rozvétvené SA-A-Y-A-Y :A “A-
/ A-A-
A
/
A
/
Zesitované -A-A-A-Y-A-A-Y-A-
| |
A A
| |
A Y-A-A-
I /

“A-A-A-Y-A-A

Obrazek 1 — Makromolekularni retézce [3]
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Polymery, které maji stejnou opakujici se jednotku podél molekuly, jsou nazyvany jako ho-
mopolymery a jsou nejbéznéjSimi polymernimi materidly. Polymery se dvéma nebo vice
riznymi opakujicimi se jednotkami se nazyvaji kopolymery a jsou dulezité v nckterych
technickych oblastech [5]. Polymery mohou mit odliSnou chemickou strukturu, fyzikalni
vlastnosti, mechanické chovani, tepelné charakteristiky apod. Podle téchto parametrti jsou

polymery klasifikovany riznymi zptsoby.

Na zaklade¢ jejich vyskytu v ptirod¢ se polymery déli na tfi typy. Polymery, které se vyskytuji
v pfirod¢, se nazyvaji prirodni polymery, nebo také biopolymery [1]. Pfirodni polymery, i
kdyz mohou mit slozité sekvence opakujicich se jednotek, mohou vykazovat fyzikdlni vlast-
nosti, které dodrzuji stejné fyzikéalni zdkony jako jejich ekvivalentni syntetické polymery.
Navzdory Siroké skale metod, které jsou k dispozici pro jejich syntézu, mohou byt fyzikalni
charakteristiky mnoha polymeri pfedpovézeny rozpoznanim nékterych obecnych vlastnosti
jejich struktury [6]. Pfirodni polymery mohou slouzit naptiklad jako nosice bilkovin a hraji
tak vyznamnou roli v oblasti vyvoje a technologie farmaceutickych 1é¢iv. Pouziti ptirodnich
polymerti v systémech s fizenym uvoliiovanim 1é¢iv je z divodu pfitomnosti reaktivnich
mist, kterd jsou piistupna a podporuji sitovani, konjugaci ligandu a dals$i modifikace [7].
Ptiklady takovych polymert jsou pfirodni kaucuk, pfirodni hedvabi, celuldza, Skrob, bilko-
viny, polysacharidy.

Dalsim typem jsou semi-syntetické polymery nebo také syntetické biopolymery. Jsou to
chemicky modifikované ptirodni polymery, jako je napiiklad polylaktid, polyhydroxyalka-
noaty, methylceluloza (obrazek 2) [1]. Syntetické biologicky odbouratelné polymery ziskané
z chemickych ptirodnich polymera (polylaktidit) nebo mikrobiologicky (polyhydroxyalka-

noatl) maji dobré mechanické vlastnosti, ale jsou drahé [8].
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Obrazek 2 — Kyselina polymlécna, methylceluloza a monomerni struktury

ruznych polyhydroxyalkanoatii, upraveno dle [9, 10, 11]

Syntetické polymery jsou také znamé jako umélé polymery [1]. V soucasné dob¢ se pouZzi-
vaji v riznych aplikacich pokryvajicich témét vSechny oblasti lidského zivota. Moznost pfi-
zpusobeni vlastnosti pozadovanym aplikacim, je hlavni vyhodou syntetickych polymert
[12]. Syntetické polymery ziskaly vyuZiti jak pro technické, tak 1 lékafské aplikace. Napf.
polyestery a polyamidy se pouZivaji jako syntetické materialy pro $iti. Syntetické polymery
nalezly uplatnéni napiiklad v biomedicing€ v systémech s fizenym uvolfiovanim 1é€iv, v or-
todoncii, dale jako implantaty, cévni stenty, cévni a mocCové katétry, hemodialyza¢ni mem-
brany, tkanova lepidla a tmely, kloubni protézy, kontaktni cocky [9]. Ptiklady takovych po-
lymert jsou polyvinylalkohol, polyethylen, polystyren, polysulfon a podobné [1].
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Obrazek 3 — 1 polyvinylalkohol, 2 polyethylen, 3 polystyren, 4 polysulfon [13]

Dale se polymery déli na amorfni a semikrystalické. Amorfni polymery jsou charakterizo-
vany nahodilymi konformacemi polymernich fetézcti. Retézce jsou stodeny do tzv. statistic-
loty. Teplota skelné¢ho ptechodu a teplota te¢eni. Pokud je teplota polymeru pod teplotou
skelného ptechodu, segmenty se nepohybuji a polymer je kiehky. Nad touto teplotou dochézi
k uvoliovani a pohybu segmenti a polymer je pruzny a houzevnaty. Pokud se teplota poly-
meru dostane az nad teplotu teceni, segmenty se pohybuji velmi rychle a polymer teCe. Na
rozdil od amorfnich polymerd, semikrystalické polymery maji nékteré oblasti, kde jsou je-
jich fetézce uspotadané. Semikrystalické polymery obsahuji amorfni i krystalické oblasti

[14].

Podle struktury a fyzikalnich vlastnosti se polymery déli na elastomery, termoplasty a re-
aktoplasty. Elastomery jsou vysoce elastické polymery. Polymerni sit’, je lehce deformova-
telnd a po odstranéni napéti se vrati do ptivodniho tvaru. Deformace makromolekul a navrat
do ptivodniho tvaru, je mozna pouze v piipade, zZe segmenty fetézce jsou velmi flexibilni,
coz je ptipad nad teplotou skelného prechodu. V piipadé, ze sitové segmenty fetézce jsou
kratké, nebo v ptipadé, ze segmenty fetézce tvoii krystalické oblasti, se pruznost fetézce
sniZi a zvySuje se tuhost materialu. Do této skupiny fadime kaucuky [4]. Termoplasty jsou
pfi pokojové teploté tvrdé, ale po zahiati méknou. Lze je opakované tavit a zpracovavat [15].
Reaktoplasty pfedstavuji jen relativné malou ¢ast polymernich materiald. Lisi se od termo-
plastl v jejich chemickém slozeni i v technologii zpracovani. Vyznamné reaktoplasty jsou

naptiklad, nenasycené polyesterové pryskytice, epoxidové pryskyftice, fenolové pryskyfice,
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melaminové pryskyfice, mocoviny, kyseliny akrylové a silikonové pryskyftice. Jsou pouzi-
vany hlavné jako vyztuzné plasty pti vyrobé primyslovych a sportovnich potieb, pti vyrobé
letadel a v kosmonautice [4]. U téchto polymeri je zména z plastického do tuhého stavu
nevratnd a trvala, protoze ptisobenim zvysené teploty dojde k chemické reakci — zesitovani

[16].
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2  ANTIMIKROBIALNI POLYMERY

Polymery se pouzivaji po desetileti jako ndhrada kovu, skla a dfeva v mnoha aplikacich
zejména pro své vynikajici fyzikalné-chemické vlastnosti, a také z ekonomickych divodu.
Naptiklad komeréné dostupné termoplastické polymery, jako jsou polyolefiny, jsou hydro-
fobni a biologicky inertni. To je €ini nepostradatelnymi v obalovém primyslu, distribuci
potravin a jiného zbozi podléhajiciho zkaze [17]. U béznych polymerh chybi ochrana proti
mikrobidlnimu rastu. Tak mohou mikrobialni buiiky pfipojené k jakémukoli umélému po-
vrchu pfezit a mnozit se. Zatimco pocet bun¢k vzristd na povrchu, mikrobidlni buiiky ob-
vykle zac¢inaji vytvaret biofilm. Takové biofilmy chrani mikrobialni buiiky a ty jsou pak
méné nachylné k plisobeni antibiotik a jinych biocidli [18]. Dale mohou byt antibiotické
geny vyménovany mezi bakteriemi v biofilmech, coz dale zvySuje tvorbu multirezistentnich
bakteridlnich kment. Kontrola mikrobialniho rtistu na povrchu je proto jednim z problémd,

kterymi se zabyva materidlova véda i medicina [19].

Vznik multirezistentnich patogeni vici béznym antibiotikim vyvolal potfebu novych anti-
mikrobidlnich latek [20]. Antimikrobialni polymery piedstavuji tfidu dezinfek¢nich pii-
pravkd, které 1ze v né¢kterych pripadech pouzit i jako nahrady antibiotik [21]. V uplynulych
letech byla vyvinuta velkd skupina antimikrobidlnich makromolekularnich systémt, poly-
merl a kopolymert, kvarternizovanych nebo funkcionalizovanych s bioaktivnimi skupinami
a ucinné pouzita jako antimikrobidlni ¢inidla. Spolu s nimi byly také syntetizovany nové
mirn¢ hydrofobni polymerni struktury, které obsahuji protonované primarni, sekundarni ¢i
terciarni aminové skupiny, které vykazuji relativné vyssi antimikrobidlni aktivitu, ¢asto na

rozdil od jejich kvartérnich analogt [20].

Pouziti antimikrobidlnich polymert by mohlo zvysit i¢innost nékterych existujicich antimi-
krobidlnich ¢inidel, snizit zbytkovou toxicitu ¢inidel, zvysit jejich selektivitu, prodlouzit Zi-
votnost a minimalizovat environmentalni problémy doprovazejici béZné antimikrobidlni ¢i-
nidla. Polymerni antimikrobialni ¢inidla maji také tu vyhodu, ze jsou netékavé a chemicky
stabilni a neprostupuji skrz kizi [22]. Antibakteridlni polymery maji potencial naptiklad jako
povlaky pro télesné implantaty [23], 1ékatské aplikace nebo zdravotnické prosttedky. Jsou
Casto vyzadovany i pro obaly potravin, systémy ¢isténi vody nebo filtry. Mohou byt také
pouzity jako potahovy material pro bézné predmeéty, jako jsou kliky, détské hracky, mobilni

telefony a pocitacové klavesnice, aby se zabrdnilo pfenosu mikrobiélnich infekci [22].
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Podle mechanismu antimikrobidlni aktivity se polymery dé€li do dvou skupin. S pasivni nebo

aktivni antimikrobialni ochranou (obrazek 4) [24].
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Obrazek 4 — Mechanismus antimikrobialni aktivity, upraveno dle [24]

2.1 Polymery s pasivni antimikrobialni ochranou

Polymerni vrstva brani adhezi bakterii tim, Ze snizuje adsorpci proteinli na svém povrchu,
¢imz bakterie odpuzuje bez toho, aby s nimi U€¢inn¢ interagovala [20]. Vzhledem k pievazné
hydrofobnim a zaporn¢ nabitym vlastnostem mikrobi by pasivni polymery mély byt bud’
hydrofilni, zaporné nabité nebo s nizkou povrchovou energii (obrazek 4) [24]. Polymery s
pasivni antimikrobidlni ochranou zahrnuji naptiklad kluzky tekuty infuzovany porézni po-
vrch (SLIPS). Dalsi ptiklady jsou polydimethylsiloxan, nenabité polymery jako jsou polye-
thylenglykol, poly-2-methyl-2-oxazolin, polypeptoid, poly-n-vinylpyrrolidon a polydime-
thylakrylamid a nabité polyamfolyty a zwitterionové polymery jako jsou fosfobetain, sul-
fobetain a fosfolipidové polymery [20]. Ve studii Yu a kol. byla prokdzana antimikrobiélni
aktivita polyethylenglykolu proti Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa [25]. Kvili vysoké mobilité fetézcl a sterickému bariérovému ucinku se tadi
polyethylenglykol mezi nejbéznéji pouzivané pasivni antimikrobialni materidly a vyzkum
ukézal, Ze vykazuje vysokou schopnost zabranit adhezi proteint a bun€k, ¢imz zabranuje
ristu mikrobt [26]. Dal§im piikladem jsou polyfenoly, které jsou ¢inné proti parodontal-

nim bakteriim [24].
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2.2 Polymery s aktivni antimikrobialni ochranou

Polymery s aktivni antimikrobidlni ochranou zabiji bakterie, které ptilnou k povrchu poly-
meru. Polymery funkcionalizované s aktivnimi latkami, jako jsou kationtové biocidy, anti-
mikrobidlni peptidy nebo antibiotika, mohou pii kontaktu zabit bakterie [24]. Mechanismus
pusobeni aktivnich polymert zavisi na aktivité¢ funkcionalizované skupiny, ktera je na ném
ptitomna. Napfiklad nejpouzivangjsi je kladné nabité kvartérni amonium, které interaguje s
bunécnou sténou a poskozuje cytoplazmatickou membranu, coz vede k Uniku intracelulér-
nich slozek a nasledné smrti bun¢k. Dalsimi ptiklady jsou polyethylenimin, polyguanidin a
N-halogenamin [27]. Polyethylenimin zpiisobuje prasknuti bakteridlni bunééné membrany
elektrostatickou interakci mezi polyethyleniminem a buné¢nou membranou. Polyguanidin
inhibuje riist bakterii prostfednictvim adheze a nasledného pieruseni Ca** solnych mistkd
nebo bunécné smrti. N-halogenamin pisobi inhibici nebo inaktivaci bun¢k plisobenim oxi-
dativniho halogenu cileného na thio nebo aminoskupiny bunéénych receptorti [28]. Antimi-
krobidlni aktivita polymert je dana pfipojenim aktivnich skupin. Na zaklad¢ pfipojeni téchto
skupin, je I1ze rozd¢lit na tfi typy: polymerni biocidy, biocidni polymery a polymery uvoliu-
jici biocidy (obrazek 5) [24].

Obrazek 5 — Obecné mechanismy piisobeni antimikrobialnich polymeru: (a) polymerni bio-

cidy, b) biocidni polymery, (c) polymery uvolnujici biocidy [29]
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2.2.1 Polymerni biocidy

Polymerni biocidy jsou polymery, které se skladaji z bioaktivnich opakujicich se jednotek,
které ptisobi podobné¢ jako monomery. Polymerizaéni proces miize bud’ zvysit, nebo snizit
antimikrobidlni aktivitu bioaktivnich funkénich skupin [24]. Naptiklad polymerace antimi-
krobidlniho 4-vinyl-N-benzylpyridiniumchloridu a nasledné zesitovani vedlo k nebiocid-
nimu, ve vod¢ nerozpustnému polymeru, ktery pouze zachycoval mikroby, ale nezabil je.
Polymerace antibiotik, ktera se obvykle provadi za celem ziskani prodlouzené aktivity a
mensi toxicity, je velmi citlivd na metodu testovani a povahu antibiotika. Naptiklad studie
Nathan a kol. ukdzala, ze antibiotika Penicilin V a Cephradine nejsou aktivni, pokud jsou
konjugovany s PEG-lysinem prostfednictvim hydrolyticky stabilni vazby, coZ naznacuje, Ze
samotny polymer neni aktivni. AvSak konjugéty vykazovaly plnou antimikrobialni aktivitu,
pokud byly biocidy navzajem propojeny pomoci hydrolyticky labilni vazby, coz dokazalo,

ze antibiotika se znovu uvoliuji.

Existuji 1 dalsi studie, které naznacuji moznost polymerace antibiotik, které si uchovavaji
svou aktivitu na polymernim fetézci, napt. kopolymerace modifikovaného methakrylatu
Norfloxacinem a PEG-methakrylaty [30]. Jiny pfiklad je navazani Vancomycinu na PEG-
methakrylat a nasledna polymerizace, ktera vedla k tomu, Ze pfi srovnani s nemodifikova-
nym antibiotikem byly aktivni polymery 6x méné ucinné [31]. S délkou fetézce polyethy-
lenglykolu se aktivita snizuje. Polyethylenglykol ma také negativni G¢inek na vétSinu bio-
cidi a stejné tak i polyether, ke kterému byly pifipojeny kvartérni amoniové skupiny. Poly-
mery s antimikrobidlnimi vedlej$imi skupinami, zaloZené na hydrofobnich kvartérnich amo-
niovych funkcich, lze povaZovat také za polymerni biocidy [30]. Tyto materidly obvykle
vykazuji niz§i G€innost nez volné biocidni molekuly kvili sterickym piekazkdm vytvorenym

polymernim fetézcem [29].

2.2.2 Biocidni polymery

Biocidni polymery, nebo také polymery s vnitini antimikrobidlni aktivitou nevyzaduji Zadné
bioaktivni opakujici se jednotky, misto toho je antimikrobialni misto reprezentovano celou
makromolekulou [32]. Dtlezitou vlastnosti mikrobialnich bunék je, Ze na svém povrchu ne-
sou zaporny naboj, ¢asto stabilizovany pfitomnosti dvojmocnych kationtt Mg? a Ca?". Za-
porny naboj je poskytovan teikoovou nebo lipoteikoovou kyselinou grampozitivnich bakterii

a fosfolipidy a lipopolysacharidy vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii [33]. Biocidni
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polymery jsou obvykle zaloZeny na polykationtech, které jsou schopny narusit vnéjsi i cyto-
plazmatickou membranu a umoznit lyzu buiiky, coz vede k jejich smrti. Zatim se jednd o
jediny zavedeny zpusob piisobeni polykationickych antimikrobialnich polymert, potvrzeny
¢etnymi studiemi [30]. Spolecné kationtové skupiny nalezené v téchto polymerech jsou
kvartérni amonium, kvartérni fosfonium, guanidinium nebo terciarni sulfonium. Pouziti bi-
ocidnich polymeri je velmi vyhodné z hlediska konstrukce antimikrobialnich povrcht, pro-
toze do zivotniho prostiedi nejsou uvolnovany skodlivé biocidy [34]. Antimikrobidlni akti-
vita téchto polymeri zfejmé pochazi z celé molekuly. Obrazek 6 ukazuje nekteré priklady
polymerti, které nesou kvartérni amoniovou skupinu v hlavnim fetézci nebo postrannim fe-

tézci [30]. Jejich Gcinnost zavisi také na hustoté naboje kationtovych skupin [24].

Obrazek 6 — Struktury biocidnich polymerii s kvartérnimi amoniovymi skupinami [30]

Prvnim polymerem, ktery se stal komerénim dezinfekénim €inidlem, byl polyhexamethylen
biguanidinium hydrochlorid [30]. U&inny biocidni polymer piisobici proti Staphylococcus
aureus byl polymethakrylat, ktery obsahoval chlorhexidinové bo¢ni skupiny [35]. DalSim
ptikladem jsou ptirodni polymery, které predstavuji dilezitou tfidu materiali se zajimavymi
vlastnostmi, které z nich ¢ini vhodné kandidaty v fad¢ aplikaci, od biomedicinského pole az
po obalovy primysl. Mezi znamé ptirodni polymery, které vykazuji vlastni antimikrobidlni
vlastnosti, patfi naptiklad chitosan. Chitosan je kationtovy polysacharid ziskany z alkalické

deacetylace chitinu, ktery se v p¥irodé obecné nachazi. Rada studii prokazala antimikrobiélni
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aktivitu chitosanu a jeho derivati proti riznym mikroorganismiim [34]. Antimikrobidlni
ucinnost chitosanu zavisi siln€¢ na hodnoté pH. Pfi hodnoté pH nizsi nez pKa dochézi k elek-
trostatické interakci mezi protonovanymi aminoskupinami a buné¢nou sténou. Pokud je hod-
nota pH vyssi nez hodnota pKa, antimikrobiédlni u¢innost chitosanu je odvozena z hydrofobni
interakce a chelacnich ucinkii. Jiné pfirodni antimikrobialni polymery zahrnuji heparin, po-

lylysin a gramicidin A [28].

Mezi biocidni polymery se fadi také antimikrobidlni peptidy (obrazek 7). Maji pozitivné
nabité amfifilni struktury, o nichz se ptredpoklada, ze jsou odpovédné za aktivitu antimikro-
bidlnich peptidil. Tato amfifilni topologie se jevi jako dilezitd pro naruSeni cytoplazmatické
membrany, coz vede ke smrti bakterii [36]. Kromé toho, ze antimikrobialni peptidy piimo
zabijeji mikroby tim, Ze narusuji bunécné membrany a inhibuji bunécné procesy, antimikro-
bidlni mechanismy peptidii mohou také plisobit imunomodula¢ni u€inky, které vedou k mi-

krobidlnimu odstranéni skrze stimulaci hostitelské imunitni odpovédi [37].

membrinoveé aktivni antimikrobialni peptid
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Obrazek 7 — Membranoveé aktivni antimikrobidlni peptid Magainin- II, upraveno dle [30]
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Vedle zavedenych kvartérnich amoniovych skupin byly popsany t¢inné antimikrobidlni po-
lymery s protonovanymi terciarnimi a primarnimi aminoskupinami. Naptiklad polyfenyle-
nethynylen-bazové polymery, ndhodna kopolymerni tfida dimethylaminomethylstyrenu a
oktylstyrenu, kterd je antimikrobialn¢ aktivni pfi protonaci terciarnich aminoskupin, zatimco
ptislusné kvarternizované derivaty jsou mén¢ aktivni [38]. Palermo a Kurada syntetizovali
podobné kopolymery kopolymeraci dimethylaminoethylakrylamidu a aminoethylakryla-
midu s n-butylakrylamidem a ukazali, Ze tyto polymery jsou antimikrobidln¢ aktivni a méné
toxické pro krevni buiiky ve srovnani s prislusSnymi kvartérnimi amoniovymi derivaty [30].
Dale byly vyvinuty polydialylamoniové soli, které obsahuji bud’ sekundérni, nebo terciarni
aminoskupiny [39]. Tyto polymery vykazuji nadprimérnou aktivitu proti Staphylococcus
aureus a Candida albicans. Kromé& linearnich polymera byly také popsany dendritické a
vysoce rozvétvené polymery, které vykazuji silné antimikrobialni vlastnosti, napt. kvarter-

nizovany polyethylenimin [40].

2.2.3 Polymery uvoliiujici biocidy

Polymery uvolnujici biocidni latky nepiisobi prostfednictvim polymerniho fetézce. Ten
slouzi pouze jako nosi¢ pro biocidy, které jsou preneseny do mikrobialnich bun¢k [30]. Ta-
kové polymery jsou obvykle nejaktivnéjSimi systémy, protoze mohou uvoliiovat své biocidy
blizko buiiky ve vysokych lokéalnich koncentracich. Toxicita spojena s molekulami biocidli
je vaznou nevyhodou této strategie. Navic se jejich u€innost s ¢asem vyrazné€ snizuje. Pii
navrhovani uc¢innych antimikrobidlnich polymert neni dtlezity typ pouzitého polymerniho
systému, ale n¢kolik dilezitych rysi, jako je netoxicita, stabilita béhem pozadované doby
spektrum. Kromé toho by syntéza polymeru méla byt jednoducha, ptima a nendkladna [41].
Polymer uvolitujici biocid muze byt piipraven polymeraci molekul uvoliiujicich biocidy na
polymerni kostru nebo vytvofenim kompozitu molekul uvoliujici polymer / biocid. Poly-
mery vykazuji antibakterialni vlastnosti prostfednictvim zabudovani antibiotickych a/nebo
antiseptickych sloucenin. Systém s fizenym uvoliovanim polymeri uvoliiujicich biocidy ma
mnoho vyhod, jako je udrzovani vysokeé lokalni koncentrace biocidii v blizkosti mikrobii a
usnadnéni dodavani biocidi s kratkym poloCasem in vivo. Tento typ antimikrobialniho po-

lymeru vykazuje velky potencial pro pouziti v 1ékatském primyslu [24].
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Dale byla vyvinuta tfida antimikrobialnich polymert za pouziti N-halaminovych skupin pfi-
pojenych k riznym polymernim kmentim. Konstrukce téchto N-halaminti umoziuje dlou-
hodobé uchovani aktivniho chloru, proto jsou tyto polymery silnymi oxidanty. V nékterych
pripadech uvolnuji chlor nebo chlornan a v optimalizované form¢, pokud experimentalni
usporadani dovoluje takové pochopeni, jsou schopny pienést aktivni chlor ptimo k mikrobi-
alnim bunkam, které je usmrcuji oxidaci fosfolipidi bunééné membrany. DalSim typem jsou
polymery, které uvolnuji oxid dusnaty. Tyto polymery obsahuji diazeniumdiolatové sku-
piny, které jsou pfidany k polymerni matrici. Optimalizace téchto skupin vede k tomu, Ze
polymery uvoliiuji oxid dusnaty v prib¢hu nékolika hodin. Jejich antimikrobialni ucinek je
z tohoto diivodu pouze kratkodoby [30]. Byly prokazany antimikrobialni vlastnosti také u
polyfenolt vyskytujicich se v rostlinnych potravinach. Hlavnimi zdroji jsou ¢aj, kdva, obi-
loviny, ovoce a vino. Polyfenoly jsou schopné regulovat rist ustnich bakterii. Studie potvr-
dily jejich bakteriostaticky ucinek proti Streptococcus mutans [42]. Ve studii Vaquero a kol.
byly zkoumany antimikrobialni vlastnosti Cistych fenolovych sloucenin a polyfenolii riiz-
nych vin proti patogentim. Bylo pozorovano, ze bakterialni druhy vykazuji rGznou citlivost
vuci riznym koncentracim fenolovych sloucenin, pti€emz Escherichia coli byla nejcitlivéjsi
bakterii. Inhibice vzrostla s rostouci koncentraci polyfenolt ve vinech. Vy¢€isténa vina byla
netcinna proti vSem bakteriim, coz naznacuje, Ze za pozorované antimikrobialni u¢inky od-
povidaji polyfenolické slouceniny ptitomné v ¢ervenych vinech [43]. Schanze, Whitten a
kol. navrhli kationtové konjugované polyelektrolyty zaloZzené na polymerech konjugova-
nych polyfenylenethinylenem, které jsou funkcionalizovany kationtovymi kvartérnimi amo-
niovymi skupinami. Bylo zji§téno, Ze tyto polymery jsou vysoce u¢inné v ptitomnosti svétla,
protoZe vytvaii a uvoliuji Gu€inné senzibilizujici singletovy kyslik, ale jsou G¢inné 1 ve tmé

kvtli své struktufe napodobujici antimikrobialni peptidy [30].

2.3 Antimikrobialni povrchy — antibiofouling

Biofouling neboli biologické znecisténi je akumulace nezadouci latky (bilkovin) nebo orga-
nismi (bun¢k a bakterii) na povrchu hostitelskych materiald. Adsorpce kontaminujicich 1a-
tek predstavuje riziko pro Sirokou skalu predmétii, jako jsou zdravotnické prostiedky a mem-
brany, muze zkratit zivotnost biomedicinskych implantati, modifikovat terapeutické vlast-

nosti implantata ¢1 zpiisobit infekci pacientt [26].

Cilem antimikrobidlnich povrchll je minimalizovat intermolekularni sily a interakce mezi

kontaminujici latkou a povrchem hostitelského substratu, aby se adherovana buiika snadno
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uvoliovala za nizkych smykovych napéti. Hydrofobni povrchy obsahujici polydimethylsi-
loxan maji dobrou schopnost zabranovat biologickému znecisténi, zatimco hydrofilni po-
vrchy obsahujici polyethylenglykol, polyvinylalkohol nebo derivaty kyseliny polyakrylové

vykazuji odolnost proti adsorpci proteinti a adhezi bunck [44].

2.3.1 Antiadhezivni povlaky

Povrchy odolné proti pfilnavosti snizuji adhezi bakterii na povrchy, ale nemusi je nutné za-

vvvvvv

gicky neznecist'ujici charakter. Kdyz proteinové molekuly nebo bakterie stlacuji vrstvu hyd-
ratovaného polymerniho kartace na povrchu biomaterialu, snizeni konformacni entropie po-
lymernich fetézct, stejné jako zvysSeni osmotického tlaku uvniti kartace, je ¢ini odolnymi

proti adhezi proteint a bakterii (obrazek 8) [45].

0. _NH,

. a. DY
ziva bakterie
A0~ on J[ N \/+0H \@\
n n ﬂ
Q PEG PMOXA PAAM

; 02
—N— —N— o _
0=P-0
o]
o, .S
o SO +
3 —N—
\
PCEBMA PSBMA PMPC

Obrdazek 8 — Hydrofilni polymerni kartace jako antiadhezivni povlak. Nékteré (a) neutralni
polymery a (b) zwitterionové polymery pouzivané pro hydrofilni polymerni kartace, upra-

veno dle [45]

Jednim z dobte studovanych systémt jsou kartace z polyethylenoxidu nebo polyethylengly-
kolu jako neutralni hydrofilni povlaky na biomaterialech. Roosjen a kol. syntetizovali kova-
lentné vazané polyethylenoxidové kartace na skle a kifemicitych plochach a pozorovali po-

kles adheze Staphylococci a Escherichia coli o 98 % ve srovnani s nepovlakovanymi po-
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vrchy. AvsSak u vice hydrofobnich bakterii, jako Pseudomonas aeruginosa a u velkych mi-
kroorganismt, jako jsou kvasinky, byl pokles adheze mensi. Pro inhibici adheze mikroorga-
nismil s vétSim hydrofobnim charakterem je nutno pouzit kartdce s vysokou molekulovou

hmotnosti (2000 - 9800).

Dalsimi ptiklady jsou kartace z poly-2-alkyl-2-oxazolinu nebo z polyakrylamidu [45]. Zwit-
terionové polymerni karta¢e mohou také zpomalit nebo dokonce pfedchazet adhezi mikro-
organismil na povrch, protoze hydratacni vrstva obklopujici iontovy povrch zabranuje ne-
specifické adsorpci proteinu. Dtilezitost antiadhezivnich vlastnosti pro tvorbu biofilmu byla
rovnéz prokdzédna métenim adhezivnich sil na silikonovém kaucuku pokrytém kartacem
[46]. Jednim z pfikladl jsou poly N-3-sulfopropyl-N-methakryloxyethyl-N,N-dimethyla-
moniumbetainové kartace, které byly testovany proti E. coli a S. aureus [45]. Dal$i jsou
polyethylenoxidové kartace, polyvinylpyrolidonové povlaky a hydrofilni polyuretanové po-
vlaky. Nicméng, i ptes nckteré zietelné chovani ze zjednodusujicich in vitro bakteridlnich
testd, tyto povlaky a oSetfeni prokdzaly omezenou a kontroverzni ucinnost ve studiich in
vivo [47]. Mezi dalsi typ antiadhezivnich povlaki patii superhydrofobni povrchy, které jsou
charakterizovany kontaktnim thlem vody > 150° a jsou inspirovany lotosovym listkem
v ptirod¢, protoze ma hierarchickou mikro / nanostrukturu. Analyza superhydrofobnich si-
loxanovych a fluorosiloxanovych povrchli ukdzala minimalni adsorpci bilkovin. U inhe-
rentné€ nanostrukturovaného hydrofilniho hliniku bylo prokazano sniZeni adheznich sil, coz
vedlo k redukci jednotek tvoficich kolonii Staphylococcus aureus. Tento Uc¢inek byl jeste

vyraznéjsi po aplikaci hydrofobniho teflonového povlaku [46].

2.3.2 Kontaktni povrchy

V této strategii jsou baktericidni ¢inidla kovalentné nebo fyzikdln€ imobilizovéna na po-
vrchu a pii kontaktu zpisobuji smrt bakterii (obrazek 10 b). Obecné plati, Ze smrt bakterii je
zpusobena bud’ naruSenim bunééné stény, nebo pisobenim imobilizovaného antibakterial-
niho ¢inidla s cilovou biomolekulou na povrchu bakterii [45]. Chen a kol. vytvofili antimi-
krobialni kontaktni povrch proti E. coli ptipojenim poly-N,N-dimethyl-N-ethoxykarbonyl-
methyl-N-[2'-methakryloyloxyethyl]-amoniumbromidu. Neustaly kontakt s vodnim prostte-
dim vede k hydrolytickému $tépeni ethylesteru. Vysledna zwitterionova skupina je biocidni
a u¢inn¢ odpuzuje vSechny piipojené mikrobialni buiiky. Laloyaux a kol. ptedstavili povrch,
ktery se sklada z povrchové ptipojeného magaininu na oligo(ethylenglykol)methakrylat (ob-

razek 9). Polymerni fetézce se protdhnou pii pokojové teploté a €inné zabiji mikrobidlni
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bunky. Pfi zahtati nad teplotu 35 °C dochazi ke kolapsu polymeru, ktery uc¢inn¢ odpuzuje
pfipojené grampozitivni buniky. To umoznuje zabijet nebo odpuzovat mikrobialni buiky

¢astymi zmeénami teploty [30].

a kartace s antimikrobialnim h kartace uvolni bakterialni zbytky,
peptidem se dostavaji daleko které jsou odstranény a polymerni
od povrchu a zabijeji bakterie povrch se stava Eistym
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Obrdazek 9 — Koncept termorezistentnich povrchii s magaininem pripojenym na oligo(ethy-

lenglykol)methakrylaty, které (a) zabijeji bakteridlni buiiky nebo (b) je odpuzuji nad teplotou
prechodu, upraveno dle [30]

Byla provedena také imobilizace povrchu antibiotiky s nizkou molekulovou hmotnosti, bak-
teriofagy, kationtovymi antimikrobidlnimi peptidy, lysozymy, chitosanem a kvartérnimi
amonnymi polymery. Na zakladé studii in vitro a in vivo, imobilizace antibiotik s nizkou
molekulovou hmotnosti, jako je penicilin, ampicilin a gentamycin, poskytla dlouhodobou
antimikrobidlni aktivitu a nizké riziko vedlejSich ucinkli bez akumulace 1€kt v tkanich [45].
Jednim z piikladll jsou kostni cementy uvolilujici antibiotika, ve kterych jsou antibiotika
véetné gentamicinu, tobramycinu a také vankomycinu nanesena do kompozic kostniho ce-
mentu z polymethylmethakrylatu. Problémem je zde zpozdéné uvoliiovani antibiotickych
¢inidel a z hlediska ¢asového, poklesne koncentrace uvoliiovanych antimikrobidlnich ¢inidel
na neucinnou hladinu. Takova nizka koncentrace bakteridlniho ¢inidla a/nebo gradient kon-

centrace miiZze indukovat vyvoj kmeni rezistentnich vici antibiotikiim [47].
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Obrazek 10 — Zndzornéni (a) povrchu uvoliujicich biocidy a (b) kontaktnich krycich po-
vilakii, kde jsou baktericidni cinidla konjugovana kovalentné s retézci polymeru, upraveno

dle [45]

2.3.3 Povrchy uvoliiujici biocidy

Povrchy zaloZené na polymerech uvoliujicich biocidy (obrazek 10 a) ¢asto méni své povr-
chové vlastnosti po uvolnéni biocidu. NejvyznamnéjSimi ptiklady jsou antifoulingové barvy.
Kombinuji uvolnovani biocida s ¢astym obnovovanim povrchu, coz odstranuje vSechny ad-
sorbované mikroby. Takové natéry funguji nejlépe na lodnich trupech. Moderni antifoulin-
gové barvy jsou natéry obsahujici médéné ionty, které uvolﬁuji silné hydrofobni organo-
hydrofobni povlak nebotna ve vod¢ a jsou hydrolyzovany pouze skupiny ester orgamcke
médi. Vysledny hydrofilni polymethakrylat je odstranén a objevi se novy povrch bez konta-
minace. BohuZel pomérné neSkodnd méd’ neni dostacujici k usmrceni v§ech ptichycenych
mikrobd, a tak jsou natéry naplnény tzv. posilovacimi biocidy, kterymi jsou obvykle pesti-
cidy. Jsou stejné u¢inné jako povlaky na bazi tributyltinu. Ten vSak nepfiznivé ovliviiuje

zivotni prostiedi a proto bylo jeho pouziti zakézéano [30].

2.3.4 Topografie povrchu

Mezi faktory ovliviiujici pfilnuti bakterii na povrch biomateridlu patii chemické sloZeni,
hydrofobicita, drsnost povrchu nebo konfigurace. V zavislosti na hydrofobicité bakterii a
povrchu materidlu bakterie rizné adheruji na substraty s modifikovanymi povrchovymi
vlastnostmi. Tento pfistup vychdzi ze zakladniho ptedpokladu, Ze modifikace povrchovych

vlastnosti materidlu (povrchova volna energie, polarita a topografie) miZze mit za nasledek
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zmens$eni adheze bakterii v pocate¢nim stadiu procesu tvorby biofilmu. Modifikace povrchu
muze byt provadéna chemickymi reakénimi €inidly nebo aplikaci vysokoenergetické elek-
tromagnetické radiace (napt. pomoci laseru, ultrafialového zareni a zafeni gama). Dalsi slib-
nou metodou je modifikace polymernich povrchii ionizovanym plynem (plazma). Pomoci
plazmovych procest je mozné zménit povrchovou chemickou kompozici a vlastnosti, jako
je smacivost, povrchova energie, index lomu, tvrdost, chemicka inertnost a biokompatibilita

[48].

(a) (b)

Bakterie
Bakterie

) WAL

Obrazek 11 — a) mikrotopografie miize podporovat adhezi bakterii, zatimco (b)

nanotopografie miize omezovat schopnost bakterii adherovat, upraveno dle [46]
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3 BAKTERIE

Bakterie jsou nejvétsi skupinou zivych organismi na Zemi [49]. Jsou oznacovany jako jed-
nobunécné organismy s prokaryotickym typem buiiky. Diky jednoduché stavbé je usnad-
néna latkova vyména s okolnim prostfedim, transport latek, metabolické reakce i repro-
dukce. MnozZeni u bakterii probiha velmi rychle a jsou tak schopny vytvaret za kratkou dobu
velké populace. Diky jejich rychlému stiidani se mohou adaptovat na ménici se prostiedi a
ziskat tak naptiklad odolnost vii¢i antibiotikim [50]. Mohou se vyskytovat bud’ v planktonni
formé, kdy se volné pohybuji, nebo jsou ptisedlé k povrchu materidlu a tvoii biofilm [51].
Hlavni funkci bakterii je tvorba biomasy tim, ze metabolizuji organické materidly na anor-
ganické slouceniny, které pak mohou byt opét pouzity jinymi organismy pro jejich rist a
vyvoj.

Bakteridlni bunky se vyskytuji v riznych tvarech, typech a velikostech. Velikost je v roz-
mezi od 1 um do 5 pm délky a 0,2 um az 1 pm Siiky. Tti zékladni typy bakterii jsou koky,
bacily a spirily (obrazek 12). Koky jsou sférické nebo vejcCité bakterie. Nékteré koky ziista-
nou po binarnim $tépeni spojeny a vznikaji pak naptiklad diplokoky, streptokoky, stafylo-
koky. Bacily jsou ty¢inkovité bakterie a stejné jako koky mohou tvoftit diplobacily a strep-
tobacily. Spirily jsou bakterie, které maji spirdlovity tvar a jsou husté a tvrdé. Tenké a pruzné
spiraly se nazyvaji spirochéty. Existuji také vibria, které jsou ve tvaru ty¢inky s malym za-

kroucenim [50, 52].
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Obrazek 12 — Tvary bakterialnich bunek [53]
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3.1 Klasifikace bakterii

Kromé¢ klasifikace bakterii na zaklad¢ jejich evolucnich vztahti, morfologie a biochemickych
vlastnosti mohou byt bakterie klasifikovany také podle jejich zdroje energie, pozadavki na

kyslik a teplotnich preferenci.

Podle zdroje energie se d¢li na autotrofni a heterotrofni bakterie. Autotrofni vyuzivaji oxid
uhlicity jako zdroj uhliku pro riist. Mezi autotrofni patii fotoautotrofy, jako jsou kyanobak-
terie, které ziskavaji energii ze slunecniho zareni a uhliku obsazené¢ho v oxidu uhli¢itém.
Chemoautotrofy ziskavaji energii z anorganickych sloucenin, jako je ¢pavek, sirovodik a
oxid uhli¢ity. Chemolitotrofy jsou bakterie, které ziskavaji energii oxidaci anorganickych
téni odpadnich vod. Heterotrofni bakterie ziskavaji energii z organickych sloucenin. Za-
stupci jsou chemoheterotrofy, které ziskavaji energii a uhlik z organickych slou¢enin, roz-

kladaji (metabolizuji) organickou hmotu a jsou nezbytné pro sekundarni biologické procesy.

Dale jsou klasifikovany podle toho, jak metabolizuji latku. Metabolismus hmoty uvoliluje
elektrony, které jsou nakonec pfeneseny do kone¢ného akceptoru elektront. Bakterie, které
potiebuji kyslik, se nazyvaji aerobni. Ty, které kyslik nepottebuji, jsou anaerobni a podstu-
puji anaerobni fermentaci. V tomto ptipad€ jsou konecné akceptory elektronu organické
slouceniny (alkoholy a organické kyseliny). Bakterie vyuzivajici oba typy metabolismu se

nazyvaji fakultativn¢é anaerobni.

Bakterie se d¢li takeé rozdéleny podle teplotnich rozmezi, ktera jsou optimalni pro jejich pre-
ziti a rast. Psychofilni bakterie rostou optimalné pii teplotach od ptiblizné 0 do 20 °C. Meso-
filni bakterie rostou nejlépe pii 25 az 40 °C. Termofilni bakterie vyzaduji pro optimalni rist

teploty 45 az 50 °C nebo 1 vice [49].

Podle slozeni bunétné stény se déli na grampozitivni a gramnegativni bakterie. Gramovo
barveni je metoda barveni bakterii, ktera se pouziva naptiklad pii ur¢eni roda bakterii. Gram-
pozitivni bakterie se zbarvuji fialove, protoze maji silné bunécné stény, které zachycuji kom-
plex krystalové violeti s jodidem draselnym. Sténa se pfidanim organickych rozpoustédel
jako je ethanol nebo aceton neodbarvi. Tenké bunécné stény gramnegativnich bakterii ne-
mohou udrzZet komplex krystalové violeti a pfidanim ethanolu se odbarvi. Pro pozorovani se

pouziva barvivo safranin, které zptisobi Cervené zbarveni bakterii [52, 54]. Ptiklady gram-
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pozitivnich bakterii jsou rody Listeria, Staphylococcus, Lactobacillus, Paenibacillus, za-
timco mezi gramnegativni bakterie patii napiiklad rody Salmonella, Enterobacter,

Escherichia, Klebsiella [55].

3.2 Biofilm bakterii

Bakterie piezivaji v ptirod¢ tak, ze vytvaieji biofilmy na riznych povrsich. Biofilm je struk-
turovana komunita bakterii zabudovanych do extracelularni polymerni matrice [56] také
oznacované jako glykokalyx. Je sloZzena z extracelularnich latek, z komplexnich polysacha-
ridi, bilkovinnych latek a glykopeptidd, lipidd, lipopolysacharida a dalSich materiald, které
slouzi jako podpiirné jednotky, drzici biofilm dohromady [57]. Biofilmy piedstavuji chra-
nény zpusob rastu, ktery umoziuje pieziti v nepratelském prostredi. Bakteridlni biofilmy
jsou odolné vici antibiotikiim, dezinfekénim chemikaliim a dal§im slozkam vrozeného a
adaptivniho zanétlivého obranného systému téla. Gradienty zivin a kysliku, které se tvofi
v biofilmu, maji za nasledek to, Zze buiky v rtiznych oblastech biofilmu vykazuji rizné
vzorce genové exprese, proto je rast biofilmu spojen se zvysenou urovni mutaci. Bakterie v
biofilmech komunikuji (quorum sensing) pomoci molekul, které aktivuji urcité geny zodpo-

védné za produkci faktort virulence.

Pocatecni krok formovani biofilmu (obrazek 13) zahrnuje planktonické (individualné volné
se pohybujici) bakterie, které se reverzibilné pfipeviiuji k povrchu adheznim mechanismem.
Bakterie jsou v této fazi stale citlivé na antibiotika, coZ mlZe vysvétlit ispéSnost antibiotické
profylaxe. DalSim krokem je nevratna vazba na povrch, tvorba polymerni matrice, mnozeni
bakterii a vznik mikrokolonii. V biofilmu postupné& roste hustota populace, az do doby, kdy
dojde k zapnuti genti, které brani zahusténi biofilmu [56]. Vyvoj biofilmu a uvoliiovani bu-
nék (jednotlivé nebo v klastrech) mliZze byt regulovan genovou expresi zavislou na hustoté
obyvatelstva a fizenou pomoci molekul jako jsou acylované homoserinové laktony pro
gramnegativni bakterie a specifické peptidy pro grampozitivni [57]. Uvolnéné bakterialni

buiiky se nasledné mohou rozsitit na dal$i mista a tvofit nové biofilmy [56].
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Obrazek 13 — Casovy priibéh tvorby biofilmu P. aeruginosa, QS oznacuje komunikaci

mezi bunikami a EPS je extracelularni biofilmova matrice, upraveno dle [56]
3.3 Bakterie pouzité v praktické ¢asti

3.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli patii mezi gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie ¢eledi Enterobac-
teriaceae. Ma tyCinkovity tvar a bézné se vyskytuje v pudé¢, ve vode a ve sttevni mikroflore
¢lovéka 1 jinych teplokrevnych Zivocich. Pomaha udrZzovat rovnovahu ve stfevé, protoZe
produkuje koliciny, které brani ristu jinych bakterii. Tvofi také nékteré stimulacni latky a
vitaminy. Zatimco mnoho kment je neSkodnych, nékteré kmeny mohou byt patogenni a mo-

hou vyvolavat priijmova onemocnéni, infekce mocovych cest a nozokomialni infekce [55].

Kmeny E. coli jsou rozdéleny na zakladeé tii hlavnich povrchovych antigenii: O (somaticky),
H (flagelarni) a K (kapsularni). Specifické typy a skupiny jsou €asto spojeny s ur¢itymi kli-
nickymi syndromy, a proto slouZi jako identifikovatelné chromozomalni markery, které ko-
reluji se specifickymi faktory virulence. V soucasnosti existuje nejméné Sest tfid bakterii £.
coli, u nichz je znamo, Ze zpisobuji gastrointestinalni onemocnéni pienasené potravinami u
lidi. Enteropatogenni E. coli (EPEC) typicky souvisi s détskymi prijmy, které jsou dusled-
kem bakterialni adheze k epitelidlnim bunikam a zni€eni stievnich bunék. Enterotoxigenni
E. coli (ETEC) je také spojena s détskym priiyjmem v rozvojovych zemich, stejné jako ces-
tovni prijem u osob cestujicich do rozvojovych zemi. Kromé rtiznych kolonizacnich faktori

stiev produkuji kmeny ETEC tepelné stabilni a/nebo tepelné labilni enterotoxiny (podobné
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toxinu cholery), které stimuluji vystelku stiev. To vede k nadmérné sekreci tekutin vyvola-
vajici prijem. Enteroinvazivni E. coli (EIEC) napadad a nasledné se S$ifi mezi epitelialni
buiiky tlustého stieva a poskozuje epitelidlni vystelku. Diisledkem je vodnaty prijem casto
obsahujici krev. Enteroagregativni E.coli (EAEC) vyuziva fimbrie k v4zani na buiiky ten-
kého stfeva v malych shlucich. Nasledna produkce tepelné stabilniho enterotoxinu a cytoto-
xinu pravdépodobné zplsobuje prijjem u malych déti. Je stale Castéji uznavana jako pficina
perzistentnich prijma u dosp€lych v rozvojovych i primyslové vyspélych zemich. Entero-
hemoragické E. coli (EHEC) oznaCovana také jako Shiga-like toxigenni E. coli (STEC) vy-
kazuje zvySenou virulenci s potencialné vysokou umrtnosti. Infekce se projevuji nastupem
extrémné bolestivych biiSnich kfeci, naslednym vodnatym prijmem s krvi, zhorSenim he-
molytické anémie, trombocytopenie a selhanim ledvin. Diftzné adherentni E. coli (DAEC),
je spojena s vodnatymi prijmy u malych déti v rozvojovych i rozvinutych zemich. Zpiso-
buje také opakujici se infekce mocovych cest. Dusledky této perzistence jsou neznamé, ale
nékolik pozorovani naznacuje potencialni roli ve vyvoji chronického zanétlivého stievniho

onemocnéni [58, 59].

Obrazek 14 — Escherichia coli [60]

3.3.2 Staphylococcus aureus

Spahylococcus aureus patii mezi grampozitivni bakterie kulovitého typu. Vyskytuje se jed-
notlivé, nebo ve shlucich. Lze ji najit v pade, vodé, potravinach, ale je také soucasti kozni
mikroflory [55]. Ptiblizné 30 % lidské populace je kolonizovéano S. aureus. Je hlavni pfici-
nou bakterémie a infekéni endokarditidy, infekci souvisejicich s osteoartikularni, kozni a

meékkou tkani, a také Casto tvoii biofilm na povrSich medicinalnich instrument. Maze také
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zpusobovat infekce protetickych zafizeni, implantovatelnych srde¢nich zatizeni, intravasku-
larnich katétrti a dalSich [61]. Stafylokokova infekce se vyskytuje nejcastéji v kiizi a meék-
kych tkénich. Poruseni kiize a mukdzni obrany piedurcuje k potencidlné Zivot ohrozujici
invazivni stafylokokové infekci, nejcastéji se vyskytujici jako infekce zptisobena krvi. Tyto
invazivni infekce jsou stale castéji primarnim diisledkem slozitych 1ékaiskych postupti a te-
rapii. Problémem infekci je vSak rezistence S. aureus. Poprvé se rezistence projevila u né-
kolika kmeni vii¢i penicilinu. Kmeny S. aureus poté ziskali rezistenci na 1é¢iva s methicili-
nem (MRSA), které penicilin nahradily. Krom¢ rezistence na antibiotika vykazuji n¢které

kmeny odolnost vii¢i zelezu, manganu, zinku a mé&di [62].
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Obrazek 15 — Staphylococcus aureus [63]

3.4 Antimikrobialni rezistence

Jednim z hlavnich problému zpiisobenych biofilmy je jejich zvySena tolerance vuci antimi-
krobialnim latkdm, které narusuji 1écbu infekci souvisejicich s biofilmem v klinickych pod-
minkach [57]. ZvySeny vyvoj bakterialni rezistence na antibiotika a vysoky vyskyt infekci
jsou velmi znepokojivé, jelikoz mikrobidlni kontaminace je zdvaznym problémem v mnoha
oblastech. Zejména se jednd o biomedicinsky primysl, systémy c¢iSténi vody, baleni a skla-
dovani potravin [48]. Jednim z mechanismu rezistence biofilmi vii¢i antimikrobialnim ¢ini-
dlim je neschopnost latky proniknout do celé hloubky biofilmu, protoze polymerni latky
tvotici matrici biofilmu, zpomaluji diftizi antibiotik. Dal§im mechanismem je rychla zména

mikroprostiedi biofilmu, ktera vede k neaktivnosti antibiotik. Ve spodnich vrstvach biofilmu
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neni kyslik a vznika zde anaerobni prostfedi. Naptiklad aminoglykosidy nejsou v anaerob-
nim prostiedi aktivni. U biofilmti mize mald subpopulace bakterii reverzibiln¢ vstoupit do
pomalu rostouciho stavu. Tyto buiiky se oznacuji jako spici a jsou vysoce rezistentni vici
pusobeni antibiotik. Biofilmy se stavaji odolné nejen vii¢i antibiotiktim, ale také odolavaji

imunitni odpovédi [57].

Antibioticka rezistence je problémem hlavné u implantovanych zdravotnickych prostiedk.
Infekce je nejcastéji zpiisobena komenzalnimi bakteriemi, ¢asto pochazejicimi od hostitele.
Grampozitivni bakterie, véetné Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis, se na-
chézeji na 90 % vsech implantovanych zdravotnickych prostiedcich. Jiné bézné gramnega-
tivni organismy spojené s infekci biomateridli zahrnuji Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Proteus mirabilis a Proteus vulgarit [47].

Prevenci mohou byt riizna antimikrobidlni ¢inidla nebo povlaky schopné zabranit kolonizaci
povrchli materialii a tkdni mikroorganismy [48]. Antimikrobialni polymery piedstavuji
velmi slibnou tiidu terapeutik s jedine¢nymi vlastnostmi pro boj s mikrobidlnimi infekcemi

[34].
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4 METODY CHARAKTERIZACE ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY

Zavedeni novych antimikrobidlnich systému vyzaduje stanoveni metod, které mohou posou-
dit antimikrobialni aktivitu téchto latek. Testy antimikrobidlni citlivosti (AST) se rutinné
pouzivaji v klinickych mikrobiologickych laboratofich k vyhodnoceni citlivosti mikrobial-
nich patogenti nebo k detekci rezistence na antimikrobidlni latky. Metody ATS bézné zahr-
nuji difuzni metody, dilu¢ni metody (fedéni agaru a mikrodiluce bujonu) a jejich kombinace
(E-test) [64]. Nejcastéji pouzivanou technikou je diskova difizni metoda, ktera poskytuje
kvalitativni vysledek (zony) na rozdil od dilu¢nich metod, diky kterym ziskdme kvantitativni

vysledky [65].

4.1 Diftzni diskova metoda (Kirby-Baueriiv test)

Difizni diskova metoda, bézn¢€ oznacovana jako Kirby-Bauertuv test, poskytuje kvalitativni
miru u¢inku antimikrobialniho ¢inidla proti baktériim. Pfi této zkouSce se na naockovanou
agarovou pudu umisti disk se zndmym mnozstvim antimikrobidlniho ¢inidla. Antibiotikum
difunduje z disku do agaru a vznika tak koncentracni gradient 1éCiva. V disledku toho do-
chazi ke vzniku zény inhibice bakteridlniho ristu. Velké zony inhibice naznacuji, Ze testo-
vany organismus je citlivy, zatimco mald nebo nepfitomna zona inhibice indikuje rezistenci.
Primér inhibi¢ni zony se méti v mm a o citlivosti nebo rezistenci se rozhoduje podle tabul-
kovych hodnot. Tato metoda je jednoduchd, ekonomicka a existuje nékolik komeréné do-

stupnych diskt [64, 66].

Obrazek 16 — Difuzni diskova metoda — testovani antimikrobidlnich viastnosti antibiotika

Penicilin/Streptomycin, Centrum polymernich systéemu ve Zliné
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4.2 Stokesuv test

Stokestv test se 1isi od difuzni diskové metody v pouziti jak kontrolniho, tak testovaciho
kmene na stejné desce. Stokesova diskova difuzni technika neni tak vysoce standardizovana
jako Kirby-Bauerova technika a je pouzivana v laboratofich, zejména pokud nelze zarucit
pfesné mnozstvi antimikrobialnich latek na disku. Kontrolni bakteridlni kultura je inokulo-
vana ¢astecn¢ na povrchu agarové desky a testovana bakterialni suspenze je inokulovana na

zbylou c¢ast. Disky jsou umistény pfesné na rozhrani (obrazek 17) [66].

[ Testovaci bakterie ]

| Z6ny inhibice |

[ Kontrolni bakterie I

Obrazek 17 — Stokesiiv test, upraveno dle [66]

4.3 Diluéni metoda

Tato metoda se pouziva pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) antimikrobi-
alnich latek. Dilu¢ni metoda se provadi fedénim antimikrobidlnich ¢inidel bud’ v agarovém
médiu, nebo v médiu bujénu. Redéni (obrazek 18) zahrnuje ptipravu sériovych roztokti an-
timikrobialnich ¢inidel, které jsou nao€kovany standardnim po¢tem mikroorganismi ve zku-
mavkach a jsou inkubovany ptes noc. Buniky se zkoumaji na viditelny rist bakterii zdkalem.
Nejmensi koncentrace antimikrobidlniho Cinidla, ktera zabranuje vzniku zakalu, se povazuje
za MIC, obvykle vyjadiend v pg/ml nebo mg/l. Kromé stanoveni MIC lze také odhadnout
minimalni baktericidni koncentraci (MBC). Hlavni vyhodou této techniky je generovani
kvantitativniho vysledku. Nevyhodou jsou mozné chyby pfi ptiprave roztoka antibiotik [64,

66].
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1ml 1ml 1mi

9ml
bujénu v
kaidé
zkumavce

Plvodni
inokulum

Redéni
1:10 1:100

11:10..00 1:100,000

Vypodéet: Poéet kolonii na desce x reciproéni fedéni vzorku = poéet bakterii / ml

Obrazek 18 — Dilucni metoda, upraveno dle [67]

4.4 E-test

E-test je metoda zaloZend na difuizi kontinudlniho koncentra¢niho gradientu antimikrobidl-
niho ¢inidla z plastového prouzku do agaru (obrazek 19). Tato nové vyvinuta in vitro tech-
nika byla vytvorena k pfekonani né€kolika nevyhod ptedeslych metod a také k zachovani
principu metody fedéni agaru, ¢imz vznika piesny, reprodukovatelny referencni kvantita-
tivni vysledek MIC [65]. Bakterie se péstuji na agarové desce a testovaci plastovy pasek se
umisti na povrch. Nasledné antimikrobidlni ¢inidlo difunduje do agaru a generuje se expo-
nencialni gradient antimikrobialni koncentrace. Po inkubaci Ize MIC piimo odecist z testo-
vaciho prouzku podle pokynt vyrobce, kde se eliptickd zéna inhibice protina s méfitkem

MIC na pasu [64].

Obrazek 19 — E-test [66]
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4.5 Sledovani mikrobialniho vyvoje a adaptace

Zvyseni odolnosti bakterii proti antibiotikiim vedlo k fad¢ studii zaméfenych na pochopeni
tohoto problému. Studie Baym a kol. uvadi experimentalni zatizeni pro testovani chovani
bakterii, které umoziiuje jejich migraci a adaptaci ve velkém prostorové strukturovaném pro-
stiedi (obrazek 20). Tato metoda poskytuje moznost studia mikrobidlni adaptace a pirimou
vizualizaci evolucni dynamiky. Postupem ¢asu dochazi ke vzniku rezistence a u nékterych
linii k fenotypovym i genotypovym zménam. V piirozeném a klinickém prostredi migruji
bakterie do prostorové odlisnych oblasti a strukturované mikroprostiedi zvysuje miru adap-

tace na antibiotika prostfednictvim genetickych zmén.

Ve studii Baym a kol. byla proto vytvotena velka akrylatova deska o rozmérech 120 x 60 cm
obsahujici agar se symetrickym c¢tyi'stupiiovym gradientem postupujicim smérem dovnitt s
nartistem koncentrace antibiotik trimethoprimu (TMP) a ciprofloxacinu (CPR). Velky roz-
mér desky zajist'uje rozsahlou populaci a tim miru mutaci v ni a zaroven udrzuje antibioticky
gradient navzdory difuzi. Poté byly na jednom misté desky s nulovou koncentraci antibiotik
inokulovany bakterie E. coli. Bakterie vyuzivaji Ziviny lokéln¢, a pak se roz§ifuji chemotaxi
do jinych oblasti. Protoze se koncentrace antimikrobidlni latky zvysuje, dochézi ke vzniku
odolngjSich mutantt, ktefi se mohou dale rozsifit na ¢asti obsahujici vys$i mnozZstvi antibi-
otické latky. Vzhledem k tomu, Ze v populaci vznikaji rezistentni mutanti, jejich potomci
migruji do dal§iho stupné koncentrace antimikrobidlni latky a vyvijeji se. Pfilehlé mutantni
linie navzajem soupefi o omezeny prostor, coZ vede k tomu, ze n€které linie tpln¢ blokuji
rust ostatnich. Kdyz odolné;jsi linie dosdhnou dalsi zvySené urovné koncentrace antibiotika,
pii které také nejsou schopny rist, vzniknou sekundérni mutace a proces se opakuje. Nako-
nec bakterie dosahuji a pfekracuji nejvyssi koncentraci 1é¢iva, coZ ukazuje na znacny nartst
rezistence vici antibiotiku. Fenotypizace mutantii z oblasti s nejvyssi koncentraci vykazuje

faktor zvyseni MIC.

Toto experimentalni zafizeni neni ur€eno k pfimému simulovani pfirozeného nebo klinic-
kého prostiedi, ale zachycuje jedinecné aspekty evoluce. Na rozdil od kratkodobych testi,
které nepostihuji dynamiku vyvoje vztahu mezi mikroorganismy a pfisluSnym materidlem,
umoziuje tento prostorovy gradient adaptaci bakterii takovému prosttedi, které pii kratko-

dobych testech jejich rlist inhibuje [68].
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Obrazek 20 — Experimentalni zarizeni pro studium mikrobialni evoluce v prosto-
rové strukturovaném prostiedi. (A) Ctyistupiiovy gradient trimethoprimu. Antibi-
otikum se pridava v sekcich, aby exponencialni gradient stoupal dovnitr. (B)
Deska s gradientem trimethoprimu po 12 dnech. (C) Casosbérné snimky cdsti

desky. Opakovana mutace a selekce Ilze videt v kazdém kroku [68].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A METODIKA

5.1 Kultiva¢ni médium

Pro kultivaci bakterii byl pouzit Trypton — sojovy agar (TSA) znacky Himedia, ref. M290-
500G. U provedenych testl byl pro rast bakterii pouzit nejprve Plate Count agar (PCA)
znacky Himedia, ref. M091-500G, pozd¢ji Mueller Hinton agar (MH) znacky Himedia, ref.
M173-500G.

5.1.1 Trypton - sojovy agar

Trypton — sojovy agar je univerzalni médium pouzivané pro kultivaci nutricné naro¢nych i
nendro¢nych mikroorganismi a pro kontrolu mikrobialnich limith u nesterilnich materiali.

Bylo navazeno 16,0 g TSA, ktery byl rozpustén ve 400 ml destilované vody. Agar byl poté
sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Konec¢né pH pfi teploté 25 °C je 7,3 +

0,2. Slozeni Trypton - sojového agaru je v tabulce 1.

Tabulka 1 — Slozeni Trypton — sojového agaru

SloZeni MnozZstvi
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15,0 g/l
Sojovy pepton 5,0 g/l
Chlorid sodny 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l

5.1.2 Plate Count agar

Plate Count agar se pouziva pro stanoveni poctu mikroorganismt v potravinach, vod¢, od-

padni vodé€ a také na klinickych vzorcich.

Bylo navéazeno 9,4 g PCA, ktery byl rozpustén ve 400 ml destilované vody. Agar byl poté
sterilizovan v autokladvu pii 121 °C po dobu 15 minut. Konecné pH pfi teplote 25 °C je 7,0 +

0,2. Slozeni Plate Count agaru je v tabulce 2.
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Tabulka 2 — Slozeni Plate Count agaru

Slozeni MnozZstvi
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,0 g/l
Kvasnicovy extrakt 2,5 g/1
Glukosa 1,0 g/1
Agar 15,0 g/l

5.1.3 Mueller Hinton agar

Mueller Hinton agar se pouziva pro kultivaci patogennich druhli Neisseria a pro stanoveni

citlivosti mikroorganismi k antimikrobialnim latkam difuzni diskovou metodou.

Bylo navazeno 15,2 g MH, ktery byl rozpustén ve 400 ml destilované vody. Agar byl poté
sterilizovéan v autokldvu pti 121 °C po dobu 15 minut. Konec¢né pH pfi teploté 25 °C je 7,3 +

0,1. SloZeni Mueller Hinton agaru je v tabulce 3.

Tabulka 3 — Slozeni Mueller Hinton agaru

Slozeni MnoZstvi
Hovézi masova infuse 300,0 g/l
Kysely hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
Skrob 1,5 g/l
Agar 17,0 g/l

5.2 Bakterie

Pro testovani antimikrobialni aktivity polymeri byly pouzity bakterie z Ceské sbirky mikro-

organismi v Brné.

5.2.1 Escherichia coli CCM 4517

Zdrojem jsou lidské vykaly. Pouziva se pro stanoveni antimikrobiélnich ¢inidel v pracovnich
kapalinach, antimikrobialnich konzervacnich prostfedkii a o€nich piipravka. Patii do rizi-

kové skupiny 2. Doporucené kultivaéni médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69].
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5.2.2 Escherichia coli CCM 3954

Jedna se o biofilm tvofici bakterii, jejimz zdrojem je klinicky izolat. Je to mezinarodni stan-
dardni referencni kmen pro testovani citlivosti na antibakterialni disk. Pouziva se také pro
kontrolu kvality antimikrobialni citlivosti pomoci veterinarnich antimikrobidlnich latek. Do-

porucené kultivaéni médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69].

5.2.3 Staphylococcus aureus CCM 4516

Zdrojem je lidska 1éze. Pouziva se pro stanoveni antimikrobialnich ¢inidel v pracovnich ka-
palinach, antimikrobialnich konzervacnich prostiedk a o¢nich ptipravkd, je to kontrolni
kmen pro chemické dezinfekeni prostiedky a antiseptické zkousky. Patii do rizikové skupiny

2. Doporucené kultivacni médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69].

5.2.4 Staphylococcus aureus CCM 2022

Je to biofilm tvofici bakterie, ktera se pouziva se pro test neomycinu v télnich tekutinach,
krmivech, mléku a farmaceutickych ptipravcich, pro turbidimetricky test tetracyklinu, chlor-
tetracyklinu a oxytetracyklinu a pro testovani sterility. Patii do rizikové skupiny 2. Doporu-

¢ené kultivacni médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69].

5.3 Testované latky

Testovaci metody byly provedeny u nésledujicich dostupnych latek; rozvétveného polyethy-
leniminu (PEI), polyethylenglykolu s primérnou molekulovou hmotnosti 400 (PEG 400),
polyethylenglykolu s primérnou molekulovou hmotnosti 600 (PEG 600), dale pak u mono-
mert vodivych polymert anilinu a pyrolu, které se mohou v polymeru vyskytovat jako rezi-

dua. Testy byly provedeny také u antibiotika Penicilin/Streptomycin.

5.3.1 Polyethylenimin

Z literatury bylo zjiSténo, Ze PEI vykazuje antimikrobidlni U€inky proti S. aureus 1 E. coli
[70]. Pro testovani byl pouzit rozvétveny polyethylenimin znacky Sigma Aldrich
(kat. ¢. 408719) s primérnou molekulovou hmotnosti 800 (obrazek 21). PouZziva se na de-
tergenty, lepidla, Gpravu vody, tiskatské barvy, barviva, v kosmetice a papirenském pri-

myslu, dale jako promotor adheze, laminovaci zaklad, fixacni ¢inidlo, flokulant, kationtovy
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dispergator, zlepSovac stability, povrchovy aktivator, chelata¢ni ¢inidlo, lapa¢ aldehydt a

oxidu [13].

NN e bet

N N N
HgN/\v \/"\H/\\/ \,/\’J\l/\\/ \//\NHQ
HQN/\\‘/N\/\NHQ

- —In

Obrazek 21 — Strukturni vzorec rozvétveného polyethyleniminu [13]

5.3.2 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol je synteticky, hydrofilni, biokompatibilni polymer s Sirokym pouzitim v
biomedicinskych a jinych aplikacich. Casto je provadéna biokonjugace s PEG, coZ je kova-
lentni konjugace s latkami jako jsou peptidy, proteiny nebo oligonukleotidy s PEG pro opti-
malizaci farmakokinetickych vlastnosti. Pfi podavani 1é€iva mohou byt PEG pouzity jako
linkery pro konjugaty protilatka — 1¢k nebo jako povrchovy povlak ¢astic pro zlepseni systé-
mového dodavani 1éciva.

Pro testovani byl pouZit polyetylenglykol znacky Sigma Aldrich (kat. ¢. 807485) s pramér-
nou molekulovou hmotnosti 400 a polyetylenglykol znacky Sigma Aldrich (kat. ¢. 202401)
s primérnou molekulovou hmotnosti 600 [13]. Na obrazku 22 je strukturni vzorec polyethy-

lenglykolu.

O
H nOH

Obrazek 22 — Strukturni vzorec polyethylenglykolu [13]

5.3.3 Pyrol

Antibakterialni vlastnosti patfi mezi nejatraktivnéjsi vlastnosti latek modifikovanych vodi-

vymi polymery [71]. Polypyrol se fadi mezi nejvice studované vodivé polymery. Polypyrol



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

ma mnoho vynikajicich vlastnosti, naptiklad dobrou in vitro a in vivo biokompatibilitu, dob-
rou chemickou stabilitu a pfiméfené vysokou vodivost za fyziologickych podminek. Miize
byt snadno modifikovan tak, aby byl vhodné&jsi pro biomedicinské aplikace prostfednictvim
zabudovani bioaktivnich molekul. Pouziva se v mnoha aplikacich, vcetné€ palivovych ¢lank,
ochrany proti korozi, pocitacovych displeji, mikrochirurgickych nastrojt, biosenzori a sys-
tému s fizenym uvoliiovanim 1&¢iv [72].

Pro testovani byl pouzit pyrol znacky Sigma Aldrich (kat. ¢. 131709). Tento typ se také po-
uziva pti elektropolymeraci makroporéznich vodivych polymernich filmi, nebo ke studiu

vazby 1,2,3-triazolu na pyrrol [13]. Strukturni vzorec pyrolu je na obrazku 23.

)

N
H

Obrazek 23 — Strukturni vzorec pyrolu [13]

5.3.4 Anilin

Druhy velmi zkoumany vodivy polymer je polyanilin (PANI). PANI byl zkouman pro bio-
senzory, neuralni sondy, aplikace pro fizené uvoliovani 1é¢iv a tkanové inZenyrstvi [72].
Bylo zjiSténo, Ze polyanilin vykazuje antibakterialni aktivitu v disledku rtiznych faktord,
jako je povrchova hydrofilita a elektrostatickd adsorpce mezi polyanilinem a bakteriemi,
pfimy kontakt mezi materidlem a bakteridlnimi buikami a pfitomnost aminoskupin [71].
Také nekteré PANI kopolymery vykazovaly vysokou antibakteridlni aktivitu, coZ z nich €ini

vynikajici materialy pro pouZiti v tkdnovém inzenyrstvi [72].

Pro testovani byl pouzit anilin znacky Sigma Aldrich (kat. ¢. 242284), jehoz strukturni vzo-
rec je na obrazku 24. Je to aromaticky primarni amin, ktery mlize byt pouzit jako reaktant
pfi syntéze organickych meziproduktl, jako je 3-chlor-N-fenylpyridin-2-amin, (Z)-me-
thyl 3-(fenylamino)but-2-enoat-2-jod-N-fenylbenzamidu, 2,4-dichlorchinolinu a N-(2-pro-

pynyl) anilinu. Je ve vodé rozpustny a pfi skladovani tmavne na ¢ervenohnédou barvu [13].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

NH»

Obrazek 24 — Strukturni vzorec anilinu [13]

5.3.5 Antibiotikum Penicilin/Streptomycin

Pouziva se pro prevenci bakterialni kontaminace bunéénych kultur v diisledku jejich tcin-
ného kombinovaného piisobeni proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Penicilin
je ziskéan z plisni Penicillium, které pusobi tak, Ze ptimo interferuji s bakterialni bunéénou
sténou a nepiimo spousti uvoliiovani enzymi, které meéni bunéénou sténu. Streptomycin je
purifikovan ze Streptomyces griseus. Zpusobuje inhibici syntézy proteinti a tim smrt citli-
vych bakterii [73]. Pro testovani bylo pouZzito antibiotikum Penicilin/Streptomycin znacky

Biosera.

5.4 Inokulace bakterii

K inokulaci bakterii byla pouzita metoda kiizového roztéru. Princip spociva v postupném

fedéni vzorku, kdy na konci ziskdme dil¢i kolonie bakterii.

Na povrch kultivacniho média je pomoci sterilni vyzihané klicky pfenesen vzorek, ktery je
nasledné klickou rozetfen. Poté je klicka vyZzihana a taZzenim ptes vzorek jsou rozetfeny do
3 — 4 pruhti. Znovu je kli¢ka vyzihana a opét taZzenim vytvofeny dalsi 3 — 4 pruhy pfes pl-
vodni. Tento krok je proveden jesté jednou a pies posledni pruhy je vyzihanou kli¢kou ply-
nulym tahem rozetfena kultura bakterii ve tvaru tzv. hadka, viz obrazek 25. Tim dojde k

oddéleni jednotlivych kolonii.
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Zihani klitky

Inokulum Zihani klicky

Zihani klicky

Rist jednotlivych kolonii

Obrazek 25 — Krizovy rozter, upraveno dle [74]

5.5 Experimentalni usporadani

Pro zji$téni antimikrobidlniho uc¢inku testovanych latek byla pouzita difuzni diskova metoda,
jejiz postup je oveteny a vyhodou je asova nenaroc¢nost. Byly testovany riizné koncentrace
latek. Stejné koncentrace testovanych latek byly nasledné pouZity pfi tvofeni koncentracniho

gradientu u testovani mikrobialniho vyvoje a adaptace bakterii.
5.5.1 Difizni diskova metoda

5.5.1.1 Priprava bakterialni suspenze

Inkubace testovanych bakterii probihala 24 h pted provedenim testu pii teploté 35 °C. Do
zkumavky bylo nalito 5 ml sterilniho fyziologického roztoku. Pomoci vyZihané kli¢ky byly
testované bakterie v mnoZstvi pfiblizné 10° — 10% vpraveny do zkumavky a promichany po-

uzitim tiepacky Vortex V-1 plus. Vznikla suspenze byla nasledné aplikovana mikropipetou.

5.5.1.2 Ockovani Mueller Hinton agaru

Do stfedu prazdné Petriho misky byl pipetovan 1 ml bakterialni suspenze. Nasledné byla
suspenze zalita 20 ml MH agaru vytemperovaného na 48 °C. Ve bylo dikladné promichano

krouZivym pohybem. Mezitim byl sterilizovan korkovrt v 70 % etanolu. Do ztuhlého agaru
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byly korkovrtem vyhloubeny dva kruhové otvory o priméru 9 mm. Nasledné byla do vznik-

lych otvorh pipetovana jednotlivd mnozstvi testovanych latek, viz tabulka 4. S vyjimkou

PEI, PEG 400 a PEG 600 bylo do otvorti pfimo pipetovano mnozstvi testované latky. Kviili

vysoké viskozité PEI, PEG 400 a PEG 600 bylo dané mnozstvi téchto latek navazeno, roz-

pusténo v 1 ml destilované vody a poté pipetovano do jamek 100 pl vzniklého roztoku.

Vzorky byly inkubovany po dobu 24 h pfi teploté 35 °C.

Tabulka 4 — Mnozstvi testovanych latek difuzni diskovou metodou

Testovana latka Tlfjl:;filela Mnozstvi testované latky
5 10 20 30 40
E. coli 100 pl
CCM 4517 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
5 10 20 30 40
S. aureus 100 pl
CCM 4516 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Polyethylenimin 5 10 20 30 m
E. coli
CCM 3954 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
5 10 20 30 40
S. aureus
CCM 2022 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
45 50 55 60 100 | 200 300
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
400 500 700 900 | 1000 | 1100 | 1200
E. coli
CCM 4517 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
1500 | 1700 | 2000
50pul | 70 ul | 100 pl
mg/ml | mg/ml | mg/ml
Polyethylenglykol
400 5 10 20 30 40 45 50
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
55 60 100 150 | 200 300 | 400
S. aureus
CCM 4516 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
500 800 | 1000
50ul | 70 ul | 100 pl
mg/ml | mg/ml | mg/ml
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50 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
700 800 | 900 | 1100 | 1200 | 1500 | 1700
E. coli
Polyethylenglykol | CCM 4517 | mg/ml | mg/ml| mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
600
2000
100 pl
mg/ml
S. aureus | 100 ul*
CCM 4516
E. coli Sul | 10l | 20 ul | 30 ul | 40 pl | 100 pl
CCM 4517
S. aureus Sul | 10l | 20 ul | 30 ul | 40 pl | 100 pl
Pyrol CCM 4516
E. coli Spul | 10l | 20 ul | 30 ul | 40 pl
CCM 3954
S. aureus Spul | 10l | 20 ul | 30 ul | 40 pl
CCM 2022
E. coli Sul | 10pul | 20 pul | 30 ul | 40 ul | 100 pl
CCM 4517
S. aureus Sul | 10pul | 20 pul | 30 ul | 40 ul | 100 pl
Anilin CCM 4516
E. coli Sul | 10pul | 20l | 30 ul | 40 pl
CCM 3954
S. aureus S5ul 10pul | 20 ul | 30 ul | 40 pl
CCM 2022
E. coli Sul | 10pul | 20 ul | 30 ul | 40 ul | 100 pl
CCM 4517
S. aureus Sul 10ul | 20 ul | 30 ul | 40 pnl | 100 pl
Penicilin/ CCM 4516
Streptomycin E. coli Sul | 10pul | 20l | 30 ul | 40 pl
CCM 3954
S. aureus Sul | 10l | 20 ul | 30 ul | 40 pl
CCM 2022

* NiZz8i koncentrace nebyly testovany z diivodu net¢innosti, vyssi by naopak musely byt

testovany za jinych podminek.

5.5.1.3 Vyhodnoceni Siiky inhibicnich zon

Vznikl¢ inhibi¢ni zény byly vyhodnoceny pomoci systému Scan 500 inhibiton zone reader

znacky Interscience. Na obrazku 22 je ukazéan rozdil u¢innosti polyethyleniminu a antibio-

tika Penicilin/Streptomycin.
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Obrazek 26 — Inhibicni zony testovanych latek, polyethyleniminu a antibiotika Penici-

lin/Streptomycin

5.5.2 Testovani mikrobialniho vyvoje a adaptace

Stézejnim bodem této prace bylo navrhnout a otestovat metodu, diky které je mozné sledovat
vyvoj a adaptaci jednotlivych bakterialnich kmeni na antimikrobialni latky. Byla zde snaha

pfipodobnit se experimentalnimu zatizeni, které popisuje studie Baym a kol.

Béhem navrhovani testovaci metody bylo nutno provést nékolik pokusii, nez bylo vytvoieno

takové experimentalni zafizeni, které 1ze pouzit pro sledovani vyvoje bakterii.

Pro vytvofeni experimentalniho zatfizeni byly pouZity nerezové formy o velikosti 4 x 6 cm,
které byly umistény do Petriho misky. Pomoci nerezové ptepazky bylo vytvoieno 6 bloki o
velikosti 1 x 4 cm ptfimo v Petriho misce (obrazek 27). Jako zivna pida byl pouzit MH agar,
ktery se pouziva pro stanoveni citlivosti mikroorganismu k antimikrobidlnim latkam disko-
vou difizni metodou a umozZni lepsi difuzi latek. Nerezova forma i1 prepazka byly sterilizo-
vany v 70 % etanolu a nasledné vyZihany nad kahanem. Nejprve bylo do formy nalito cca 5
ml MH agaru, po ztuhnuti byla do formy umisténa sterilni vyzihana ptepazka a do vzniklého
bloku byly nality 4 ml MH agaru. Tak bylo postupné vytvoteno vSech 6 blokli. Nasledné
bylo na prvni blok s nulovou koncentraci testované latky pipetovano 100 pl bakteridlni su-
spenze. Na povrch zbylych blokl byla pipetovana a rozetfena mnozstvi testovanych latek
uvedenych v tabulce 5. VSechny vzorky byly inkubovany pii 37 °C v inkubatoru, ve kterém

byla miska s vodou.
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Obrazek 27 — Ukdzka pripravy experimentalniho zarizeni pomoci nerezove formy
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou shrnuty vysledky diskové difizni metody a vysledky testovani mikrobi-

alniho vyvoje a adaptace na testované latky.

6.1 Vysledky diskové difuzni metody

Nasledujici obrazky grafi ukazuji vysledky diskové difizni metody. Svisla osa predstavuje
pramérnou velikost inhibi¢ni zony v mm a vodorovna osa ukazuje jednotliva mnozstvi tes-

tovanych latek.

PEI E.C. Zéna inhibice PEI E.C. Zona projasnéni

N
o

Pramer zény inhibice (mm)

n ® & g

Primér zény inhibice (mm)
=

4]

&
[
A

o}@
) N D ,,_,Q& bp&
Koncentrace

Koncentrace

Obrazek 28 — Velikosti zon inhibice (vlevo) a projasnéni (vpravo) pri testovani PEI proti E.
coli CCM 4517

PEI S.A. Z6na inhibice
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Obrazek 29 — Velikosti zon inhibice p7i testovani PEI proti S. aureus CCM 4516
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Obrazek 28 ukazuje ucinek rﬁzn)'/ch mnozstvi PEI na E. coli CCM 4517. Bylo zjiéténo, ze
(4,6 £0,0) mm, coz ukazuje pouze sniZeni ristu bakterii. Inhibice rGstu se projevila u
10 mg/ml PEI, ptficemz velikost inhibi¢ni zony je (2,8 £ 0,2) mm.

Na obrazku 29 lze vidét U¢inek riznych mnozstvi PEI na S. aureus CCM 4516. V tomto
ptipad¢ doslo k inhibici pfi 5 mg/ml PEI a velikost inhibi¢ni zony je (4,3 + 0,0) mm. Bylo
zjisténo, ze PEI vykazuje antibakteridlni Gcinky vici E. coli CCM 4517 a S. aureus
CCM 4516.
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Obrazek 30 — Velikosti zon inhibice pri testovani PEG 400 proti E. coli CCM 4517
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Obrazek 31 — Velikosti zon inhibice p7i testovani PEG 400 proti S. aureus CCM 4516
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Na obrazku 30 lze vidét ucinek PEG 400 na E. coli CCM 4517. Bylo testovano nékolik

koncentraci, pfi¢emz inhibi¢ni zéna (1,3 = 0,1) mm vznikla az u 100 ul PEG 400.

Utinek PEG 400 na S. aureus CCM 4516 je na obrazku 31. K inhibici doglo pti 70 pl
PEG 400, kde velikost inhibi¢ni zény je (1,0 £ 0,1) mm. Bylo zjisténo, ze PEG 400 nema
vyznamny antimikrobidlni u¢inek, protoze k inhibici sice doslo pfi vyssich koncentracich,
ale velikosti inhibi¢nich z6n byly velmi malé. Jelikoz 100 pl je maximélni mnozstvi, které

muze byt pipetovano do otvord za danych podminek, nebyl tento polymer dale testovan.

PEG 600 E.C. Zéna inhibice
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Obrazek 32 — Velikosti zon inhibice pri testovani PEG 600 proti E. coli CCM 4517

Obrazek 32 znazornuje vliv PEG 600 na E. coli CCM 4517. Podobné jako u PEG 400 zde
doSlo k minimalni inhibici pfi 2000 mg/ml PEG 600, kdy je velikost inhibi¢ni zony
(1,0 £ 0,0) mm. Pfi 100 pul PEG 600 je velikost inhibi¢ni zony (2,7 = 0,1) mm. Byl testovan
také ucinek PEG 600 na S. aureus CCM 4516, kde byla inhibi¢ni zona (0,2 + 0,1) mm pii
100 ul PEG 600. Tento polymer nevykazoval vyznamny antimikrobiélni Gi€inek, a proto ne-
byl dale testovan.
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Pyrol E.C. Zéna inhibice
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Obrazek 33 — Velikosti zon inhibice pri testovani pyrolu proti E. coli CCM 4517
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Obrazek 34 — Velikosti zon inhibice pri testovani pyrolu proti S. aureus CCM 4516

rém doslo k inhibici, odpovida 10 pl pyrolu, velikost inhibi¢ni zony je (1,2 £ 0,0) mm.

Na obrazku 34 je uc€inek pyrolu na S. aureus CCM 4516. I zde se minimalni inhibice proje-
vilaaz u 10 pl pyrolu a vznikla inhibi¢ni zéna o velikosti (0,2 + 0,2) mm. S rostoucim mnoz-
stvim pyrolu velikost inhibi¢nich zon roste. Bylo zjisténo, Ze pyrol vykazuje antibakterialni

aktivitu vuéi E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516.
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Anilin E.C. Zdna inhibice
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Obrazek 35 — Velikosti zon inhibice pri testovani anilinu proti E. coli CCM 4517
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Obrazek 36 — Velikosti zon inhibice p7i testovani anilinu proti S. aureus CCM 4516

Na obrazku 35 Ize vidét G¢inek anilinu na E. coli CCM 4517. Inhibi¢ni zona o velikosti (1,1

+ 0,0) mm vznikla u 10 pl anilinu.

V ptipadé S. aureus CCM 4516 (obrazek 36) doslo k minimalni inhibici jiz u 5 pl anilinu,
kde byla velikost zony (0,3 + 0,1) mm. Zajimavé takeé je, Ze velikost inhibi¢ni zony pii 40 pl
anilinu (10,1 £ 0,8) mm je vemni podobna velikosti zony, kterd vznikla pti 100 pl anilinu
(10,8 £ 0,1) mm. Byla zde potvrzena antibakterialni aktivita anilinu vici E. coli CCM 4517
a S. aureus CCM 4516.
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Pen/Strep E.C. Z6na ihibice Pen/Strep E.C. Zéna projasnéni
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Obrazek 37 — Velikosti zon inhibice (vlevo) a projasnéni (vpravo) pri testovani antibiotika

Penicilin/Streptomycin proti E. coli CCM 4517
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Obrdazek 38 — Velikosti zon inhibice pri testovani antibiotika Penicilin/Streptomycin proti S.

aureus CCM 4516

Obrazek 37 ukazuje ucinek antibiotika Penicilin/Streptomycin na E. coli CCM 4517. Pii
testovaném mnozstvi 10 pl Pen/Strep doslo pouze ke snizZeni riistu bakterii a vzniku zony
projasnéni (6,5 = 0,0) mm. Inhibi¢ni zéna o velikosti (1,3 = 0,1) mm vznikla u 30 pl
Pen/Strep. Inhibice ristu nebyla vysoka ani pi1 100 pl Pen/Strep, velikost zény je (3,1 + 0,0)

mm.

Aktivita proti S. aureus CCM 4516 (obrazek 38) je pomérné lepsi, protoze inhibi¢ni zéna o

velikosti (7,8 + 0,1) mm vznikla pfi nejniz§im testovaném mnozstvi 5 pl Pen/Strep. U 20 pl
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Pen/Strep doslo ke vzniku vétsi inhibi¢ni zény, nez pti vysSich koncentracich testované
latky. Jelikoz ve vSech ptipadech velikost inhibi¢nich zon roste se zvySujici se koncentraci
testované latky, tato zjiSténa hodnota je pravdépodobné nespravnd. Chyba mohla vzniknout

nepfesnym davkovanim agaru nebo latek.

Nasledujici obrazky grafi ukazuji vysledky diskové difuzni metody pro biofilm tvotici bak-
terie E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022. Ocekava se, ze budou tyto bakterie odolngjsi

vuci testovanym latkam.
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Obrazek 39 — Velikosti zon inhibice (vlevo) a projasnéni (vpravo) pri testovani PEI proti

E. coli CCM 3954
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Obrazek 40 — Velikosti zon inhibice p7i testovani PEI proti S. aureus CCM 2022
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v

vaném mnozstvi 5 mg/ml PEI vznikla zona projasnéni o velikosti (1,9 = 0,0) mm. Inhibice

rustu se projevila u 10 mg/ml PEI, pfi¢emz velikost inhibi¢ni zony je (1,3 + 0,2) mm.

Na obrazku 40 Ize vidét t€inek PEI na S. aureus CCM 2022. V tomto ptipad¢ doslo k inhi-

bici pti 5 mg/ml PEI a vzniku inhibi¢ni zony o velikosti (1,9 + 0,1) mm.
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Obrazek 41 — Velikosti zon inhibice pri testovani pyrolu proti E. coli CCM 3954
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Obrazek 42 — Velikosti zon inhibice p7i testovani pyrolu proti S. aureus CCM 2022

Na obrazku 41 lze vidét u€inek pyrolu na E. coli CCM 3954. K inhibici doSlo pfi 20 pl py-
rolu, kde je velikost inhibi¢ni zony (1,9 + 0,0) mm. Uginek pyrolu na S. aureus CCM 2022
ukazuje obrazek 42. I zde se inhibice projevila az u 20 ul pyrolu a vznikla inhibi¢ni zéna o

velikosti (1,2 £ 0,1) mm.
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Obrazek 43 — Velikosti zon inhibice pri testovani anilinu proti E. coli CCM 3954
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Obrazek 44 — Velikosti zon inhibice pri testovani anilinu proti S. aureus CCM 2022

Na obrazku 43 Ize vidét t€inek anilinu na E. coli CCM 3954. Inhibi¢ni z6na o velikosti (2,9

+ 0,0) mm vznikla u 10 pl anilinu.

V ptipad€ S. aureus CCM 2022 (obrazek 44) doslo k inhibici jiz u 5 pl anilinu, kde byla
velikost zony (0,9 = 1,2) mm, tento vysledek je vSak zatizen velkou odchylkou. Velikosti

inhibi¢nich z6n u 30, 40 a 50 pl anilinu se pohybuji kolem (5,0 = 0,1) mm.
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Obrazek 45 — Velikosti zon inhibice (vlievo) a projasnéni (vpravo) pri testovani antibiotika

Penicilin/Streptomycin proti E. coli CCM 3954
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Obrazek 46 — Velikosti zon inhibice (vlevo) a projasnéni (vpravo) pri testovani antibiotika

Penicilin/Streptomycin proti S. aureus CCM 2022

Obrazek 45 ukazuje u¢inek antibiotika Penicilin/Streptomycin na E. coli CCM 3954. Zadna
z testovanych koncentraci neméla inhibi¢ni G€inek, doslo pouze ke sniZeni rlstu a vzniku
zony projasnéni o velikosti (7,7 £ 0,6) mm u 30 pl Pen/Strep a (7,4 = 0,0) mm u 40 pl
Pen/Strep.

Antimikrobialni aktivita proti S. aureus CCM 2022 (obrazek 46) je pomérné lepsi, protoze
zde doslo ke vzniku inhibicni zény o velikosti (1,6 £ 0,1) mm pii 30 pl Pen/Strep. Zona

projasnéni o velikosti (7,1 £ 0,1) mm vznikla pti 5 pl Pen/Strep.
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Po porovnani vysledk ti¢inku PEI na biofilm netvofici a biofilm tvofici bakterie bylo zjis-
téno, ze u biofilm tvoticich bakterii vznikly mensi zony inhibice, coz se o¢ekavalo. U obou
kmeni E. coli pti 5 mg/ml PEI doslo pouze ke vzniku zony projasnéni a samotna inhibice
rustu se projevila az u 10 mg/ml PEL V ptipad¢€ obou kment S. aureus doslo k inhibici jiz

pfi 5 mg/ml PEL

Antimikrobidlni aktivita PEG 400 a PEG 600 se projevila v minimdlni mife az pii vysokych
koncentracich. Testovani vysSich koncentraci by muselo probihat za jinych podminek, proto

v této praci PEG nebyl dale zkouman.

Dale byly testovany monomery pyrol a anilin, které mohou v polymerech zstavat jako re-
zidua. U obou byla prokazana antibakterialni aktivita vii¢i vSem testovanym kmentim. V pfi-
padé pyrolu doslo k inhibici u biofilm netvoficich bakterii pti 10 pl pyrolu na rozdil od bio-
film tvoficich, kde se inhibice projevila pti 20 pl pyrolu. Bylo také zjiSténo, Ze pyrol ma
lepsi antimikrobidlni U€inky na E. coli. U anilinu je tomu naopak, protoze plisobi u€innéji
proti S. aureus, protoze doslo k inhibici jiz pfi 5 pl anilinu, na rozdil od kment E. coli, u

kterych se inhibice projevila pii 10 pl anilinu.

Antibiotikum Penicilin/Streptomycin se ukazalo jako vice uc¢inné proti kmentm S. aureus.
U S. aureus CCM 4516 doslo k inhibici jiz pti 5 ul Pen/Strep, kdezto u E. coli CCM 4517
se inhibice projevila az pti 30 pl Pen/Strep. Z obrazku 45 je patrné, ze Zadna z testovanych

koncentraci neméla inhibi¢ni uéinek na E. coli CCM 3954.

Antimikrobidlni aktivita linedrnich (L) a rozvétvenych (B) PEI s rozsahem molekulovych
hmotnosti 500 — 12000 je popséana ve studii Gibney a kol. V této studii byly stanoveny mi-
nimalni inhibi¢ni koncentrace polymeri nezbytné pro uplnou inhibici ristu bakterii za stan-
dardnich testovacich podminek. Roztoky B-PEI byly pfipraveny pouze pomoci pufru (0,01
% kyseliny octové a smési kyseliny octové a 5 % ethanolu) a L-PEI byly nejprve rozpustény
v ethanolu a dvakrat zfedény 0,01 % kyselinou octovou. Tyto zasobni roztoky byly smichany
s bakterialnim roztokem v médiu MH pro stanoveni MIC. Pro B-PEI s molekulovou hmot-
nosti 600 byla MIC (500 pg/ml) proti E. coli. Nejnizsi hodnota MIC (250 pg/ml) proti E.
coli byla zaznamendna u B-PEI s molekulovou hmotnosti 1800 zatimco B-PEI s molekulo-
vou hmotnosti 10000 nevykazoval Zadnou antimikrobidlni aktivitu (MIC > 1000 pg/ml).
Zvyseni molekulové hmotnosti tedy nezvySuje antibakterialni aktivitu. Pfi testovani aktivity

proti S. aureus byly hodnoty MIC B-PEI (16 — 31 pg/ml) [70].
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Lze vidét, Ze pro inhibici stacilo velmi malé mnozstvi polymeru. Inhibice mohla byt z ¢asti
také zptisobena pfidavkem ethanolu a kyselin obsazenych v pufru, kdezto v naSem experi-
mentu byl PEI smichan pouze s destilovanou vodou. Rozdilnost vysledkii miize byt zpiiso-
bena také vybérem riznych testovanych kmena. Antimikrobialni ucinek PEI proti biofilm
tvoticim bakteriim E. coli a S. aureus byl prokazan ve studii Barros a kol. Byly provedeny
testy adheze a biofilmu a stanovena MIC PEI Testované koncentrace se pohybovaly v roz-
mezi od 3200 do 6,25 mg/l PEL. MIC PEI pro bakterie byla 400 mg/1. Bylo také zjisténo, ze
u vSech kment doslo k adhezi na povrch, nicmén¢ tato adheze byla vyznamné snizena v
pfitomnosti vSech testovanych koncentraci PEIL. Objevy této studie potvrdily antimikrobidlni

aktivitu PEI a lze ho povazovat za zajimavou slou¢eninu pro endodontickou 1écbu [75].

Ve studii Nalawade a kol. byla jiz zkouména antimikrobialni aktivita polyethylenglykolu.
Bylo zjisténo, ze polyethylenglykol s molekulovou hmotnosti 1000 je nejuc¢inné;jsi bakteri-
cidni ¢inidlo proti S. mutans a E. coli, protoze vykazoval baktericidni aktivitu jiz pti 25 %
koncentraci, kdezto PEG 400 vykazoval podobnou baktericidni aktivitu pouze pii 100 %
koncentraci proti vS§em vybranym organismtm. Proti S. aureus vykazoval aktivitu PEG 1000
pouze pii 100 % koncentraci. Antimikrobidlni aktivita PEG 1000 mlze souviset s hydrofilni
vlastnosti PEG. Odstranéni vody pravdépodobné neumoziiuje mikrobidlni rast, protoze ur-
¢ité mnozstvi vody je nezbytné pro mnozeni a vyvoj mikroorganismu [76]. Ve studii Carreira
a kol. lze najit, ze PEG 1000 byl schopen eliminovat 100 % testovanych mikroorganismu s
MIC 40 %. Avsak po snizeni oblemu PEG 1000 pod 30 %, n€které mikroorganismy byly

schopny riistu, zejména C. albicans a C. tropicalis [77].

Antimikrobidlni aktivita PEG 400 byla studovana jiz v roce 1982 ve studii Vaamonde a kol.,
kde byl zkouméan uc¢inek PEG proti kmenu S. aureus ATCC 6538. Ziskané vysledky ukazaly,
ze polyethylenglykoly s molekulovou hmotnosti 200 a 400 maji inhibi¢ni u¢inek na rist této
bakterie [78]. O PEG 400 se zajimali také ve studii Chirife a kol. v roce 1983, kde bylo
zjisténo, ze koncentrované roztoky PEG 400 maji vyznamnou antibakteridlni ti¢innost proti
riznym patogennim bakteriim, véetné K. pneumoniae, P. aeruginosa, E.coli a S. aureus.
PEG byl pfidan k BHI (kultiva¢ni médium Brain Heart Infusion) pted sterilizaci. Po rozpus-
téni PEG 400 se hodnota pH upravila na 7,0 ptfidavkem 8N kyseliny chlorovodikové. Kon-
centrace PEG 400 v médiu byla upravena na 1,6 g PEG 400 na 1 g vody, v nékterych expe-
rimentech byla pouzita koncentrace 4,8 g PEG 400 na 1 g vody. Neni vSak jisté, zda antimi-

krobidlni ucinek vychazi ptimo z PEG 400 nebo je zpiisoben naptiklad ptidavkem kyseliny
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chlorovodikové [79]. Novéjsi studie Gomes a kol. (2002) naopak antimikrobidlni G¢inky
PEG 400 vyvraci [80].

Nedohledala jsem studie tykajici se testovani antimikrobidlni aktivity pyrolu a anilinu. Byly
vsak testovany antimikrobialni u¢inky polypyrolu a polyanilinu. Ve studii Marakova a kol.
byla zkoumdna antibakterialni aktivita bavinénych textilii potazenych vodivymi polymery s
nanesenymi Casticemi stfibra. Lze konstatovat, Zze zatimco antibakterialni aktivita baviny
potazené samotnym polypyrolem je uspokojiva, bavina obsahujici pouze polyanilin vyka-
zuje nedostateCnou antibakterialni aktivitu. Vysledky testii ukazaly, ze Cista bavlna neméla
zadnou antibakteridlni aktivitu. Ve srovnani s timto referentem vykazovala bavlna potazena
polypyrolem dobry antibakterialni u¢inek vzhledem k S. aureus. Antibakterialni aktivita to-

hoto vzorku proti gramnegativnim E. coli byla také dobra [81].

Ve studii Kucekova a kol. byla zkoumana citlivost bakterii proti koloidnimu polyanilinu.
Vysledky ukazaly, ze u gramnegativni E. coli byla uplna inhibice pozorovéna pifi koncentraci
3500 g/ml. U grampozitivni S. aureus byl antibakteridlni u¢inek poprvé pozorovan pfi nej-

vyssi testované koncentraci 8 500 g/ml [82].

Studie Shi a kol. popisuje vynikajici antibakterialni G¢innost polyanilinu (PANI) proti mi-
kroorganismiim Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Vysledkem tohoto vyzkumu je,
ze vodivé PANI a jeho kompozity / smési jsou uzite€né jako novy typ antibakteridlniho ¢i-
nidla a multifunkéniho materialu pro zlepSeni lidského zdravi a Zivotniho prostiedi [83].
Studie Dhivya a kol. se zabyva antimikrobidlnimi vlastnostmi rizn€ upravenych PANI (ky-
selinou pikrovou, kyselinou 3,5-dinitrobenzoovou a kyselinou chlorovodikovou) proti gram-
negativnim, grampozitivnim bakteriim a houbdm Candida albicans. Antimikrobidlni akti-
vita byla hodnocena metodou difuze agarové jamky. Vysledky testd ukézaly, Ze upravené
PANI zvysily antimikrobidlni u¢innost ve srovnédni s polyanilinovou emeraldinovou bazi.
Bylo zjisténo, Ze PANI-3,5-dinitrobenzoat vykazuje dvojnasobné niz$i antibakterialni akti-
vitu ve srovnani s kyselinou 3,5-dinitrobenzoovou. PANI vykazovaly zonu inhibi¢niho pri-
méru 14 — 24 mm na gramnegativni a grampozitivni bakterie, a proto mohou byt PANI syn-

tetizované v této praci povazovany za silné antibakteridlni latky [84].

6.2 Vysledky mikrobialniho vyvoje a adaptace

V prvnim experimentu byl pouzit PCA, ktery byl nalit do vicka kultivacni desti¢ky. Po ztuh-

nuti z néj byly vyfezdny obdélniky, které byly nasledné¢ umistény vedle sebe do nového
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vicka. Bakteridlni kmeny byly o¢kovany na povrch prvniho bloku, vzorek byl ptikryt dru-
hym vickem a inkubovén pti 37 °C v inkubatoru. V tomto ptipadé bohuzel nedoslo k pte-

rustani ptes jednotlivé bloky, protoze zfejmé bloky na sebe uplné nedoléhaly.

Pro dalsi pokusy bylo vyrobeno gumové tésnéni z EPDM, které bylo sterilizovano 96 %
etanolem. Vicka mikrotitracnich desticek byla také sterilizovana 96 % etanolem a UV zate-
nim v lamindrnim boxu Alpina po dobu 30 minut. Na vi¢ku byly vyznaceny useky Siroké 2
cm, pomoci tésnéni byly jednotlivé ¢asti oddéleny a byl do nich postupné nalit PCA (5 ml).
Bakterialni kmeny byly o¢kovany na povrch prvniho bloku, vzorek byl ptikryt druhym vic-
kem a zabalen do alobalu, kviili udrzeni vlhkosti vzorku a inkubovan pti 37 °C v inkubétoru.

Prertstani nebylo mozné sledovat z divodu kontaminace po celé plose vzorku.

U dalsich pokusi bylo snahou piedejit kontaminaci a to zabalenim vzorku do polyethylenové
folie, coz mélo stejny efekt jako pii pouziti alobalu. Poté byl pouZit polyethylenovy uzavi-
ratelny pytlik. V tomto pifipad€ bylo pfertstani bakterii pfes bloky minimalni, navic opét

doslo ke kontaminaci nejprve pii okrajich, poté bodové po celé plose, viz obrazek 47.

Obrazek 47 — Testovani preristani S. aureus pres vytvorené zony PCA. Cervené je ozna-

c¢ena oblast vzniku sekundarni kontaminace.

Vznikla kontaminace mohla byt zpiisobena pravé balenim vzorku, proto v dalSich experi-
mentech vzorky baleny nebyly. Misto toho byla do inkubéatoru umisténa miska s destilova-

nou vodou pro udrzeni vlhkosti.

Dalsi experimenty zahrnovaly pouziti dostupnych testovanych latek. Na jednotlivé bloky
agaru byla pipetovana zvolena mnozstvi antibiotik Penicilin/Streptomycin (2,5 — 30) pl a
(30 —-500) pl (obrazek 48), polyethyleniminu (30 — 500) mg a anilinu (30 — 500) mg, tak aby

byl vytvoien koncentracni gradient. V pfipadé anilinu a polyethyleniminu se kontaminace
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neobjevila. U vzorku s niz§im obsahem antibiotik byla kontaminace vyraznéjsi nez u vzorku

s obsahem vét§iho mnozstvi antibiotik.

Obrazek 48 — Testovani antibiotika Pen/Strep piisobiciho na E. coli CCM 451. Cervené je

oznacena oblast vzniku sekunddrni kontaminace.

Kontaminace mohla na vzorcich vzniknout z diivodu nedostate¢né tésnosti vicek. Proto byly
v dal$im kroku jednotlivé bloky pieneseny z vicka kultivacni desticky do Petriho misky,
ktera je uzptisobena pro bakterialni rist. Nicméné pfenaseni agaru z vicka do Petriho misky
bylo neSikovné. BohuZel i u tohoto postupu se v nékterych piipadech opét objevila kontami-
nace, viz obrazek 49. Ta mohla byt zplisobena nedostatecné sterilnim vickem nebo t€snénim

z EPDM.

4

Obrazek 49 — Testovani koncentraci (10, 20, 30, 40, 50) ul antibiotika Pen/Strep piisobicich

na E. coli CCM 4517. Cervené je oznacena oblast vzniku sekunddrni kontaminace.
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Na zaklad¢ vysledkl vyse uvedenych experimentti bylo pouzito finélni experimentalni zafi-

zeni, viz kapitola 5.5.2. Nasledujici vysledky se vztahuji k pouzité metod¢, ktera je v této

kapitole popsana.

Tabulka 5 — Shrnuti vysledkii preristani bakterii pres koncentracni gradient

, , 1. 2. 3. 4. 5.
Testovana | Testovana , , \ , . Visledek
latka bakterie | Z0na | zona | zona | zona | zona Vs
E. coli 10 20 30 40 50 |Od 5. dne prertstani.
CCM 4517 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | 33. den pies /2 1. zony.
Od 5. dne prerGstani,
S. aureus 5 10 20 30 40 |28.den kontaminovano
CCM 4516 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | pfi manipulaci.
33. den ptes ¥4 1. zOny.
PEI I. den pes 1. zonu, k
Eei | s |0 |20 |0 | g [Ldnpte s o
CCM 3954 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml 20. den pies ¥ 2. zony.
S.aureus | 5 | 10 | 20 | 30 | 40 |Ldenpreslozom
CCM 2022 | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml 5 zc')n)./ p
Od 4. dne pfertstani.
E coli 10. den pfes 1. zénu.
X 10 ul | 20 ul | 30 pl | 40 pul | 50 ul |24. den pfes 2. zonu.
CCM 4517 . »
Do 3. zény nepferoste
ani po 33 dnech.
Pyrol S aureus Od 7. dne ptertstani.
CCM 4516 10pul | 20 ul | 30 ul | 40 ul | 50 ul | 33. ’ den lokaln¢ pfes
1. z6nu.
E. coli Populace vyrazné nepie-
CCM 3954 20l 30l 40 pl 150 pul 60 pl rusta do 1. zony.
S. aureus Y s
CCM 2022 20 ul | 30 ul | 40 ul | 50 pl | 60 ul | Od 13. dne pteristani.
Od 1. dne tstup, kvuli di-
E. coli fuzi testované latky do
CCM 4517 10 pl | 20 ) 30 b} 40 ul | 50 pl zony s nulovou koncen-
traci latky.
Od 15. dne, pravdépo-
dobné vlivem diftze tes-
. S. aureus tované latky, vznik mu-
Anilin CCM 4516 S 10 pl 120l 30 ul) 40 tovanych bakterii v zoné
bez testované latky.
Od 28. dne prertstani.
E. coli Populace nepfertstd do
cCM 3954 | 1O | 20l 300l B0l S0 ul 0 i 56 20 dnech.
S. aureus Yoo s
CCM 2022 Sul | 10 ul | 20 ul | 30 pl | 40 pl | Od 20. dne pieristani.
E. coli Yo
Pen/Strep CCM 4517 10l | 20 ul | 30 ul | 40 pl | 50 pl | Od 2. dne ptertstani.
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2. den ptes "2 1. zbny,
kontaminace.
7. den ptes % 1. zény.

1. den pfes 1. zénu, kon-
taminace ve 3. a 5. zoné.

CCM 2022

S. aureus v o s s

CCM 4516 Sul | 10ul | 20 ul | 30 ul | 40 ul |Od ’2. dne preristani
2. zbny.
20. den ptes Y4 1. zOny.
Od 1. dne pfertstani.

E. coli 11. den ptes 1. zonu.

CCM 3954 A0 pl | S0 b} 60 ul |70 ul ) 80 pl Do 2. zbény nepieroste
ani po 20 dnech.
Od 1. dne pfertstani.

S. aureus Sul | 10l | 20l | 30 ul | 40 ul 20. den lokaln¢ pfes

1. z6nu.
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Obrazek 50 — Experimentadlni zarizeni s koncentracnim gradientem PEI pusobiciho na

E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (mnozstvi PEI v mg/ml)
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Obrazek 51 — Experimentalni zarizeni s koncentracnim gradientem pyrolu piisobiciho na
E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (mnozZstvi pyrolu v ul)
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Obrazek 52 — Experimentalni zarizeni s koncentracnim gradientem anilinu piisobiciho na
E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (mnozZstvi anilinu v ul)
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Penicilin / Streptomycin
E. Coli S. Aureus
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Obrazek 53 — Experimentdlni zarizeni s koncentracnim gradientem antibiotika Penici-
lin/Streptomycin pusobiciho na E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (mnoZstvi
Pen/Strep v ul)
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Na obrazku 50 je zobrazeno experimentalni zafizeni, na kterém byla testovana riznd mnoz-
stvi PEI ptisobici na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. E. coli od 5. dne
zacala pfertstat 1. zonu, na kterou bylo aplikovano 10 mg/ml PEIL 8. den pravdépodobné
doslo ke vzniku mutantnich bakterii, které se dale vyvijely az do konce experimentu. Expe-
riment byl sledovan 33 dni, ale tato doba nestacila pro pterosteni E. coli ptes 1. zénu. Po 33
dnech narostla populace ptes polovinu 1. zény. V ptipadé S. aureus doslo k prerustani také
5. den. I zde nejspis vznikly bakterie, které se dokézaly ptizptisobit prosttedi obsahujici tes-
tovanou latku a postupné prertistaly 1. zonu, na kterou bylo aplikovano 5 mg/ml PEI. Bohu-
zel 28. den doslo pfi manipulaci se vzorkem k jeho kontaminaci, coz ale nemélo nijak za-
sadni vliv na sledovani rstu. Po 33 dnech populace pterostla % 1. zony. Bylo zjisténo, ze
10 mg/ml PEI neni dostatecné mnozstvi, které by inhibovalo riist testované E. coli, stejné

tak nestaci 5 mg/ml PEI pro inhibici ristu S. aureus.

Obrazek 51 ukazuje experimentalni zafizeni, na kterém byla testovana riiznd mnozstvi py-
rolu plsobici na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. U E. coli dochazi k pte-
rustani po 4 dnech od zacatku experimentu. Pieriistani je zde pomérmné rychlé a 10. den se
populace dostala pies 1. zonu, na kterou bylo aplikovano 10 pl pyrolu. Dal$i hranice doséhla
24. den, kdy pterostla 2. zonu, na kterou bylo aplikovano 20 pl pyrolu. Poté se rtist a tvorba
mutantnich bakterii zastavila a ani po 33 dnech nedoslo k ptertstani do 3. zény s obsahem
pyrolu 30 ul. U S. aureus byl vyvoj pomalejsi, preristani do 1. zony zacalo 7. den. Po 33
dnech populace lokalné pterostla pfes 1. zonu, na kterou bylo aplikovano 10 ul pyrolu. Bylo
zjisténo, ze 10 ul pyrolu neni dostate¢né mnozstvi pro inhibici ristu S. aureus a ani 20 pl
pyrolu nezptisobi inhibici ristu E. coli. Piestoze, nedoslo u E. coli k prertistani do 3. zony,
na kterou bylo aplikovano 30 ul pyrolu, nelze jednoznacné ftici, zda toto mnozstvi riist inhi-

buje, nebo jen bakterie nemély dostatek ¢asu pfizplsobit se novému prostredi.

Na obrazku 52 je zobrazeno experimentalni zafizeni, na kterém byla testovana riiznd mnoz-
stvi anilinu piisobici na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. V ptipad¢ E. coli
doslo pravdépodobné k diftizi anilinu z 1. zény do bloku s nulovou koncentraci testované
latky. V disledku toho populace od 1. dne ustupuje. U S. aureus od 15. dne dochazi ziejmée
ke vzniku mutovanych bakterii, kterym je diky mutaci umoznén riist i v prostiedi obsahujici
antimikrobialni latku. Rust téchto bakterii smétfuje od rozhrani do mist s nulovou koncen-
traci anilinu, coz maze byt diisledek diftize antimikrobialni latky agarem. Prvni znamky pfte-

rustani do 1. zony, kde bylo aplikovano 5 pl anilinu, se objevuji od 28. dne.
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Obrazek 53 predstavuje experimentalni zafizeni, na kterém byla testovdna rizna mnozstvi
antibiotika Penicilin/Streptomycin ptsobici na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM
4516. V ptipad¢ E. coli doslo k prertstani do 1. zony 2. den. Bohuzel se zde také objevila
kontaminace. 7. den doséhla E. coli poloviny 1. zony obsahujici 10 ul Pen/Strep. V nasledu-
jicich dnech, doslo k postupnému ubytku bakterii. Neni vSak jasné, zda je tento jev zptisoben
pfitomnosti antibiotika, které v agaru difunduje, nebo vlivem kontaminujicich mikroorga-
nism, které¢ mohly testované bakterie zahubit. Je také zajimavé, ze se kontaminace vyskytla
v mistech, s vy$§im obsahem antibiotika, coz znaci, ze vici témto mikroorganismtiim Peni-
cilin/Streptomycin nevykazuje antimikrobialni aktivitu. Populace S. aureus pierostla 1. zonu
s obsahem 5 pl Pen/Strep hned 1. den. Zaroven se také opét objevila kontaminace ve 3. a 5.
zoné. Od 2. dne populace prertstala do 2. zony, na kterou bylo aplikovano 10 pl Pen/Strep.
Po 20 dnech doséahla populace S. aureus ' 2. zony. Bylo zjisténo, Ze 10 pl Pen/Strep neni

dostatecné mnozstvi, které by inhibovalo riist E. coli nebo S. aureus.

Po porovnani vysledki testovanych latek vykazoval nejleps$i inhibi¢ni u¢inky anilin, u kte-
rého v ptipadé E. coli doslo dokonce k ustupu a u S. aureus bylo ptertistani po 40 dnech
minimalni. V pfitomnosti pyrolu se naopak E. coli i S. aureus velmi rychle ptizpisobily
zméné prostiedi. S. aureus vykazoval rychlé prertstani také v pfitomnosti PEIL. Dal§im zjis-
ténym poznatkem je vznik kontaminace na vzorcich obsahujicich antibiotikum. Ptesto, Ze
prace i manipulace se vSemi vzorky probihala za stejnych podminek, u ostatnich testovanych
latek se kontaminace neprojevila viibec anebo aZ po n€kolika dnech trvani experimentu. Je
tedy mozné, Ze latky PEI, anilin a pyrol vykazovaly antimikrobialni aktivitu proti mikroor-

ganismum, které sekundarni kontaminaci zpasobily u vzorki testovanych na antibiotikum.

Testovani mikrobidlniho vyvoje a adaptace bylo provedeno také u biofilm tvoticich bakterii
E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022. V ptipad¢ testovani u¢inku PEI na E. coli CCM
3954 populace pierostla do /2 zony s obsahem 10 mg/ml PEI za 20 dni. Zatimco u biofilm
netvotici E. coli CCM 4517 bylo dosazeno stejné vzdalenosti az po 33 dnech. V ptipadé S.
aureus CCM 2022 doslo k pterosteni 1. zony s 5 mg/ml PEI jiZ po jednom dni, na rozdil od
biofilm netvoticiho S. aureus CCM 4516, kde k pterosteni 1. zény nedoslo ani po 33 dnech.
Pti testovani aktivity pyrolu na E. coli CCM 3954 k piertistani béhem 20 dni viibec nedoslo
au S. aureus CCM 2022 bylo minimalni pferistani aZ od 13. dne. V pfipad¢€ anilinu tomu
bylo podobné, kdy E. coli CCM 3954 nezacala pteristat do 1. zony ani po 20 dnech au S.
aureus CCM 2022 bylo minimalni pfertistani od 20. dne. Dalo by se fici, Ze anilin vyznamné

pusobi proti E. coli, protoze po 20 dnech sledovani experimentu nedoslo ani u jedné z téchto
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testovanych bakterii k pferstani do zény s testovanou latkou. U Pen/Strep doslo v ptipadé
E. coli CCM 3954 po 11 dnech k pferosteni zony s obsahem 40 pl Pen/Strep. Do zony s vyssi
koncentraci vSak populace nepterostla ani po 20 dnech. Populace S. aureus CCM 2022 pie-

rostla po 20 dnech pouze zénu s obsahem 5 pl Pen/Strep a to jen v urc¢itych mistech.

Vysledky testovani antimikrobialni aktivity vybranych latek na biofilm tvofici bakterie nej-
sou pln¢ prokazatelné, protoze z ¢asovych diivodi byly tyto experimenty provedeny pouze

jednou.
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ZAVER

Zvysena rezistence mikroorganismi proti antibiotickym latkdm vyvolala potiebu novych
antimikrobialnich latek, které jsou zkouméany v mnoha studiich. Objevilo se jiz n¢kolik praci
tykajicich se syntézy novych antimikrobidlnich makromolekularnich systéma a zkoumani
jejich biologické aktivity. Ve vétSiné ptipadi je vSak antimikrobidlni aktivita materidll stu-
dovana pomoci kratkodobych testil, které nepostihuji dynamiku vyvoje vztahu mezi mikro-
organismy a piisluSnym materidlem c¢i latkou. Bylo zjisténo, ze mikroorganismy vykazuji
vysokou miru ptizplisobivosti napf. pomoci mutaci, tudiz je tfeba zaméfit se na pochopeni

této problematiky.

Cilem prace bylo modifikovat metodu testovani interakce mikroorganismus / material / latka
v dynamickych podminkach zahrnujicich gradient testované polymerni latky s antimikrobi-
alnim potencialem v del$im casovém rozmezi. Byla provedena série experimentd, diky kte-
rym se podatilo ustanovit postup testovani a vyvinout experimentalni zafizeni, které posky-

tuje moznost studia mikrobialni adaptace a evolu¢ni dynamiky.

Pro zjiSténi antimikrobialniho u¢inku dostupnych testovanych latek byla pouzita diskova
difuzni metoda. Po porovnani vysledkd uc¢inku PEI na biofilm netvofici a biofilm tvofici
bakterie bylo zjisténo, ze u biofilm tvoficich bakterii vznikly mensi zony inhibice, coZ se
oc¢ekavalo. U obou kment E. coli pti 5 mg/ml PEI doSlo pouze ke vzniku zony projasnéni a
samotnd inhibice ristu se projevila az u 10 mg/ml PEIL V pfipad¢ obou kmeni S. aureus
doslo k inhibici jiz ptfi 5 mg/ml. Antimikrobiélni aktivita PEG 400 a PEG 600 se projevila
v minimalni mife. Déle byly testovany monomery pyrol a anilin, které mohou v polymerech
zustavat jako rezidua. U obou byla prokdzana antibakterialni aktivita vii¢i v§em testovanym
kmenim. V ptipad¢ pyrolu doslo k inhibici u biofilm netvoficich bakterii pfi 10 pl pyrolu
na rozdil od biofilm tvoficich, kde se inhibice projevila pti 20 pl pyrolu. Bylo také zjisténo,
ze pyrol ma lepsi antimikrobidlni G¢inky na E. coli. Anilin naopak ptisobil i¢innéji na kmeny
S. aureus. Antibiotikum Penicilin/Streptomycin se ukéazalo jako vice ¢inné proti kmeniim
S. aureus. Na E. coli CCM 3954 nem¢éla z4dna z testovanych koncentraci antibiotika Peni-
cilin/Streptomycin inhibi¢ni ucinek.

Dale byly provedeny testy mikrobidlniho vyvoje a adaptace na rlizné koncentrace testova-
nych latek s pouzitim experimentalniho zatizeni. Z testovanych latek vykazoval nejlepsi
inhibi¢ni u¢inky anilin, u kterého v ptipadé€ E. coli doSlo dokonce k Ustupu a u S. aureus

bylo ptertstani po 40 dnech minimdlni. V pfitomnosti pyrolu se naopak oba typy bakterii
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velmi rychle ptizplisobily zméné prostiedi. Populace S. aureus vykazovala rychlé preristani
také v pritomnosti PEI Pfesto, Ze prace i manipulace se vS§emi vzorky probihala za stejnych
podminek, u ostatnich testovanych latek se kontaminace neprojevila viibec anebo az po né-
kolika dnech trvani experimentu. Je tedy mozné, ze latky PEI, anilin a pyrol vykazovaly
antimikrobidlni aktivitu proti mikroorganismim, které sekundarni kontaminaci zptisobily u

vzorkl testovanych na antibiotikum.

Testovani mikrobialniho vyvoje a adaptace bylo provedeno také u biofilm tvoticich bakterii
E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022. Bylo zjisténo, ze biofilm tvofici bakterie jsou
vuci pasobeni PEI odolngj$i nez biofilm netvofici. Pii testovani aktivity pyrolu na
E. coli CCM 3954 k prertstani vilbec nedoslo au S. aureus CCM 2022 bylo minimalni pie-
rustani az od 13. dne. V pfipadé anilinu tomu bylo podobné, E. coli CCM 3954 nezacala
prertstat viibec a u S. aureus CCM 2022 bylo pfertstani minimalni. Dalo by se fici, Ze anilin
vyznamné pusobi proti E. coli, protoze po 20 dnech sledovani experimentu nedoslo ani u

jedné z téchto testovanych bakterii k prertistani do zény s testovanou latkou.

Béhem navrhovani testovaci metody bylo nutno provést nékolik pokusii, nez bylo vytvoieno
takové experimentalni zatizeni, které by umoznilo sledovani vyvoje bakterii. Pfestoze ani
posledni postup nebyl ideélni, byly ziskany vySe zminéné vysledky. Ovéfeni stoprocentni

pravdivosti téchto vysledkl vyzaduje dalsi testovani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AST Testy antimikrobialni citlivosti

BHI Kultiva¢ni médium Brain Heart Infusion
B-PEI Rozvétveny polyethylenimin

CCM Ceska sbirka mikroorganismil v Brné
CPR Ciprofloxacin

DAEC Diftizné adherentni E. coli

E.C. E. coli CCM 4517

E. C. Biofilm E. coli CCM 3954

EAEC Enteroagregativni E.coli

EHEC Enterohemoragicka E. coli

EIEC Enteroinvazivni E. coli

EPDM Ethylenpropylendienovy kaucuk
EPEC Enteropatogenni E. coli

ETEC Enterotoxigenni E. coli

L-PEI Lineérni polyethylenimin

MBC Minimalni baktericidni koncentrace
MH Mueller Hinton agar

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MRSA Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
PANI Polyanilin

PCA Plate Count agar

PEG 1000 Polyethylenglykol s primérnou molekulovou hmotnosti 1000
PEG 400 Polyethylenglykol s primérnou molekulovou hmotnosti 400

PEG 600 Polyethylenglykol s primérnou molekulovou hmotnosti 600
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PEI
Pen/Strep

S. A.

S. A. Biofilm
STEC

TMP

TSA

Polyethylenimin

Antibiotikum Penicilin/Streptomycin
S. aureus CCM 4516

S. aureus CCM 2022

Shiga-like toxigenni E. coli
Trimethoprim

Trypton — sojovy agar
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