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ABSTRAKT

Polymery jsou soucasti kazdodenniho zivota. Nékteré z nich diky své molekulové struktuie
vykazuji antibakterialni vlastnosti a predstavuji tak skupinu latek, které pomahaji v boji proti
bakteriim. Testovani novych antibakterialnich latek je nesmirné dilezité, protoze v disledku
naduzivani antibiotik dnes ¢elime globalni krizi v podobé bakterialni rezistence. Proto cilem
diplomové prace bylo testovani aktivity vybranych polymerG bézné pouzivanych
v kosmetickych piipravcich. Antibakteridlni aktivita byla testovana pomoci agarové difuzni
metody, kterd se zakladala na inhibici bakteridlnich kmenlG Escherichia coli
a Staphyloccocus aureus. Koncentrace testovanych polymerd, u kterych byla prokazana
inhibice bakterialniho riistu, byly dale testovany pomoci koncentra¢niho gradientu, ktery
umoznoval sledovat vyvoj bakteridlni adaptace na plisobeni testovanych polymera v fadu
dni. Prace srovnava vysledky ziskané klasickou metodou agarové difuzni zkousky
a koncentra¢nim gradientem. Antibakteridlni vlastnosti byly potvrzeny u poly-L-lysinu
a PEI, naopak antibakterialni aktivitu nebylo mozné s jistotou potvrdit u PEG 400 a PEG
600.

Klicova slova: polymery, antibakteridlni polymery, bakterie, agarovd difuzni metoda,

koncentra¢ni gradient



ABSTRACT

Polymers are part of our everyday life. Some of them, due to their molecular structure, have
antibacterial properties and that is why they represent a group of substances that help in the
fight against bacteria. Testing of new antibacterial substances is extremely important,
because due to the overuse of antibiotics, we are currently facing a global crisis in the form
of bacterial resistance. Therefore the goal of the diploma thesis was to test the antibacterial
activity of polymers which are commonly used in cosmetics. Antibacterial activity was
tested using the agar diffusion method, which was based on the inhibition of bacterial strains
of Escherichia coli and Staphyloccocus aureus. Concentrations of tested polymers, that
showed inhibition of bacterial growth, were further tested using a concentration gradient,
which was allowed to monitor the development of bacterial adaptation to presence of test
polymers over days. The thesis compares the results obtained by the classical method of agar
diffusion test and concentration gradient. Antibacterial properties were confirmed for poly-
L-lysine and PEI, on the opposite, antibacterial activity could not be confirmed with certainty
for PEG 400 and PEG 600.

Key words: polymers, antibacterial polymers, bacteria, agar diffusion method,

concentration gradient
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UVOD

Bakterie se vyznacuji vysokou schopnosti se adaptovat na zmény prostiedi. I z toho diivodu
dnes celime celosvétové krizi v podobé bakterialni rezistence. Bakterie se staly odolnymi
vici bézné pouzivanym antibiotikiim, konzerva¢nim latkdm a desinfekénim prosttedkim.
Vyzkumy se proto zaméiuji na hledani a testovani novych antibakteridlnich latek s vysokou
latkami mohou byt polymery, makromolekularni latky, které se vyznacuji vysokou
molekulovou hmotnosti a stabilitou. Polymery jsou skupina latek, které maji velké mnoZzstvi
aplikaci od podlahovych krytin az po polymerni nosice pro lé¢iva. V poslednich letech se
vyzkum polymerti zamé&fil na jejich antibakteridlni vlastnosti. Mechanismus antibakterialni
aktivity miize byt pasivni, aktivni nebo miize byt zprostiedkovan antibakterialnim ¢inidlem
vazanym na polymerni matrici. Diky svym vlastnostem jsou polymery povazovany za
nadéjna antibakteridlni ¢inidla.

Antibakterialni aktivita je testovdna pomoci klasickych metod, které¢ nas informuji pouze
o citlivosti bakteridlniho kmene vuci testované latce. Jelikoz jsou bakterie rychle
adaptovatelné na zménu prostiedi, je nutné testovat antibakteridlni aktivitu latek v delSim

casovém obdobi a sledovat mozny vyvoj antibakterialni adaptace.

Pfedmétem prace bylo porovnat vysledky ziskané agarovou difuzni metodou s vysledky
bakterialni adaptace na testované latky, prostfednictvim koncentra¢niho gradientu

pfipraveného experimentalnim zatizenim.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERY

Polymery jsou chemické latky, které jsou vSude kolem nés. Od klasickych materidlu, jako
jsou plasty nebo sklo, az po biopolymery, naptiklad proteiny, které¢ katalyzuji chemické
deoxyribonukleova kyselina. Bez své polymerni povahy by DNA nemohla plnit svou
zéakladni roli, a to nositelky genetické informace. Polymerni materialy a systémy jsou dnes
v modernim svété nepostradatelné. Jejich aplikace sahd od baleni potravin po stavebnictvi,
textil, automobilovy a letecky primysl, barvy, gumy, lepidla nebo 1ékaiskych technologii,
1ze je také nalézt v kosmetice nebo farmaceutickych vyrobcich. Vyrobni kapacita polymert
presahuje 300 miliond tun ro¢né€. Po dobé kamenné, bronzové a zelezné, dnes ve 21. stoleti

zijeme v dobé, kterd patii polymertim [1].

1.1 Charakteristika

Polymery jsou makromolekularni latky, jejich ndzev vychazi z fectiny a v ptekladu znamena
mnoho jednotek. To vyplyva z jejich struktury, ktera je tvofena velkym poctem opakujicich
se stavebnich blokii (monomeril), coz jsou druhy nebo skupiny atomi. Ty jsou obvykle
spojeny kovalentnimi vazbami a tvoti obrovské molekuly. Princip nazvoslovi polymera je
zaloZzen na nazvu monomeru, pied ktery je pfidana pifedpona poly [1]. Polymery jsou
syntetizovany polyreakcemi, které jsou bud’ fetézové a reakce se oznacuje jako polymerace
nebo stupnovité, pti kterych polymery vznikaji polykondenzaci nebo polyadici. Stupnovité
reakce probihaji reakci funkénich skupin monomerd a vznikd chemickd vazba, ktera
charakterizuje vznikajici polymer [1][2]. U polykondenzace dochéazi v kazdém reakénim
kroku, kromé& vzniku rostouciho fetézce také k uvolnéni vedlejSiho nizkomolekularniho
produktu, nejcastéji vody. Polyadice je polykondenza¢ni reakce velmi podobna. Pii
polyadici ale nedochazi ke vzniku vedlejSich reakéni produktu. Naproti tomu dochazi pii
reakénim kroku, k pfesunu atomu vodiku mezi funkénimi skupinami monomera. Pfikladem
polyadi¢ni reakce je syntéza polyuretanu [2]. Polymerace je fetézova reakce. Monomery
musi obsahovat alespon jednu dvojnou vazbu nebo mit cyklickou molekulu. Pti reakci
zanikd dvojnd vazba a vznikaji dv€ vazby jednoduché, vytvari se makromolekularni fetézec.
Pro zahdjeni polymerace je nutna pfitomnost aktivni ¢astice, zndmé jako iniciator, nasledné
dojde k fetézové reakci, pii které se pfipojuji dalSi monomerni jednotky, dokud se
nevycerpaji a reakce neni ukoncena [1]. Pocet monomert, které tvori makromolekularni

latky, neni pfesné definovan. Obecné je stanoveno ¢islo n, které je oznacovano jako stupeit
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polymerace audava pocet monomernich jednotek které tvofi polymer. Makromolekuly,
které jsou tvofeny menSim poftem monomert se nazyvaji oligomery. Polymery, které se
skladaji pouze z jednoho druhu merti jsou homopolymery a kopolymery jsou tvofeny z vice
druhti mert [1]. Kopolymery se déli se na blokové, jejichz makromolekula je tvotfena bloky
monomertl, které se stidaji. Retézec roubovanych polymert se sklada ze zékladniho fetézce,
ktery je tvofen jednim druhem monomeru a postranniho fetézce, které jsou tvofeny druhym

monomerem [2].
1.2 Déleni polymert

Kromé chemické struktury se polymery mohou lisit v molekulovém usporadani. Linearni
polymery vznikaji z monomerd, které jsou spojeny se dvéma sousednimi jednotkami,
typickym piikladem je polyethylen. Makromolekuly, které vznikaji reakci vicefunkénich
monomerd se nazyvaji vétvené nebo zesitované polymery (Obrazek 1) [1][2]. Usporadani
molekul, stupen polymerace, chemicky vazby, typ monomert, urcuji vysledné vlastnosti

polymeru [1].

HHHHHHHHKHMHNH
|

HHHHHHHHHH

CH:  CH
. Ci:
CHy- Cn;—(:‘ —m--(:‘-cu;-cu-.
CH CH:
i,
-y vétvené
(';ll
CH CH
CHy— € —C:— ¢ —CH ) )
ch. cit.

| |
CHi—C—-CH;— C—-CH

' ' r r
CH CH zesitované

|
CH

Obrazek 1 — Konstituce makromolekul, upraveno dle [3].
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Polymerni materidly mtizeme délit z hlediska jejich teplotniho chovéni do tifi skupin na
elastomery, termoplasty areaktoplasty (Obrdzek 2). Termoplasty jsou linedrni nebo
rozvétvené polymery, které pii pusobeni tepla prechdzi do plastického stavu. Vhodnou
technikou, napftiklad vstfikovanim, lisovanim nebo vytlaCenim mohou byt tvarovany do
jakéhokoliv tvaru. Tato skupiny pfestavuje nejvetsi podil polymert v komeréni vyrobé.
Termoplasty se dale déli na amorfni a krystalické. Amorfni plasty maji nahodilé uspofadani
a vyznacuji se pruhlednosti a teplotou skelného ptechodu Tg. Pod touto teplotou jsou
termoplasty ve sklovitém stavu ajsou tvrdé ale kiehké, poté prechdzi do stavu
kaucokovitého a jsou deformovany. Naopak krystalické termoplasty jsou charakteristické
teplotou tani Tw, pfi které dochdzi k pfechodu z tuhého stavu do kapalného. Dochézi tedy

k rozpadu krystalické struktury a termoplasty mohou byt upraveny do pozadovaného tvaru

[2][4].

Elastomery jsou vysoce elastické, zesitované polymery, které lze pomérné jednoduse
deformovat a poté se vrati zpét do pivodniho stavu, deformace je tedy vratna. Ptikladem

elastomeru je kaucuk, ze kterého se vyrabi pryze [4][5].

Posledni skupinou jsou reaktoplasty, polymerni materidl, ktery je tuhy. Pfi zahiivani taje
alze je omezen¢ tvarovat. Pfi delS$im zahfivani vznikd prostorové zesitovany polymer.

Ptechod z plastického do tuhého stavu je nevratny [4][5].

Polymery

termoplasty elastomery reaktoplasty

amorfni krystalické

Obrazek 2 — Klasifikace polymerii na zakladé piisobeni teploty [4].

Polymery mohou byt pfirodniho nebo syntetického ptvodu. Pfirodni polymery, taktéz
biopolymery, jsou makromolekularni latky. Nékteré z nich, z velké Casti tvori lidské télo,

napiiklad DNA, RNA, proteiny a polysacharidy. Prvnim technologicky vyuZzivanym
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pfirodnim polymerem byl ptirodni kaucuk (Obrazek 3), ziskavan ze stromu kaucukovniku,
jako surova kapalina latex [4][5]. Pti zahfivani kaucuku se sirou je ziskan produkt, ktery se
nazyva pryz a proces jeho vyroby vulkanizace. Pryz neboli guma, je materidl, ktery mize
byt vyrabén jak z ptirodniho, tak ze syntetického kaucuku. Vyznacuje se vysokou elasticitou
a je zdkladnim materidlem gumarenského pramyslu [4][6]. Pfirodni polymerni materidly
jsou naptiklad celuloza (Obrdzek 3), hedvébi [5]. Ale také chitosan a chitin (Obrazek 3),

vyskytujici se v exoskeletu koryst a meékkysi [7].

CHZOH
HyC CH20H
¥ f il celuldza N
ptirodni kaucuk
R CH0H 7 CHZOH CHZOH
0 o)
(o) 0O
| N\OH OH \
\\\ \
NHCOCH, NHCOCH
chitin n chitosan -n

Obrazek 3 — Strukturni vzorce vybranych prirodnich polymerii.

Dalsi skupinou jsou semi-syntetické polymery, coz jsou polymerni materidly, které jsou
produkovany z piirodnich polymert. Do této skupiny patii naptiklad termoplastické
polymery hydroxykyselin. které jsou biologicky kompatibilni a odbouratelné. Jsou
degradovany hydrolytickym Stépenim esterové vazby. Nachdzeji uplatnéni v l€katstvi,
v podobé samovstiebatelnych chirurgickych niti nebo tkanovych nahrad. Jedna se
o homopolymery 1ikopolymery kyseliny mlééné (PLA) kyseliny glykolové (PGA)
(Obrdzek 4). Kombinace polymlééné a polyglykolové kyseliny se vyuziva k tvorbé

implantatu, ve tkdilovém inzenyrstvi nebo jako nosice aktivnich latek [8].
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kyselina polymle¢na kyselina polyglykolova
(PLA) (PGA)

Obrazek 4 — Strukturni vzorce vybranych semi-syntetickych polymerii.

Syntetické polymery byly ptivodné vyvinuty jako ndhrada ptirodnich materialii [1]. Jsou to
umélé materialy a predstavuji skupinu polymerd, které jsou vyrdbény v nejvétsim objemu
[4][8]. Tyto polymerni materidly se pouzivaji vriznych forméach. Napiiklad
polyvinylchlorid (PVC) (Obradzek 5) ma ethylenovou kostru s kovalentn€ vazanym chlorem.
Pro jeho vyrobu a aplikaci je nutné pfidavani stabilizatori a zmékcovadel. Vyuziva se
k vyrobé podlahovych krytin, ale také v Iékatstvi, kde je jeho aplikace omezena z diivodu
pfitomnosti zmé&kcovadel, v tomto piipad¢ ftalatt, které mohou pifedstavovat zdravotni
riziko. Ftalaty pfeméni tuhé PVC na mékky polymer a vyuziva k vyrobé vakli na uchovavani
krve nebo mimotélnich hadicek [9].Z toho vyplyvd moZnost piizplsobit vlastnosti
polymerniho materidlu na pozadovanou aplikaci [1]. Syntetické polymery se vyuzivaji
k vyrobé katetrii, dialyzacni membrany, 1ékovych stentli, implantati, kloubnich néahrad,
barev, lepidel, avtad¢ dalsich aplikaci [9]. Ptikladem syntetickych polymer jsou
polyethylenglykol, povinylalkohol (Obrazek 5), polyamid, polydimethylsiloxany [8][9].

S

——(|3—c|:—_ A
H C OH

- -1, - .
polyvinylchlorid polyvinylalkohol
PVC PVA

Obrazek 5 — Strukturni vzorce vybranych syntetickych polymerii.
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2 KOSMETIKA A KOSMETICKY PRUMYSL

Pod pojmem kosmetika si miizeme predstavit nepieberné mnozstvi vyrobkd, od krémt po
dekorativni kosmetiku. Kosmeticky primysl je jednim z nejrychleji rostoucich odvétvi.
Klasifikace mize byt nékdy obtizna, a to hlavné u téch vyrobkt, které plni vice funkci.
Takové vyrobky oznacujeme jako hranicni. V kosmetickém primyslu je nejcastéji hranicni
vyrobek mezi kosmetickym piipravkem a lécivem. K jejich spravnému zatazeni napoméha
legislativa [10]. Kosmetickymi ptipravky mohou byt krémy, deodoranty a antiperspiranty,
gely, emulze, pletové masky, pudry, pasty, pfipravky pro upravu a barveni vlast a fada
dalsich [11].

2.1 Legislativa

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu
o kosmetickych piipravcich. Cilem je sjednotit terminologii v kosmetickém primyslu.
Definuje naptiklad kosmeticky ptipravek, vyrobce, dovozce, distributora. Toto nafizeni se
nevztahuje na léCivé pripravky. Urcuje také pozadavky na bezpecnost, dodrzovani spravné
vyrobni praxe, upravuje pouzivani nékterych latek ve vyrobcich. Kosmeticky ptipravek se
definuje jako latka nebo smés, ktera je ur¢ena k aplikaci na pokozku, vlasy, nehty, rty, zevni
pohlavni organy a pro péci o dutinu Ustni. To znamend, ze kosmetika je urcena pouze
k pouziti na vnéj$i povrch lidského téla. Hlavni funkci je Cisténi, parfemace, Gprava
télesného pachu, ochrana, zména vzhledu a zajisténi dobrého stavu. Z toho vyplyva, ze
kosmetické ptipravky nesmi 1é€it [11]. Dal$im pravnim pfedpisem je zdkon ¢. 258/2000 Sb.,
o ochran¢ vetejného zdravi, ktery urcuje pozadavky na vyrobu, dovoz, baleni a uvedeni

kosmetického piipravku na trh, ale také podminky provozovani kosmetickych salonti [12].
2.2 Aplikace polymeri v kosmetice

Polymery ptedstavuji druhou nejvétsi skupinu slozek v kosmetickych ptipraveich.
Kosmeticky primysl produkuje velké mnozstvi kosmetiky, které se 1isi slozenim, funkci
a aplikaci. Polymery mohou v kosmetice proto zastavat hned n¢kolik funkci. Nejcastéji se

ale vyuzivaji jako humektanty, kondicionéry, zahuStovadla nebo filmotvorné latky [13].
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2.2.1 Humektanty

Humektanty jsou latky, které maji schopnost tvofit ochranny film a pfitahovat vodu, tim
zajistuji hydrataci a zlepSuji celkovy vzhled pokozky [7]. Nejpouzivanéj$Sim humektantem
v kosmetice, je kyselina hyaluronova (Obrdzek 6), kterd se pfirozené vyskytuje
v zivoc¢isnych tkanich. Proces starnuti kiize je spojen s jejim ubytkem a jelikoz se jedna
o zékladni molekulu zodpovédnou za vazani a udrzovani vody, dojde k dehydrataci a ztraté
elasticity klize, coz ma za nésledek zhorseni celkového vzhledu. Kyselina hyaluronovd ma

hydrata¢ni a regeneracni G€inky, obnovuje elasticitu, vyhlazuje kiizi a redukuje vrasky [14].

Dobr¢ ucinky v tomto ohledu vykazuje také ptirodni polymer chitosan. Schopnost absorpce
a retence vlhkosti je ovlivnéna molekulovou hmotnosti a stupném acetylace. Pfi snizeni
molekulové hmotnosti se zvysi kapacita zadrzované vlhkosti i retence. Podobné vlastnosti
ma i chitin, ktery v komplexu chitin-glukan, vykazuje dobré hydrata¢ni ucinky v krémech

a nezpusobuje erytém a zmfiuje projevy kize [7].

COOH CH,OH

OH
OH NHCOCH;

n

Obrazek 6 — Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové
2.2.2 Kondicionéry

Kondicionéry se pouzivaji pievazné ve vlasové kosmetice, jejich funkci je vyhlazovani
povrchu vlasu, snadnéjsi roz¢esavani mokrych nebo suchych vlast, zajistit odolnost viici
pusobeni tepla, zlepsit celkovy vzhled vlast a chranit vlasy ptred Skodlivym piisobenim
barev. Kondicionéry mtizeme d¢lit na oplachové abezoplachové. V kondicia¢nich
ptipravcich lze nalézt hlavné kationické polymery s kvarternimi aminy v zékladu. Diky
kladnému néboji se snadn€ji vdzou na vlasy a omezuji elektrizovani vlasi zpisobené
zaporn¢ nabitym Sampoénem. Pomérné casto pouzivanym kationickym polymerem je

Polyquarterium 10 (Obrdzek 7), coz je kationtovd hydroxyethylceluloza, kteryad zajistuje
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vyhlazeni povrchu vlasu a snadné rozcesavani [13]. Z ptirodnich polymert se ve vlasové

kosmetice hojn€ vyuziva chitin a chitosan, které maji také kondicionacni vlastnosti [7].

3 OH

. CH
Cl r\|‘|+ o
/|\)\/[ \40
X

Obrazek 7 — Strukturni vzorec Polyquarterium 10.
2.2.3 Zahustovadla a emulgatory

Zahustovadla se v kosmetice aplikuji pro ziskdni pozadované stability a viskozity
kosmetického ptipravku. Jsou vyuzivana ve vlasové kosmetice, konkrétné v gelech na vlasy,
které jsou zahustény karbomery (Obrdzek 8), polymery zalozené na kyseling akrylové, které
minulého stoleti, jejich funkci je stabilizace pletovych mlék proti sedimentaci
a zkrémovaténi. Dalsi aplikaci jsou barvy na vlasy, kde je nutné zajistit takovou texturu
vyrobku, pro co nejjednodussi nandSeni a zabranit stékani barvy do obliceje a o¢i. Plivodné
byla pouzivana zahustovadla jako celul6za nebo karbomery, kterd ale zptisobovaly matny
odstin a pro ziskani intenzivniho barvy byly nutné vysoké koncentrace. Dobré zahustovaci
schopnosti maji také ptirodni polymery. Pektin je polysacharid, ktery ptisobi jako gelujici

nebo zahust'ovaci ¢inidlo a emulgator [13].

Emulze je disperzni systém dvou vzajemné nemisitelnych nebo omezené misitelnych
kapalin. Kapicky kapaliny (disperzni faze) jsou dispergovany v kapalném médiu
(kontinualni faze). Hlavni slozeni emulze je vodna faze, kapalnd faze a emulgator.
V kosmetickych aplikacich se pouzivaji emulze olej ve vod¢ (O/V) a voda v oleji (V/O),

v podobé dekorativni a skin care kosmetiky [15].

Polymerni emulgatory se pouzivaji k ptipravé emulze typu (O/V). Emulze mohou obsahovat
az 90 % dispergované olejové faze. Emulze se podobaji pén¢ a jsou naplnény olejovymi

kapickami. Tato technologie se vyuziva pro ptipravu koncentrovanych emulzi, které jsou pii
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aplikaci zfedény s vodou. Ptikladem aplikace jsou hydratacni t€lova mléka do sprchy, ktera
vytvaii na povrchu pokozky okluzivni olejovou vrstvu a tim prodluzuji hydrataci. Ué¢innymi

polymernimi emulgatory jsou téZ poloxamery [13].

H
-
-

H (|3:O

OH

— n
Obrazek 8 — Karbomery — monomerni jednotka kyselina akrylova
2.2.4 Filmotvorné polymery

V kosmetice se polymery jako filmotvorné komponenty, vyuzivaji v lacich na nehty,
barvach na vlasy nebo v dekorativni kosmetice. Nejcastéji se pouzivaji ve fixacnich
ptipravcich na vlasy, jejiz hlavni funkci je fixace vlast v pozadovaném tvaru. Navic by méla
byt zajisténa snadnd manipulace, rychlé zasychdni, snadné rozcesavani, dodani objemu
a lesku bez pocitu lepeni. Vlasové fixatory mohou byt ve form¢ pény, aerosolu nebo gelu.
Film musi byt nehydroskopicky, aby nedoslo k absorpci vlhkosti a tim ke ztraté fixace [13].
Nejbéznéji pouzivanym filmotvornym ¢inidlem je polyvinylpyrrolidon (PVP) (Obrazek 9),
ktery tvofi na povrchu vlasového vlakna tenkou polymerni vrstvu, vypliuje defekty
v kutikule a tim vytvari hladky povrch, dodava lesk a udrzuje tvar. Silikony jsou v kosmetice
velmi populdrni kondicionacni latky. Vytvaii také tenky film na povrchu vlasu a nevytvari
dojem mastnych nebo ochablych vlast. Nekteré silikony (Obrazek 10) jsou odolné vici vode
ana vlasech zlstavaji ipo umyti. Do této skupiny patii dimetikony, cyklometikony
a amodimetikony. Laky na nehty vytvareji celistvy film na povrchu nehtu. Nitrocelul6za je
primarni C¢inidlo, kterd tvofi film s vhodnou dobou suSeni a pozadovanou flexibilitou.
Podobné jsou vyuzivany také polymetakrylat nebo polyakrylaty. Do této skupiny patii jiz

zminéné dimetikony, cyklometikony a amodimetikony [16].
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Obrazek 9 — Strukturni vzorec polyvinylpyrrolidon (PVP).
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Obrazek 10 — Monomerni jednotka polydimethylsiloxanii (silikonzii).
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3 BAKTERIE

Bunka je strukturdlni, funkéni a vyvojova jednotka zivé hmoty, kterd vznika délenim jiz
existujici buiikky [17]. Dle vnitiniho uspotfddani mohou byt buiky rozdéleny do dvou
zakladnich skupin: na prokaryotické a eukaryotické. Domény Bacteria a Archaea jsou
klasifikovany jako prokaryotické organismy. Zatimco bunky zvifat, rostlin, plisni a prvokt

jsou organismy eukaryotické [18].

K pochopeni mechanismu antimikrobialniho ptisobeni, je nutné nejprve pochopit strukturu
mikroorganismt. Bakterie jsou tedy prokaryotické mikroorganismy (Obrazek 11),
o velikosti 0,3 az 5 um, které nemaji pravé jadro [19]. Genetickd informace je obsazena
v chromozomu, ktery je tvofen jedinou kruhovou molekulou DNA, ve které jsou
lokalizovany bakterialni geny. Kromé chromosomalni DNA mohou bakterie obsahovat
1 malé, mimochromozomalni DNA, které se nazyvaji plasmidy. Ty poskytuji bakterii urcité
vyhody v podobé rezistence vaci antibiotikim, tézkym koviim nebo produkce toxini
a bakteriocind. Chromozom je ulozen v cytoplazmé, kterd vypliiuje cely vnitini prostor

bakterialni buniky a tvoii vhodné prosttedi pro organely [20].

Casto jsou bakterie vystaveny nepiiznivym podminkam. Aby pfezily, vyvinuly
sofistikovany bunéény obal, ktery je chrani, ale umoziuje selektivni prichod zivin z okoli
a odpadnich produkti zevnitf [21]. Vnéj$i obal bunky je tvofen pouzdrem,
polysacharidového nebo polypeptidového druhu. Pouzdro se uplatiiuje naptiklad pii adhezi
bakterie k pevnému povrchu pro iniciaci a stabilizaci tvorby biofilmu, téz chrani buiitku pred
vysuSenim [22]. Zakladni strukturou bakterialni burniky je bunécéna sténa, kterd ptisobi jako
ochranna vrstva. Tvoii vngj$i kostru bakterie a tim pomaha udrzet jeji tvar [18]. Bunécna
sténa je slozena z peptidoglykanu, neboli mureinu. Jedna se o biopolymer, jehoz struktura je
tvofena stfidavé opakujicimi jednotkami N-acetylglukosaminu a kyselinou N-

acetylmuramové, které jsou spojeny p—1,4—glykosidickou vazbou [23].

Ne vSechny bakterie jsou schopny samostatného pohybu. Pohyb je zprostfedkovan
vlaknitymi vybézky na povrchu bakteridlni buniky. Tyto vybézky se nazyvaji bi¢iky, které
jsou tvoreny proteinovou podjednotku flagelinem, a umoznuji bakterii pohyb v prostoru. Pili
jsou vlakna, které se nachdzi stejné jako biciky na povrchu bakterii ajsou slozeny
z proteinové podjednotky pilinu. Zajistuji schopnost nekterych bakterii pfilnout

k povrchim. Naproti tomu F—pili zprostfedkovavaji bakteridlni konjugaci [20].
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Obrazek 11 — Struktura prokaryotické bunky, upraveno dle [18].

3.1 Rozdéleni bakterii

Pted vice nez 100 lety Christian Gram vyvinul postup barveni, ktery umoziuje klasifikovat
témeét vSechny bakterie do dvou zékladnich skupin, na grampozitivni a gramnegativni.
Zaklad pro Gramovu diagnostiku spociva ve strukturnich rozdilech v bunécné sténé bakterii.
[21]. Postup zahrnuje naneseni kultury na podlozni sklicko, kterd je fixovana teplem.
Nasleduje proces barveni, ktery je popsan na (Obrazku 12). Barvici roztoky se nechaji
pusobit ptedepsanou dobou a poté jsou oplachnuty vodou. Grampozitivni bakterie se zbarvi
fialove [24]. Coz je dano silnou vrstvou peptidoglykanu a ptitomnosti kyseliny teichoové
v bunééné sténé, diky které dochdzi pti barveni krystalovou violeti a mofenim Lugolovych
roztokem ke vzniku barevného komplexu, ktery nelze vymyt pfidanim alkoholu. [25].
Naproti tomu u gramnegativnich bakterii, kyselina teichoovd chybi, dochazi pii pouziti
alkoholu k vymyti krystalové violeti aodbarveni. K nabarveni kultury dochazi az
v poslednim kroku pii pouziti safraninu. Vysledné zbarveni gramnegativnich bakterii je tedy

cervené [24]

Morfologii bakterii 1ze poté mikroskopicky rozlisit a umoziuje dalsi klasifikaci bakterii do
skupin. RozliSujeme tii zékladni tvary bakteridlni buiiky: koky, bacily, spirily [19]. Koky se
mohou vyskytovat bud’ jako samostatné organismy, nebo ve dvojicich (diplokoky),

tetradach, v fetézcich (streptokoky) a klastrech (stafylokoky). Bakterie ve tvaru ty¢inek se
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stejn¢ jako koky, mohou vyskytovat samostatné (bacily) nebo ve dvojicich (diplobacily)
nebo v fetézcich (streptobacily) [20].

Nékteré druhy bakterii jsou patogenni a ohrozuji lidské zdravi. Naopak tada bakterii je pro
nase zdravi prospésna, nazyvaji se komenzalni bakterie, které osidluji kizi
a gastrointestindlni trakt. Chrani naSe télo pfed patogeny apomdhaji pifi traveni.

V poslednich letech se diskutuje moznost, Ze tyto bakterie mohou regulovat také naladu [18].

Antibiotika jsou latky, které se pouzivaji k 1écbé bakteridlni infekce. Jejich ucinek je
baktericidni, kdy dochazi k usmrceni bakterii nebo bakteriostaticky, ty naopak inhibuji
bakteridlni rast [26]. V disledku naduzivani téchto 1éka se bakterie staly odolné a doslo ke
vzniku antibiotické rezistence. To predstavuje celosvétovy problém, protoze bézné

bakterialni infekce se mohou stat nelécitelné [27].

grampozitivni bakterie \

gramnegativni bakterie < ‘

Obrazek 12 Postup Gramova barveni (1. barveni bakterialni kultury krystalovou violeti

a Lugolovych roztokem, 2. odbarveni alkoholem, 3. dobarveni safraninem), upraveno dle

[20].
3.2  Gramnegativni bakterie

Bunéény obal gramnegativnich bakterii se skldda ze tfi vrstev: vnéj$i membrany,
peptidoglykanové bunééné stény a cytoplazmatické membrany (Obrdzek 13). Vnéjsi
membrana je charakteristicky znak gramnegativnich bakterii, protoze grampozitivni bakterie

Jji postradaji. Je tvofena lipidovou dvojvrstvou. Vnitini strana obsahuje fosfolipidy a vnéjsi
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strana je slozena z glykolipidd, pfedevs§im lipopolysacharidii. Ten se skladd z lipidu A,
oligosacharidového jadra a O-antigenu. Je schopny stimulovat lidsky imunitni systém
a vyvolat bakteridlni infekci [19]. Diky vnéj$i membrané jsou gramnegativni bakterie
odolngjsi vici lysozymu, hydrolytickym enzymiim, detergentiim a také antibiotikiim [23].
Prostor mezi vnéj$i membranou a cytoplazmatickou membranou se nazyva periplazma.
Nachézeji se zde celad fada proteint, ale také naptiklad hydrolytické enzymy, jako je B-

laktamaza, kterd $tépi B-laktamova antibiotika a vyvolava vic¢i nim odolnost [22].

Mezi gramnegativni bakterie patii naptiklad rody Escherichia, Pseudomonas, Salmonella

[19].

O-antigen
/ I
lipopolysacharid 3 ‘
sacharidové
jadro
lipid A = > Z
. . g : Vngjsi
lipoprotein QN0 e J)0)) | membrana
peptidoglykan
periplazma
toplazmatick | |
” ;pcrz:lzl;?:n;c ) membranovy
protein

CYTOPLAZMA

Obrazek 13 — Struktura bunécné stény gramnegativni bakterie, upraveno dle [19].

3.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie rodu Escherichia, ktera
patii do celedi Enterobacteriaceae [27]. E. coli byla podrobné prozkouména a stala se

modelovym mikroorganismem pro vyzkum [26]. Je soucasti stfevni mikroflory
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teplokrevnych zivocichi, vcetné lidi. Do okoli se dostava skrz fekalie a Cisticky odpadnich
vod. Pfi hodnoceni kvality vody je indikatorem fekalniho znecisténi. Nékteré kmeny E. coli
jsou patogenni a zpusobuji fadu onemocnéni, na jejiz nasledky ro¢né umira vice nez
2 miliony lidi. Existuje Sest dobie studovanych sttevnich patogent E. coli. Tyto kmeny jsou
klasifikovany dle virulen¢niho faktoru a mechanismem patogenity, kterym zptisobuji
gastrointestindlni onemocnéni. Nejznaméj$im sérotypem je Escherichia coli O157:H7,
zpusobuje krvavé prijmy aje prenaSen kontaminovanou vodou nebo potravinami.
Vzhledem k tomu, Ze se E. coli nachézi v tlustém stfeve, pii Castém uzivani antibiotik mize

dochazet ke vzniku antibiotické rezistence [27].
3.3 Grampozitivni bakterie

Grampozitivni bakterie jsou obklopeny dvojvrstvou membranou maji podstatné silngjsi
bunécnou sténu nez gramnegativni bakterie (Obrdzek 14). Vrstva peptidoglykanu je
propletené kyselinou teichoovou a lipoteichoovou. Kyselina teichoova je polymer, ktery je
tvofen ribitolfosfatem nebo glycerofosfatem a vadze se na aminokyselinu nebo sacharid
peptidoglykanu. Povrch bakterie je zdporné nabity, coz je dano piitomnosti fosfatu
v teichoové kyseliné a vaze Mg?" kationty, které stabilizuji strukturu bun&né stény [22].
Spolu s kyselinou lipotechoovou tvoii vice nez 60 % bunécné stény a tvori tak strukturu

bunécného obalu grampozitivnich bakterii [19].

Mezi grampozitivni  bakterie patii napiiklad rody Staphylococcus, Bacillus,

Corynobacterium, Mycobacterium [19].
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Obrazek 14 — Struktura bunécné stény grampozitivni bakterie, upraveno dle [19].
3.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je fakultativn€ anaerobni, grampozitivni bakterie a nejvice patogenni
druh rodu Staphylococcus, pro ktery je typickd kulovity tvar bakterii (koky), které jsou
uspotadany v klastrech. Bakterie rodu Staphylococcus jsou kataldza pozitivni, to napomaha
k jejich snadné identifikaci. Katalaza je enzym, ktery produkuji pfi reakci s peroxidem
vodiku. S. aureus tvoti zlaté kolonie, coz je dano pigmentem, ktery produkuje. Syntetizuje
také enzym koagulaza, ktery interaguje v krevnim séru s fibrinogen, a méni jej na fibrin za
vzniku krevni srazeniny [20]. Je hlavni oportunisticky lidsky patogen, ktery ma schopnost
v lidském téle vyvolat celou fadu infekci, od povrchové kozni 1éze az po Zivot ohrozujici
sepse. Primarné se jednd o lidsky komenzal vyskytujici se v respiracnim ustroji, pievazné
v nosnich dirkach, odkud se §ifi dale [27]. Je pivodcem infekce mocovych cest, mastitidy,
bronchopneumonie, a septikémie [28]. Tyto infekce jsou velmi obtizné¢ 1écené, protoze
Staphylococcus aureus ma pozoruhodnou schopnost ziskat rezistenci na antibiotika [27].
Dobrym ptikladem je MRSA, coz je kmen Staphylococcus aureus, ktery je rezistentni viici
bézn¢ pouzivanym antibiotikim meticilinu, amoxicilinu nebo penicilinu, a je pivodcem
infekci ktize, mocovych cest, které¢ se pomérn¢ jednoduse ptenasi ve zdravotnickych

zafizenich [18].Tato rezistence je dana ptitomnosti bakteridlni genu mecA v chromozomu.
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Z divodu zavaznosti onemocnéni je nutné zaméfit vyzkum na nové latky s biocidnim

ucinem, u kterych nedojde k rozvinuti odolnosti [29].
3.4 Biofilm

Biofilm je definovan jako vysoce strukturovana komunita bakteridlnich bun¢k [27]. Obecné
je tvofen shlukem nebo vrstvou bunék, které jsou obklopeny polymerni matrici [30]. Ma
schopnost se tvofit na Siroké skéle povrchi, veetné zivych tkani, zdravotnickych prostredk,
rozvodu pitné vody nebo primyslového potrubi. Rozhrani pevna latka-kapalina tvofi idealni
prostiedi pro pfipojeni mikroorganismt a jejich rust. K bakteridlni kolonizaci jsou
nachylnéjsi pevné povrchy, které jsou drsné a hydrofobni, kam se fadi teflon a jiné plasty.
Méné nachylné jsou hydrofilni materialy, jako je sklo nebo kov [31]. Vyvoj biofilmu na
jakémkoliv povrchu zahrnuje sérii organizovanych korkl. V prvnim kroku bunky hledaji
prostiedi, kde by se mohly ptichytit. Nasledné se ptipoji k vybranému povrchu. Za vhodnych
podminek dojde k mnozeni bunék, a z ptipojenych mikroorganisma vznikaji mikrokolonie.
Pribézné dochazi k sekreci extracelularni polymerni latky za vzniku matrici biofilmu, ktera
lepi a obaluje buiiky. Nakonec dojde k findlnimu uvolnéni bunék z biofilmu, za Gcelem
iniciovat tvorbu nového biofilmu. Klinickym dusledkem biofilmu jsou infekce. Patogenni
role biofilmu na zdravotnickych prostfedcich a lidské tkani je dobfe znamd. Dokonce
1 komenzalni bakterie, které byly zminény vyse, osidluji povrch lidského téla v biofilmovém
rezimu. Mezi onemocnéni zpusobeni biofilmem patii bézné infekce dutiny ustni, kize,
zazivaciho traktu nebo mocovych cest. Rada znich je iantrogennich, jsou zptisobeny
pfenosem z bakterialné kolonizovanych zdravotnickych prostfedkl, jako jsou katetry,
chirurgické implantaty, kontaktni ocky nebo protetické srdecni chlopné [32].Proces tvorby

biofilmu je zndzornén na Obrazku 15.
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Obrazek 15 — Proces tvorby biofilmu, (EPS—extracelularni polymerni latka), upraveno dle
[33].

Bunky biofilmu jsou odolnéjsi vic¢i pisobeni stresovych faktord, vcetné UV zafeni,
antibiotikiim a desinfekénim prostiedkiim, coz naznacuje, Ze odstranéni biofilmu je velmi
obtizné. Tato ochrana je zajisténa souhrnem vice faktord, véetné extracelularni matrice, ktera
vaze antimikrobidlni latky atim snizuje jejich koncentraci, kterd se dostane
k mikroorganismiim. [30]. Proto je dulezit4 prevence vzniku biofilmu, to lze zajistit vybérem
vhodného materidlu a konstrukci zdravotnickych prostiedki, castym mechanickym ¢isténim
a pravidelnou sanitaci [33]. Bakterie, které tvoii biofilmy jsou Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus [34].

3.5 Antibioticka rezistence bakterii

Antibiotika jsou latky ptirodniho ptivodu produkované mikroorganismy, které inhibuji rast
bakterii a toxicky neptisobi vii¢i eukaryotickym bunikam. Mezi antibiotika patii také jejich
semisyntetické derivaty a antibakteridlni chemoterapeutika, ktera jsou vyrabéna chemickou
syntézou [35][36]. Antibiotika se pouzivaji k 1écbé nebo prevenci bakteridlnich infekei
a poskytuji nad nimi kontrolu. Jejich u¢innost se pro nas stala samoziejmosti [38]. Dnes, ale
Celime globdlni krizi v disledku rozvoje odolnosti bakterii vi¢i b&zné pouzivanym

antibiotikim. Rozvoj antibiotické rezistence ptedstavuje celosvétové ohrozeni lidského
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zdravi. Hlavni pfi¢inou odolnosti je nedostate¢na identifikace mikroorganismd, a tim
spojené naduzivani Sirokospektralnich antibiotik [38]. Tento znepokojivy stav tla¢i vyzkumy

po celém svété k vyvoji novych antimikrobidlnich latek [37].

Utinnost antibiotik je hodnocena in vitro, stanovenim minimélni inhibiéni koncentrace
(MIC) nebo inhibi¢nich z6n antibiotik. Na zakladé téchto hodnot jsou stanoveny hranic¢ni
koncentrace (breakpoints). Bakterie jsou klasifikovéana jako rezistentni, pokud jsou schopné
rust pfi koncentraci antibiotik vyssich, nez je hodnotou hrani¢ni koncentrace [38]. Diky
schopnosti manipulovat se svym genetickym uspofadanim se bakterie pomérné snadno
dokazou adaptovat na toxické ucinky antibiotik [37]. Vyvoj rezistence u bakterii se déli na

primarni a sekundarni [39].

Primérni rezistence je vrozend, geneticky podminéna odolnost, kterd zavisi na biochemii
a fyziologii bakterii [39]. Na zaklad¢ toho je nutna identifikace mikroorganismi zptisobujici
infekci, ato zdivodu aplikace vhodnych antibiotik, protoze fada bakterii je svym
strukturalnim uspofaddnim odolnd vici uréitym typim antibiotik. Primarni odolnost bakterii
nepiedstavuje riziko ohrozeni vefejného zdravi, protoze se jedna o vlastni bakterialni
charakteristiku nebo antibiotické omezenim, kterd jsou neménnd av Case se nevyviji.
Ptikladem je odolnost, vné&jsi membrany bakterie Pseudomona aeroginosa vici
aminopenicilinu, nebo nepropustnost vngjsi membrany gramnegativnich bakterii vuci
makrolidim. Odolnost je také zvySena u téch bakterii, které¢ maji schopnost tvofit biofilm
[35]. Sekundarni rezistence je ziskana a vyviji se az po kontaktu bakterii s antibiotiky
a predstavuje globalni bezpecnostni riziko. S vyvojem rezistence, roste pocet bakterialnich
infekct, ktera jsou nelécitelna béznymi antibiotiky a tim roste imrtnost na onemocnéni, ktera
byla povazovana za bandlni a snadno léCitelnd. Hlavnim mechanismem je enzymaticka
inhibice, pii které dochézi k transformaci specifického genu nebo genti kddujici enzymy,
které maji schopnost §tépit antibiotikum [39][40]. Rezistentni bakterie mohou enzymaticky
inaktivovat B-laktamova antibiotika (Obrdzek 16), naptiklad penicilin, plisobenim hydrolaz
znamych jako B-laktamazy. Takovy mechanismus je typicky naptiklad pro MRSA kmeny
Staphylococcus aureus [35].

V soucasné dob¢ jsou dobfe znamy kmeny bakterii, které jsou odolném vici vicero typi
antibiotik, jedna se o kmeny Staphylococcus aures, Escherichi coli, Enterococcus faecalis,

Klebsiella pneumoniae nebo Pseudomonas aeroginosa [39].
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Obrazek 16 — Zakladni struktura [3-laktamovych antibiotik.

3.6 Bakterialni kontaminace kosmetickych pripravku

K mikrobidlni kontaminaci kosmetickych ptipravkt mize dochazet ve dvou fazich, a to pfi
vyrobé nebo plnéni vyrobku. Zaroven také hrozi pti pouzivani kone¢nym spotiebitelem [41].
Kontaminace mikroorganismy zpusobuje znehodnoceni vyrobkl a pokud jsou patogenni,
mohou predstavovat pro zdkaznika vazna zdravotni rizika [42]. Pfed vznikem infekce nas
chrani klize, kterd ma funkci bariéry. Bakterie mdji schopnost pfilnout, replikovat se
a pusobit tzv. faktorem virulence, ktery urcuje jejich patogenitu. Jakmile bakterie pfilne na
kazi, musi prekonat n€kolik piekazek, nez dojde ke vzniku infekce. Prvni piekazku
predstavuje nejsvrchnéjsi vrstva pokozky stratum corneum, kterd krom¢ své mechanické
ochrany, ma kysely charakter a nizky obsah vody, ¢imz tvofi nepfiznivé podminky pro
bakterialni rist. Navic rozkladem bunék stratum corneum, vznikaji mastné kyseliny, polarni
lipidy a glykosfingolipidy, které maji antibakteridlni vlastnosti. Ochrannou funkci ma také
rezidentni flora ktize, kterd je stala a naptiklad lipofilni bakterie Corynebacteria produkuje
enzym lipazu, ktery pfispiva k obran¢ vii¢i patogennim mikroorganismim. Kysely charakter
pokozky podporuje rust Proprionibacteria, které produkuji kyselinu propionovou a ma

antimikrobialni u¢inek vici tranzitnim organismtim, které mohou byt patogenni [43].
3.6.1 Primarni kontaminace

Kontaminace mikroorganismy pii vyrobnim procesu, se nazyvaji primarni kontaminace.
Castym kontaminantem jsou pfevazné gramnegativni bakterie, ze surovin jako je naptiklad
voda, které se pouziva pifi vyrobé atim znehodnoti cely vyrobek. Prevence primarni

kontaminace je dodrzovani spravné vyrobni praxe, coz zahrnuje udrzovani Cistého prostredi,
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pravidelny uklid, sterilizace surovin a zafizeni, Skoleni pracovniki a fada dalSich pozadavkt
[44].

3.6.2 Sekundarni kontaminace

Sekundarni kontaminace vznika pti pouzivani kosmetického piipravku spotiebitelem.
Kontaminantem jsou vétSinou grampozitivni bakterie zrukou spotiebitele okolniho
prostfedi. Z hlediska vyrobce, nelze sekunddrnim kontaminacim zabranit, i pfesto

spole¢nosti provadi individudlni testy na stabilitu vyrobku [44].
3.6.3 Mikrobialni limity v kosmetickych pfipravcich

Kosmetické piipravky nemusi byt sterilni. Norma CSN EN ISO 17516 Mikrobiologické
limity v kosmetice, uddva maximalni limit poctu mikroorganismi, které se mohou
vyskytovat v kone¢ném kosmetické ptipravku a surovinach pro jejich vyrobu. V oéni
kosmetice a kosmetickych pfipravcich pro déti do 3 let je maximdlni mozny pocet
mikroorganismti 10> KTJ-g"' nebo 10> KTJ-ml!. V ostatnich kosmetickych piipravcich je
maximalni povolenay pocet pfitomnych mikroorganismt 10° KTJ-g"!' nebo 10° KTJ-ml!.
Stejny limit plati také pro suroviny. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomanas

aeruginosa a Candida albicans jsou mikroorganismy, které nesmi byt pfitomny v 1 g nebo
1 ml vyrobku [45].
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4 MECHANISMUS PUSOBENI ANTIBAKTERIALNICH
POLYMERU

Podle Svétové zdravotnické organizace zptisobuji infekéni nemoci ¢tvrtinu umrti na zemi.
Mezi nejcastéjsi patii infekce vyvolané bakteriemi, pneumonie, prijmové onemocnéni
a tuberkuléza. V disledku rozvoje bakteridlni rezistence vznikd nebezpeCi, ze se
onemocnéni stanou neléCitelnd, aproto je nutné zajistit nové antimikrobidlni latky.
Makromolekularni latky jsou v poslednich letech diskutovany jako potencidlni
antimikrobialni c¢inidla, kterd maji obrovsky potenciadl v boji proti mikroorganismim
odolnym vuci 1é¢ivim. Byla zjisténa vynikajici aktivita vici Sirokému spektru bakterii
s nizkou néchylnosti k rozvoji rezistence [46]. Antibakteridlni polymery byly objeveny
vroce 1965 azijem oné vzrostl vposlednich letech v disledku antibiotické krize.
Nejcast¢jsi oblast jejich aplikace je 1ékatstvi, potravinafstvi a textilni primysl, zajimava je

také jejich aplikace ve zdravotnickych prosttedcich [47].

Dalsim rizikem je infekce =ziskana zimplantovanych polymernich zdravotnickych
prostiedkil, jako jsou mocové a endotrachedlni trubice nebo peritonedlni katetry. Infekce
vznikaji z biofilmu, které kolonizuji nemocni¢ni zafizeni. Jejich 1éc¢ba je nesmirn€ narocna,
protoze mikroorganismy jsou v biofilmu odolnéjsi vic¢i antimikrobidlnim latkdm. Z toho
diivodu je nutné vyvinout takové polymerni materidly nebo povlaky, které maji
antimikrobialni vlastnosti, omezuji tvorbu biofilmu, inhibuji vznikajici infekci, eliminuji

bakterie v blizkosti polymerniho povrchu a zabrafiuji jejich ptilnuti [48].

Polymerni materidly se schopnosti zabijet nebo inhibovat rist mikroorganism, lze primarné
rozdl€lit dle jejich antimikrobidlniho mechanismu na aktivni a pasivni, (Obrdzek 17).
Polymerni vrstva, kterd ptisobi pasivné, snizuje schopnost adsorpce proteinti na jeho povrch,
tim zabrafiuje adhezi bakterii a znemoziluje bakteridlni rist Mechanismus plisobeni je
zalozen na odpuzovani bakterii. Polymer s bakteriemi aktivné neinteraguje a tudiz prezivaji.
Tim, Ze mikroorganismy nesou zdporny naboj a jsou hydrofobni, by méla byt struktura
téchto polymernich vrstev bud’ hydrofilni, kladné nabitda nebo mit nizkou povrchovou
energii, aby doSlo kucinnému odpuzeni mikroorganismu. Polymery s pasivnim
antimikrobialnim ucinkem jsou napftiklad polydimethylsiloxan, polyvinylpyrrolidon, PEG
[47].
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Aktivni polymery zabiji bakterie, které ulpi na povrchu polymerni vrstvy. Aktivita je dana
ucinnymi latkami, jako jsou kationtové biocidy nebo antimikrobidlni peptidy, které pii
kontaktu s bakterii zptisobi jeji smrt. Mechanismus puasobeni zavisi na aktivni latce,
nejcasteji pouzivané polymery jsou funkcionalizovany kvarterni amoniovou skupinou, které
interaguji s bunéénou sténou, ¢imz ovlivni permeability membrany, coZz ma za nasledek unik
intracelularniho bakteridlniho obsahu a dojde k usmrceni buniky. Mezi polymery s aktivnim

pusobenim patii naptiklad polyethylenimin (PEI), polyguanidin [47].
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Obrazek 17 — Antimikrobialni mechanismy polymerii (pasivni mechanismus (A) stéricka
zabrana, (B) elektrostaticky odpuzovani, (C) nizka povrchova energie; aktivni mechanismu

(D) uvolnovani biocidii z polymerniho povlaku, (E) kontaktni biocidni latka), upraveno dle

[48].

Pti konstrukci antimikrobidlnich povrchii jsou preferovany kontaktni povrchy, pii kterych
dochazi ke zniceni mikroorganismii. U povrcht fungujicich na principu odpuzovani je velka
pravdépodobnost rozvoje antimikrobidlni rezistence. Polymerni povrchy s biocidni aktivitou
lze obecné klasifikovat dle zaclenéni biocidni latky do polymeru — na biocidni polymery,

polymerni biocidy a polymery uvoliujici biocidy [49].
4.1 Biocidni polymery

Biocidni polymery jsou polymery, jejiz aktivita je dana ptisobenim celé makromolekuly.
Polymerni struktura vychazi z antimikrobidlni aktivity vaci mikrobidlnim bunkam, které
nesou zaporny naboj (Obrazek 19). Zaporné nabity bunécny povrch je dan pfitomnosti

membranovych proteini. Bunéénd sténa gramnegativnich bakterii navic obsahuje
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fosfolipidy a grampozitivni bakterie kyselinu teichoovou [50]. Biocidni polymery jsou
polykationty nesouci kladny naboj, interaguji s bunéénou sténou nebo membranou, ¢imz
dojde k poskozeni vnéjsi bunééné membrany v disledku konformacnich zmén, které jsou
zpusobeny ztratou dvojmocnych kationtl, které normalné stabilizuji bakteridlni povrch.
Bunika je poskozena anastdva bunécnd smrt. Antimikrobidlni polykationty obsahuji
kvarterni amoniové, guanidinové, fosfoniové a sulfoniové funkéni skupiny (Obrazek 18).
Vyhodou je, ze tyto polymery neztraci svou aktivitu a nedochdzi k rozvoji rezistence.
Biocidni vlastnosti antibiotickych polymert jsou odvozené od jejich struktury a pfitomnych
kationtovych skupin. Antibiotické polymery maji pozitivn€ nabitou amfifilni strukturu, diky
které interaguji s negativné nabitou fosfolipidovou vrstvou. Dojde k naruseni

cytoplazmatické membrany a smrti bunky [47].
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Obrazek 18 — Kationtové funkcni skupiny biocidnich polymerii (popis: A — kvarterni
amoniovy kation, B — kvarterni fosfoniovy kation, C — biguanidinovy kation, D — tercidrni

sulfoniovy kation, E — pyridinovy kation, F — guanidinovy kation).
4.2 Polymerni biocidy

Polymerni biocidy jsou polymery, které se sklddaji z monomerti tvotfené bioaktivnimi
jednotkami ty se opakuji a jsou kovalentné spojeny (Obrdazek 19). Strukturni jednotky maji
antibakterialni aktivitu, tvofenou aminoskupinami, karboxylovymi nebo hydroxylovymi
skupinami. Polymerace biocidnich monomerti vede ke vzniku antimikrobialnich polymert,
pti reakci ale mize byt ovlivnéno antimikrobidlni piisobeni [47]. Vysledna aktivita polymeri
mize byt vyznamné inhibovana ve srovnani s aktivitou monomeru. Napiiklad pfi
polymeraci vankomycinu, antibioticka aktivita vzrostla proti rezistentnim enterokoktm, ale

byla snizena vaci Staphylococcus aureus. Z toho vyplyva, Ze struktura polymeru
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i bakteridlnich druhdi hraje dulezitou roli v chovani polymernich biocidi. Polymerni
antibiotika s imobilizovanymi kvartérnimi amoniovymi solemi jsou Siroce vyuzivany jako

desinfekéni prostiedky, které pliisobi na membranu bakterii [51].
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Obrazek 19 — Klasifikace antimikrobidlnich polymerii, upraveno dle [51].
4.3 Polymery uvoliiujici biocidy

Jsou polymerni systémy, které vykazuji antimikrobidlni vlastnosti prostfednictvim
inkorporovanych biocidnich latek. Polymerni fetézec mé funkci nosice pro biocidy, které se
uvoliuji do mikrobidlnich bun€k (Obrdzek 19). Velkou vyhodou téchto polymernich
systémi je schopnost uvolniovat biocidy v blizkosti bakteridlni buniiky ve vysokych
koncentracich [48]. Ptikladem takovych polymernich systémil je nanokompozice med*-
polyanilin, pfipravena polymeraci anilinuza pouziti CuCl,. Méd’naté ionty Cu?" jsou
redukovany a zapouzdieny do polyanilinové matrice. Médnaté nanocastice se bchem

aplikace postupné oxiduji na Cu®** nebo Cu", uvoliiuji se a ptisobi biocidnim u¢inkem [51]
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4.4 Antimikrobialni polymery v kosmetice

Zakladnim pozadavkem na kosmetické piipravky je bezpecnost. Kosmetika nesmi
obsahovat Skodlivé latky a musi byt zajiSténa jejich trvanlivost a mikrobialni stabilita.
Tu zajistuji antimikrobidlni latky nazyvané konzervanty. Konzervacni latky jsou nezbytné,
aby zabranily primarni kontaminaci béhem piipravy a vyroby kosmetickych ptipravkl
a sekundarni kontaminaci pfi jeho pouzivani. Konzervanty s malou molekulovou hmotnosti
podléhaji stale vétsSim kontrolam z toho divodu, Ze mohou pronikat skrz kozni bariéru.
Antimikrobidlni polymery jsou nad&nou alternativou, protoze diky své molekulové
hmotnosti neprojdou kizi, a navic vykazuji dobré antimikrobidlni vlastnosti. Aktivita je

déna pfitomnosti funkéni skupiny v molekule polymeru [51].
4.4.1 Chitosan

Chitosan je ptirodni polysacharid slozeny z 2-aminodeoxy-B-D-glukanovych jednotek
spojenych B(1—4) glykosidovou vazbou. Vznika alkalickou deacetylaci chitinu, ktery se
prirozené vyskytuje v exoskeletu koryst a mékkysiu. Chitosan je nerozpustny ve vodé,
s kyselinami vytvari soli a vykazuje antimikrobidlni vlastnosti [7]. Mechanismus, jakym
pusobi na mikroby neni uplné jasny. Proto byly navrzeny tfi modely, které charakterizuji
moznou antimikrobialni aktivitu chitosanu. Prvni model je zalozen na interakci mezi kladné
nabitou molekulou chitosanu aziporné¢ nabitou mikrobidlni builkou. Interakce je
zprostfedkovana elektrostatickymi silami mezi protonovanymi skupinami NH*" a zapornym
mikrobidlnim povrchem. Elektrostatickd interakce zpisobi zménu v propustnosti
membrany, ¢imz vyvold osmotickou nerovnovahu a inhibuje rist mikroorganismu. Dojde
také k hydrolyze peptidoglykanu v bunécéné stén€, coz ma za nasledek Unik intracelularniho
obsahu abunéénou smrt. Antimikrobialni aktivita klesd se zvySujici koncentraci
polykationtového chitosanu. To je zplisobeno ptitomnosti velkého poctu nabitych mist
v polymernim fetézci, ktery ma tendenci se shlukovat a tvofit agregat, tomu lze ptedejit
upravou pH. Dal$im antimikrobidlnim modelem je proniknuti chitosanu do mikroorganismu.
Tam se vaze k mikrobidlni DNA a tim inhibuje syntézu mRNA a proteinii. Ackoliv byl tento
model pfijat jako mozny mechanismus, pravdépodobnost jeho vyskytu je velmi nizka.
Posledni model je zalozen na chelatacnim ucinku chitosanu, ktery se dobie vaze na kovy.
Aminoskupiny v struktufe chitosanu jsou zodpovédné za vychytavani kovovych kationti
chelataci, dojde k zesileni pozitivniho naboje a inhibici mikrobidlniho ristu [52]. Vzhledem

k chemickym a fyzikadlnim vlastnostem se chitosan vyuziva vcelé fadé¢ produktl
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a aplikacich, od kosmetickych piipravkd az po potravindiské aditiva. V kosmetice miize
zastavat funkci hydrokoloida, pii neutralizaci kyselinou se stava viskézni a je pridavan do
krém, t€lovych mlék nebo lakdi na nehty k Gpraveé textury vyrobku [53]. V lékafstvi se
pouziva v obvazovych materidlech ke kryti ran, zpomaluje krvaceni a piisobi jako
antibakterialni ¢inidlo [49]. Mechanismus antibakteridlniho pisobeni chitosanu je znazornén
na Obrazku 20.

chitosan ; FH 4+ elektrostaticka interakce

// _ chitosanu s bunéénou sténou
I ’
!

buné¢na sténa
cytoplazmaticka
embrana

poskozeni DNA
'« ionty kovii

prachod skrz chelatace

x N naruseni
buné¢nou sténu

membrany

\ 4

Obrazek 20 — Mechanismus antibakteridlniho pusobeni chitosanu, upraveno dle [53].
4.4.2 Poly-L-lysin

Je pfirozen¢ vyskytujici homopolyamid L-lysinu s amidovou vazbou mezi g-amino
a a - karboxylovymi skupinami. Jeho vyskyt byl poprvé zaznamenan u vlaknité bakterie
Streptomyces albulus. Jednd se o tepelné stabilni polykationt, ktery se vyznacuje
biodegradabilitou, netoxicitou, rozpustnosti ve vodé a stabilitou v Sirokém rozmezi pH.
Je uCinny vaci grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim Antibakterialni aktivita lze
vysvétlit elektrostatickou absorpci na bakteridlni povrch a naslednym stripovanim

membrany, ¢imz dochézi k fyziologického poskozeni butiky [49].

Na Obrazku 21 je popsan mechanismus antibakterialni aktivity poly-L-lysinu pfi pouziti
rozdilnych koncentraci. Pii pouziti nizkych koncentraci, byla intraceluldrni koncentrace
glukosy asi 2,5krat zvySena, coz bylo zptisobeno inhibici glykolytické drahy. Zatimco pfi
pouziti vyssi koncentrace poly-L-lysinu dochdzi ke zvySovani obsahu alaninu, valinu

a leucinu, které jsou produkovany obrannym mechanismem bakterie. Zvysi se také obsah
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citratu, protoze poly-L-lysin pusobi na citratovy systém prostfednictvim inhibice enzymu
akonitasa. Inhibici téchto dllezitych metabolickych déjti dochazi k usmrceni bakteridlni
buiky[55].

V kosmetice se poly-e-lysin vyuziva v zubnich pastich nebo ustnich vodach, kde plsobi
proti kariogennim bakteriim, které jsou zodpovédné za onemocnéni parodontu a vzniku
zubniho kazu [56]. Byla také popsana role poly-ge-lysin pfi inhibici lidské pankreatické
lipazy, pfti které se docililo normalniho piijmu tukd, a proto je diskutovéana jeho aplikace
jako dietniho ¢inidla u obéznich pacientl. Studie ukazuji Siroké mnozstvi aplikaci od

potravinovych konzervanti, obalovych materidlii pro mikroCipy az po emulgatory [49].

. peptidoglykan

B ¥ /~ glukosa
+  inhibice enzymu hexokinasa

glykolysa 2 glukosa-6-fosfat

\

~ pyruvat
acetyl-CoA
oxalacetat Citrat  inhibice enzymu
akonitasa
{ |
{ Citratovy  isocitrat
fumaréat cyklus

inhibice enzymu v,
sukcinat dehydrogenasa--  gykcinat -

Obrazek 21 Mechanismus antibakterialniho piisobeni poly-L-lysinu, upraveno dle [55].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

4.4.3 Linearni kvarterni amoniové polymery

Polymery obsahujici kvarterni amoniovou skupinu ajsou jedny z nejrozsifenéjSich
antibakterialnich polymert. Jsou ve srovnani s gramnegativnimi bakteriemi vice u¢inné vuci
grampozitivnim bakteriim. To vyplyva ze struktury bakterii, gramnegativni bakterie maji
vnéjs$i membranu, kterd je chrani pfed pisobenim kvarternich amoniovych skupin. Ta ale
u grampozitivnih bakterii chybi a polymery tak 1épe pronikaji do buné¢né struktury. Jednim
z piikladi téchto polymert je poly-(2-dimethylaminoethyl)methakrylat (Obrazek 22), ktery
vykazuje dobrou antibakteridlni aktivitu vici Sirokému spektru bakterii. V kosmetice se
kvarterni amoniové polymery pouzivaji v pfipravcich v péci o télo avlasy. Pusobi
antistaticky, vytvari tenky film na vlasech a pokozce, zajistuje dobrou hydrataci a pénivost
vyrobku [57].

s
0 O~ CHs
N CHs
CH,4

Obrazek 22 — Strukturni vzorek poly(2-dimethylaminoethyl)metakrylatu.
4.4.4 Polymery s heterocyklickym dusikem

Jsou polymery s pyridinovou funkéni skupinou, ktera nese kladny naboj a zajist'uje interakci
s bakteridlnim povrchem. Piikladem takovych polymert jsou: 4-aminododecylpyridinium
chlorid, 4-acetylaminododecylpyridinium chlorid 4- benzoylaminododecylpyridinium
bromid, a 4-(1-naftoyl)aminododecylpyridinium bromid (Obrdazek 23). Polymery maji
stejnou délku fetézce, 1i8i se pouze v hydrofobnich skupinach na konci pyridinové skupiny.
Byla testovana antibakteridlni aktivita viici Staphylococcus aureus a Escherichia coli, ktera
se ujednotlivych polymert liSila pravé v disledku riznych hydrofobnich skupin.

U polymert s vetsi hydrofobni skupinou byla antibakteridlni aktivita vyrazn¢ vyssi [49][57].
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Obrazek 23 —Polymery s pyridinovou skupinou (popis A: 4-aminododecylpyridinium

: CHy CI

CH4 Br

chlorid, B: 4-aminododecylpyrididinium chlorid , C: 4-benzoylaminododecylpyridinium
bromid, D : 1-(4-naftoyl)aminododecypyridinium bromid).

4.4.5 Polymery obsahujici guanidinové skupiny

Polyguanidin a polybiguanidin pfedstavuji vyznamnou antimikrobidlni tfidu polymera. Jsou
netoxické, rozpustné ve vodé aucinné vaci Sirokému spektru mikroorganismda.
Mechanismus je zaloZzen na elektrostatické interakci. Vykazuji vyssi aktivitu vuci
grampozitivnim bakteriim, jejiichZ struktura je jednodussi a umoziuje prinik polymernich
biocidl s vysokou molekulovou hmotnosti [49][57]. Guanidinova ¢inidla jsou stabilni viici
vysokym teplotam, aproto jsou vyuzivany jako aditiva do polymernich materiald.
Antimikrobialni ¢inidlo je dispergovano do polymerni matrice béhem taveni, poté migruji

na povrch matrice a zajiSt'uji antimikrobialni aktivitu [49].

4.4.6 N-halaminové polymery

N-halaminové slouceniny obsahuji alesponn jednu kovalentni vazbu mezi dusikem
a halogenem. Vznikaji halogenaci polymeru, do které¢ho byly zavedeny amidové, imidové
nebo aminové skupiny. Nejcasteji pozivanym halogenem je chlor. Halogenované aminy
vykazuji nejsilngjsi biocidni aktivitu, ale jsou nejmén¢ stabilni. Jsou G¢inné viici Sirokému

spektru mikroorganismti. Antimikrobidlni aktivita je zprostiedkovéana oxida¢nim chlorem v
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N-halaminové sloucenin€. Mechanismus je zalozen na vymeéné halogenli mezi
N - halaminem a mikroorganismem, coz zpusobuje buné¢nou smrt. Priméarni aplikace jsou
antibakterialni obvazové materidly, které slouzi k zabranéni vzniku infekce, biocidné ptisobi
na nezadouci bakteridlni rast a v posledni fadé zlepSuji proces hojeni, ktery muize byt

zpomalen vlivem doprovodnych onemocnéni, naptiklad cukrovkou [58][59].

4.5 Polymerni nanokompozice

Polymerni nanokompozice jsou kombinace polymerd, které obsahuji organickych nebo
anorganické plnivo. Ptfedpoklad pro vyrobu jsou plnivo o velikosti nanometri
Nanokompozice jsou ¢asto vyrabény v kombinaci s kovy nebo oxidy kovu, které jsou
pouzivané jako antimikrobidlni latky a tim zajiStuji vznik polymernim nanokompozicim

s antimikrobidlni aktivitou. Takovymi kovy jsou stfibro, zlato nebo oxid zine¢naty [60].
4.5.1 Nanocastice stribra

Nanocéstice jsou definovany jako Castice, které meéti méné nez 100 nm alesponl v jednom
rozméru. Bezpe¢nost nanomateridlli je velkou otazkou, diivodem je pravé jejich velikost. Pti
jejich aplikaci v kosmetice, miize hrozit riziko priniku pokozkou Studie akutni dermalni
toxicity prokazaly bezpecnost nanocastic stiibra pro lokalni aplikaci. Nanocastice stiibra
vykazuji dostatecné konzervacni vlastnosti. Plsobi biocidnim u¢inkem proti Sirokému
spektru  mikroorganismti, vcetn¢ infekénich bakterii, kterd jsou odolnd vuci
antimikrobidlnim latkdm, jako je Escherichia coli, Bacillus subtilis a Staphylococcus
aureus. Mechanismus jejich plsobeni ale neni zcela objasnén. Piedpoklada se, ze
nanocastice pronikaji skrz bunécnou sténu, tim ji narusi a zptisobi bunécnou smrt. Dalsi
moznosti je uvolnéni nanoc¢astic stiibra, které jsou deportovany vezikulem do buiiky, kde
vezikul vlivem osmotického tlaku praskne a uvolnéné nanocastice interaguji s proteinem,
coz zpusobi inaktivaci a inhibice metabolickych pochodli v buiice. Nanocastice stiibra
mohou byt inkorporovany do polymerni struktury nékolika mechanismy. Napiiklad
syntézou nanocastic stfibra na povrchu hemodialyza¢nich polyurethanovych katetra, ktera
probiha fotoreakci stiibrnych soli v alkoholu. Antibakteridlni aktivita byla prokézana jiz pfi
pouziti 0,1 g stfibra na m? [60]. Nano&astice stifbra se vyuzivaji v pletovych Eisticich
pripraveich k 1é¢bé akné. Dale v ptipravcich urcenych k ¢isténi dutiny ustni. Biocidané
pusobi vic¢i mikroorganismu, které zpusobujici infekce a vznik zubniho kazu Dalsi
antibakterialni aplikaci nanocéstic stfibra je zabudovani do obvazli, obuvi a obleCeni
[61][62].
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4.5.2 Nanocéastice zlata

Nanokompozice obsahujici zlato vykazuji dobré antibakterialni ii€inky vii€i grampozitivnim
1 gramnegativnim bakteriim v molarnich koncentracich. Nanokompozice na bazi polymeru
akovu se pfipravuji vstfikovanim kovu na povrch polymeru v kombinaci
s polytetrafluorethylenovou slozkou. Antibakteridlni aktivita zlata byla prokazana pfi
extrémné nizkém mnozstvi 1 mg/m? vaci Staphylococcus aureus a Staphylococcus

epidermis, coz jsou nejéastéjsi piivodci infekei v 1ékatskych zatizenich [60].
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5 METODY TESTOVANI ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY

K vyhodnoceni antimikrobialni aktivity lze pouzit celou fadu laboratornich metod. Mezi
zakladni a nejznamé;jsi patii diftizni a dilu¢ni metody. Cilem je za definovanych, testovacich
antimikrobialniho ¢inidla, ktery inhibuje viditelny rast testovaného mikroorganismu
a obvykle se vyjadiuje v jednotkach pg/ml nebo mg/l. Tato hodnota se vyuziva ke stanoveni

citlivosti bakterii a k hodnoceni aktivity novych antibakteridlnich latek [63].

5.1 Kirby-Bauer test

Byla objevena v roce 1940, v literatuie oznacovana také jako diskova difuzni metoda. Ta se
stala bézné¢ pouzivanou pro testovani antimikrobidlni citlivosti. Principem metody je
naockovani agarové plotny Mueller-Hinton, standardizovanym inokulem testovaného
mikroorganismu o koncetraci 1-2x108%CFU/ml. Na povrch agaru se umisti kotouce
z filtraniho papiru, které obsahuji testovanou slouceninu v pozadované koncentraci.
Naésledné se Petriho misky inkubuji 16 az 24 hodin pfi teploté 35 °C. Antimikrobidlni latka
se difunduje do agaru, inhibuje germinaci a rust testovaného mikroorganismu a poté se meii
praméry inhibi¢nich zon (Obrdzek 24) Vyhodou této metody je jeji jednoduchost,
nenaroc¢nost, moznost testovani velké mnozstvi mikroorganismil a antimikrobialnich latek.
Nevyhodou je, ze touto metodou nelze stanovit presnou hodnotu MIC, protoze neni mozné

kvantifikovat mnozstvi antimikrobialni latky rozptylené do média [[63]

Obrazek 24 — Kirby-Bauer test [Centrum polymernich systemu ve Zliné].
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5.2 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody se pouzivaji ke stanoveni MIC antimikrobidlni latky, potfebné k inhibici
ristu nebo usmrceni bakterii, tedy hodnotu MBC, kterd uddvd minimalni baktericidni
koncentraci. Ke kvantitativnimu métfeni antimikrobidlni aktivity in vitro proti bakteriim

nebo plisnim, 1ze pouzit metodu agarové nebo bujonové diluéni metody [64]
5.2.1 Dilu¢ni metoda v agaru

Principem metody je pfidani rGznych koncentraci antimikrobidlni latky, obvykle je
pouzivano dvojnasobné fedéni, do agarového média (Obrazek 25). Poté je na povrch agaru

naneseno definované mnozstvi mikrobialniho inokula [64].

Koncentrace antimikrobidlni latky

0 pg/ml
kontrolni

vzorek S/ /

0,25 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml

Obrazek 25 — Dilucni metoda v agar, upraveno dle [65].
5.2.2 Dilu¢ni metoda v bujénu

Mikrodilu¢ni a makrodilu¢ni metoda v bujonu je jednou z nejzdkladnéjsi metod pro
testovani antimikrobidlni citlivosti. Postup zahrnuje fedéni antimikrobidlniho Ccinidla
v kapalném, rastovém médiu rozdéleném do zkumavek nebo pfi mikrodiluéni metodé
v mikrotitracni desti¢ce s 96 jamkami. Poté se kazda zkumavka nebo jamka, naockuje

inokulem o koncentraci 0,5 stupnici McFarlanda (Obrazek 26). Po dikladném promichani
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se inokulované zkumavky (mikrotitracni desti¢ka), inkubuje za vhodnych podminek
v zavislosti na testovaném mikroorganismu Po inkubaci je sledovan viditelny, bakterialni

cvwr

rustu, predstavuje hodnotu MIC[64] [66].

klickou nabrané kolonie
se rozetfou v roztoku

zdkal upraveny na hodnotu
\ 0.5 McFarlanda
promichani -
| 5 4

na vortexu D

— g -

\
24 hodin stara kultura \_X \\
\

sledovanych bakterii
fyziologicky roztok

Obrazek 26 — Priprava bakterialni suspenze o hodnoté zakalu 0,5 stupnice McFarlanda

[66].
5.3 E-test

Je metoda antimikrobidlniho, koncentracniho gradientu, kterd kombinuje princip dilu¢ni
a difizni metody pro stanoveni hodnoty MIC. Je zalozena na vytvoieni koncentracniho
gradientu antimikrobialnimi latkami, testovanymi v agarovém médiu.
E-test, také znamy jako epsilometrovy test, je komercni verzi této techniky. Testovaci
prouzek je Siroky 5 mm adlouhy 60 mm. Na jeho povrchu je definovany gradient
antimikrobni latky. Prouzek je pfenesen na naoCkovanou agarovou pudu a nasledné dojde
k uvolnéni latky do agaru. Po inkubaci kolem prouzku vznikaji inhibi¢ni zony ve tvaru elipsy

(Obrdzek 27), v misté kde zona protne prouzek je hledana hodnota MIC [63].
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Obrazek 27 — E-test, upraveno, dle [63].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Testované bakterie

V experimentu byly pouzity dva druhy bakterii, gramnegativni bakterie Escherichia coli
a grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus. Jedna se o modelové organismy
v mikrobiologii a jsou obvykle primarni volbou pfi testovani antibakteridlni aktivity latek ¢i
vyvoje bakteridlni adaptace. Bakterie byly zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismi,
Ptirodovédecké fakulty, Masarykovy univerzity v Brné. Byly vybrany kmeny
Staphylococcus aureus CCM 4516 a Echerichia coli CCM 4517 a biofilm tvofici kmeny
Staphylococcus aureus CCM 2022 a Escherichia coli 3954.

6.2 Kultivaé¢ni média

Byla pouzita dvé kultivaéni média tryptofan sojovy-agar pro izolaci bakteridlniho kmene

a Mueller Hinton (MH) agar, ktery byl pouZit pfi testovani antibakterialni aktivity.

6.2.1 Tryptonfan sojovy agar

Tryptofan-sojovy agar je neselektivni kultivacni piida, pouzivana ke kultivaci Siroké skaly
mikroorganismu. Zékladem média je sojovy pepton a kaseinat, které tvoii nutri¢ni zaklad.

Kultivaéni médium bylo pfipraveno navazenim 16 g TSA arozpuSténim ve 400 ml
destilované vody, poté sterilizovano v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Kone¢né pH
pii teploté 25 °C 7,3+ 0,1. Vychladnuté médium bylo uchovavano pii 5 °C v laboratorni

lednici.

Tabulka 1 — Slozeni Tryptofan sojovy agar (HiMedia, M2930-500 g).

SloZeni MnoZstvi
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15,0 g/l
Sojovy pepton 5,0 g/l
Chlorid sodny 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l
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6.2.2 Mueller Hinton agar

MH agar je médium vyuzivané v metodich pro testovani citlivosti bakterii
k antibakteridlni latce. Hovézi extrakt a hydrolyzat kaseinu tvoii nutri¢ni zaklad, zatimco
Skrob ma schopnost absorbovat latky produkované bakteriemi, které by mohly ptsobit vici
testované latce.

Pro ptipravu MH bylo navdzeno 15,2 g média a rozpusSténo ve 400 ml destilované vody.
Médium bylo poté sterilizovano v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut, kone¢né pH pfi

25 °C 7,3+ 0,1. Po vychladnuti byl MH agar uchovavan v laboratorni lednici pii 5 °C.

Tabulka 2 — Slozeni Mueller Hinton agar (HiMedia, M173—-500G).

SloZeni MnoZstvi
Hovézi masovy extrakt 300,0 g/1
Kysely hydrolyzat kaseinu 15,5 g/l
Skrob 1,5 g/l
Agar 17,0 g/l

6.3 Roztoky

6.3.1 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 3,4 g NaCl (Penta, CAS 7647-74-5)
arozpusténim ve 400 ml destilované vody. Roztok byl sterilizovan v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti byl uchovavén v laboratorni lednici pii 5 °C.

6.4 Testované polymery

V experimentu byly testovany antibakteridlni vlastnosti vybranych polymert, které se bézné
pouzivaji v kosmetickych piipravcich jako emulgatory, kondicionéry nebo modifikatory
reologickych vlastnosti. Soucasné je diskutovana jejich aplikovatelnost jako antimikrobidlni

¢inidla v kosmetice.
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6.4.1 Poly-L-lysin

Je pfirozen¢ vyskytujici homopolyamid L-lysinu s amidovou vazbou mezi g-amino
a a - karboxylovymi skupinami (Obrazek 28). Jedna se o tepeln¢ stabilni polykation,

rozpustny ve vodé a stabilni v Sirokém rozmezi pH [49].

Tabulka 3 — Testovany poly-L-lysin.

Nazev Poly-L-lysin solution 0,1 % (w/v)
Vyrobce Sigma Aldrich
CAS 25988-63-0

Obrazek 28 — Strukturni vzorec poly-L-lysinu.
6.4.2 Polyethylenimin (PEI)

Polyethylenimin (PEI) je synteticky, nebiodegradabilni polymer. Rozvétvena struktura je
tvofena primarnimi, sekundarnimi a terciarnimi aminoskupinami (Obrdzek 29), které tvori
v makromolekularnim fetézci celkovy kladny naboj, jenz ptispiva k antibakterialni aktivite.

V experimentu byl pouzit rozvétveny PEI s primérnou molekulovou hmotnosti 800 g/mol.

Tabulka 4 — Testovany polymer PEI

Nazev Polyethylenimin
Vyrobce Sigma-Aldrich
CAS 25987-06-8
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Obrazek 29 — Strukturni vzorec vetveného polyethyleniminu (PEI).

6.4.3 Polyethylenglykol (PEG)

PEG je biodegradabilni polymer, ktery je syntetizovan polykondenzaci ethylenoxidu.
V kosmetickych piipravcich plni funkci emulgétoru, kondicionéri pokozky nebo
humektanta [13]. V experimentu byl pouzit PEG s primérnou molekulovou hmotnosti
400 g/mol aPEG sprimémou molekulovou hmotnosti 600 g/mol. Struktura

polyethylenglykolu je znazornéna na (Obrdzku 30).

Tabulka 5 — Testovany polymer PEG 400

Nazev PEG 400
Vyrobce MERC
CAS 25322-68-3

Tabulka 6 — Testovany polymer PEG 600

Nazev PEG 570-630
Vyrobce Sigma-Aldrich
CAS 25322-68-3
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H OH
n

Obrazek 30 — Strukturni vzorec polyethylenglykolu (PEG).

6.5 Inokulace bakterii

K inokulaci bakterialniho kmene byla pouzita metoda kiizového roztéru, pii které se ptivodni
kultura fedi a vyrustaji jednotlivé kolonie. Prvnim krokem je sterilizace kli¢ky v plamenu,
po vychladnuti je kultura pfenesena na TSA médium, rozetiena do ¢tyf pruht. Klicka je opét
sterilizovana a postup se opakuje rozetienim vzniklych pruhit do dalSich ¢tyt pruhi. Dalsi
krok se opakuje. V poslednim kroku je klicka sterilizovana a pruhy jsou rozetfen do tzv.

hadka, kde vyrustaji jednotlivé kolonie. Postup je zndzornén na Obrdzku 31.

vyzihani klicky

rozetieni
bakterialni kul
akterialni kuftury vyzihani kligky
rast jednotlivych vyzihani klicky
kolonii

tzv. hadek

Obrazek 31 — Postup kifizové roztéru [vilastni zdroj].

6.6 Vlastni experiment

V experimentu byly provedeny dvé nezavislé testovani antibakteridlnich vlastnosti
vybranych polymerti. Prvni metodou byla agarova difuzni metoda, kde byl sledovan vznik
inhibi¢nich z6én jednotlivych koncentraci polymert jako dikaz antibakteridlni aktivity
studovanych latek. V druhé ¢asti testovani byl pfipraven koncentracni gradient testovanych

latek pomoci experimentdlniho zafizeni viz. obrazek 29, které umoziovalo sledovat
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antibakterialni ptisobeni latky v fadu dni a rozvoj bakterialni adaptace. Veskera prace byla
provadéna v ockovacim boxu (Biosan). Pouzit¢ pomiicky a ptistroje byly desinfikovany
70% etanolem, aby bylo zamezeno ptipadné kontaminaci. Jak je uvedeno nize, ani tyto

opatieni nebyla dostatecnd a kontaminace se na vzorcich objevila.
6.6.1 Testovani antibakterialni aktivity

6.6.1.1 Piiprava inokula

Bakteridlni inokulum bylo pfipraveno jako suspenze ve fyziologickém roztoku. Sterilni
klickou byly z povrchu TSA agaru odebrany kolonie 24h kultury a pfeneseny do 5 ml
sterilniho fyziologického roztoku s pfibliznou koncentraci inokula 1-2-10%8 CFU/ml.

Suspenze byla dikladné promichdna na vortexu V-1 plus (Biosan).

6.6.1.2 Agarovd difuzni zkouska

Pro zjisténi antibakterialni aktivity testovanych polymerti byla pouzita agarova difuzni
zkouska ve formé jamkové metody. Byl napipetovan 1 ml pfipravené bakterialni suspenze
do sterilni Petriho misky a pfelit 15 ml MH agaru, ktery byl vytemperovan na 50 °C. Po
ztuhnuti média byly na povrchu pomoci korkovrtu vysekany dvé jamky. Do téchto jamek
bylo pipetovano 100 pl testované latky o dané koncentraci. Misky byly pielepeny folii
a inkubovany v termostatu INCU-Line (VWR™) pti 35 °C do dal$iho dne.

Tabulka 7- Koncentrace testovanych polymerii.

Testovany polymer Testované bakterie Koncentrace [mg/ml]

E. coli CCM 4517 25 50 75 100 150

S. aureus CCM 4516 25 50 75 100 150
*poly-L-Lysin

E. coli CCM 3954 50 75 100 |- -

S. aureus CCM 2022 59 75 100 - -

E. coli CCM 4517 100 200 400 800 1000
PEG 400

S. aureus CCM 4516

E. coli CCM 4517 1500 | 1800 | 2000 |50 ul | 80 ul
PEG 600

S. aureus CCM 4516
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E. coli CCM 4517

S. aureus CCM 4516
PEI 10 30 90 150 -
E. coli CCM 3954

S. aureus CCM 2022

*koncentrace pro poly-L-lysin jsou v jednotkach [pg/ml]

Hodnoty inhibi¢nich zén (Obrazek 32) v [mm] byly odecteny pomoci pocitacového
programu Scan 500 inhibiton zone reader (Interscience) a statisticky zpracovany (Dixonlv

test) k posouzeni hodnot zatizenych hrubou chybou. Zadnou hodnotu nebylo nutné vylougit.

Obrazek 32 —Inhibicni zony poly-L-lysinu viici Escherichia coli CCM 4517, koncentrace
(100, 150 ug /ml).

6.6.2 Testovani vyvoje bakterialni adaptace

Pro testovani vyvoje bakterialni adaptace bylo pouzito experimentalni zatizeni umoziujici
pfipravit experimentdlni vzorek obsahujici koncentra¢ni gradient testované latky tzv.
koncentra¢ni bloky. Tim bylo umoznéno sledovat antibakteridlni aktivitu testovanych
polymert v pribéhu dni. Experimentalni zafizeni bylo konstruovano z nerezové formy
o rozméru 4 x 6 cm. Jednotlivé koncentracni oblasti byly definovdny pomoci nerezové
prepazky, diky které byly vytvoteny 4 bloky o velikosti 4 x 1,5 cm (Obrdazek 33).
V experimentu byl opét pouzit MH agar. VSechny pomtcky byly desinfikovany 70%

etanolem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Na sterilni Petriho misku bylo polozZeno experimentalni zatfizeni pfedstavujici formu, ve
které byl pomoci piepazky vytvofen prvni blok abyl naplnén 5ml MH agaru
vytemperované¢ho na 50 °C. Po ztuhnuti je pfepazka piremisténa k vytvoreni dalsiho bloku
o stejné velikosti a takovym zptisobem byly vytvoreny ¢tyfi bloky tvofici tzv. chodnik. Na
prvni blok bylo napipetovano 100 pl bakteridlni suspenze a na dalsi bloky byly postupné
pipetovany zvysujici koncentrace testovanych polymert o objemu 100 pl. Diky tomu byly
na povrchu média vytvoteny koncentra¢ni hladiny testovanych latek. Spojenim bloki doslo
pravdépodobné k rozmazani ostré hranice koncentrac¢nich bloki. Z diivodu omezeni v dobé
pandemie Covid-19 nebylo mozné zajistit dalSi experimenty k definovani prolnuti
koncentraci testovanych latek. Poté bylo zafizeni odebrano a takto pfipravené koncentracni
bloky byly kultivovany pti 36 °C v inkubatoru. Do inkubatoru byla téz ptiddna miska
s destilovanou vodou, aby se pfedchdzelo vysychani kultivaéniho média. Koncentracni

bloky jsou znadzornény na (Obrazku 34).

Obrazek 33 — Experimentalni zarizeni pro pripravu koncentracniho gradientu.
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pipetovani vzrustajicich

koncentraci polymeru
pipetovani /N
inokula
)//%\'//&
Co G C GCs

»
»

koncentraéni gradient

Obrazek 34 — Koncentracni gradient vytvoreny experimentalnim zarizeni.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V kapitole jsou diskutovany vysledky provedenych testii. U agarové diftizni metody byly
diskutovany inhibi¢ni zony, které vznikly diftzi testovanych latek do naockovaného MH
média. U koncentracniho média bylo hodnoceno piertistani bakterialni kultury pies bloky

tvotici koncentracni gradient.

7.1 Vyhodnoceni inhibi¢nich zén

Vysledkem agarové difuzni metody byl vznik inhibi¢nich zon, které charakterizuji citlivost
daného kmene bakterii k testované latce. Cim vétdi je primér inhibiéni zény tim je
antibakteriadlni latka 0¢innéjsi a vice inhibuje riist bakterii. Grafy predstavuji zavislost
pouzitych koncentraci testovanych latek na velikosti vzniklych inhibi¢nich zén uvadénych
v [mm]. Pro kazdou koncentraci byl test proveden trikrat, byl vypocitan prameér velikosti

inhibi¢nich z6n a prenesen na osu y v zavislosti na danou koncentraci.

poly-L-lysin vi€i E. coli CCM 4517

24

inhibi¢ni zéony [mm

25 50 75 100 150
koncentrace poly-L-lysinu [pg/ml]

Obrazek 35 — Velikost inhibicnich zon testovaného poly-L-lysinu proti Escherichia coli

CCM 4517.
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poly-L-lysin vici S. aureus CCM 4516

25 50 75 100 150
koncentrace poly-L-lysinu [pg/ml]

Obrazek 36 — Velikost inhibicnich zon testovaného poly-L-lysinu proti Staphylococcus
aureus CCM 4516.

Pro testovani antibakterialnich vlastnosti poly-L-lysinu byla zvolena koncentra¢ni fada (25;
50; 75; 100; 125 pg/ml) pro bakteridlni kmeny S. aureus CCM 4516 E. coli CCM 4517, pro
kmeny E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022 koncentrace (50; 75; 100 pg/ml).

Na Obrazku 35 je graficky vyjadiena zavislost testovanych koncentraci poly-L-lysinu na
velikosti inhibi¢nich z6én vaci bakteridlnimu kmenu E. coli CCM 4517. Jiz pii nejnizsi
koncentraci 25 pg/ml, doslo ke vzniku inhibi¢ni zény o velikosti (19,9 + 0,3) mm a velikost
inhibic¢nich zo6n rostla se zvysujici se koncentraci testované latky. Stejny trend l1ze sledovat
ipfi pusobeni proti kmenu S. aureus CCM 4516, kde velikost inhibi¢ni zény byla
(27,3 £ 0,1) mm. Tim Ize potvrdit, Ze poly-L-lysin ma vyssi ucinek proti grampozitivhim
bakteriim, jejichz bunécna struktura je jednodussi a jsou na plisobeni antibakterialnich latek

citlivejsi.
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45 poly-L-lysin vici S. aureus CCM 2022

40 -

30 A

inhibi¢ni zony [mm)]
(98]
W
1

25

50 75 100
koncentrace poly-L-lysinu [pg/ml]

Obrazek 37 — Velikost inhibicnich zon testovaného poly-L-lysinu proti Staphylococcus
aureus CCM 2022.

- poly-L-lysin vii¢i E.coli CCM 3954

27 H

26

inhibi¢ni zény [mm)]

25

50 75 100
koncentrace poly-L-lysinu [pg/ml]

Obrazek 38 — Velikost inhibicnich zon testovaného poly-L-lysinu proti Escherichia coli

CCM 3954.

Na obrazcich 37 —38 je znazornéno antibakterialni plisobeni poly-L-lysinu vici bakteridlnim
kmentim E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022, jedné se o kmeny, které jsou schopny
tvofit biofilm a obecné jsou povazovany za odolngjsi. Velikost inhibi¢nich zén pii
koncentraci 50 pg/ml byla u E. coli CCM 3954 (26,3 + 0,1) mm a (27,2 = 0,7) mm pro
S. aureus CCM 2022. Podobné velikosti inhibi¢nich zon 1ze sledovat i u kment E. coli CCM
4517 a S. aureus CCM 4516 a na zéklad¢ toho nelze zhodnotit, jestli jsou bakterialni kmeny

vici pasobeni poly-L-lysinu odolnéjsi.
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1 - PEI viici E. coli CCM 4517

inhibi¢ni zéna [mm]
o)
1

10 30 90 150
koncentrace PEI [mg/ml]

Obrazek 39 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEI proti E.coli CCM 4517.

’1 - PEI vadi S. aureus CCM 4516

18 ~
15 ~
12~

inhibi¢ni zéna [mm]

S W N O
1

10 30 90 150
koncentrace PEI [mg/ml]

Obrazek 40 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEI proti S. aureus CCM 4516.

5 - PEI vici E.coli CCM 3954

inhibi¢ni zéna [mm]

10 30 90 150
koncentrace PEI [mg/ml]

Obrazek 41 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEI proti E. coli CCM 3954.
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PEI vuéi S. aureus CCM 2022
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10 30 90 150
koncentrace PEI [mg/ml]

Obrazek 42 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEI proti S. aureus CCM 2022.

Dal8im testovanym polymerem byl polyethylenimin (PEI) v koncentracich (10; 30; 90; 150

Cvwr

pouzité koncentraci 10 mg/ml U kmene Escherichia coli CCM 4517 lze sledovat mensi
velikost inhibi¢ni zony (4 + 0,4) mm pfi koncentraci 30 mg/ml, nez u koncentrace 10 mg/ml,
coz mohlo byt zptisobeno pielitim testované latky z jamky na povrch média a tim vznik vétsi
inhibi¢ni zony. U ostatnich kment Ize sledovat trend, Ze se zvySujici koncentraci roste

velikost inhibi¢nich zon.

PEG 400 vici S. aureus CCM 4516

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 1
0,1 1

inhibi¢ni zony [mm]

100 200 400 800 1000 1500 1800 2000 50 pul 80 ul
koncentrace PEG 400 [mg/ml]

Obrazek 43 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEG 400 vici S. aureus CCM 4516.
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PEG 400 vici E. coli CCM 4517
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Obrazek 44 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEG 400 vici E.coli CCM 4517.

PEG 600 vuéi S. aureus CCM 4516
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100 200 400 800 1000 1500 1800 2000 50 pul 80 pl
koncentrace PEG 600 [mg/ml]

Obrazek 45 — Velikost inhibicnich zon testovaného PEG 600 vici E.coli CCM 4516.
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PEG 600 vici E. coli CCM 4517
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inhibi¢ni zony [mm]
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koncentrace PEG 600 [mg/ml]

Obrazek 46 — Velikost inhibic¢nich zon testovaného PEG 600 vici E.coli CCM 4517.

Poslednim testovanym polymerem byl poylethylenglykol (PEG) s primérnou molekulovou
hmotnosti 400 g/mol a 600 g/mol o koncentraci (100; 200; 400; 800; 1000; 1500; 1800; 2000
mg/ml) anefedéni PEG o objemu 50 a 80 pl. Antimikrobidlni aktivita PEGu je stale
testovana a diskutovana. Na obrdzcich 43 —46 lze sledovat, Ze ke vzniku malych inhibi¢nich
zon doslo az pii koncentraci 1500 mg/ml u kmene E. coli CCM 4517 (0,9 + 0,0) mm. Nizsi
koncentrace PEG 400 a PEG 600 nem¢li inhibi¢ni u€inek vici testovanym bakterialnim
kmeniim. U PEG 600 doslo ke vzniku inhibi¢ni zény pii ptidavku 50 ul o velikosti (0,9 +
0,1) mm u kmene E. coli CCM 4517 (0,85 £ 0,12) mm u kmen S. aureus CCM 4516.
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7.2 Vysledky testovani bakterialni adaptace

K vytvoreni koncentra¢niho gradientu na povrchu ptipraveného tzv. chodniku, byly pouzity
koncentrace testované v prvni ¢asti experimentu. Vysledky jsou tedy srovnatelné.
Koncentra¢ni gradient byl pfipraven pomoci experimentalniho zafizeni a byly pouzity
koncentrace testované v prvni ¢asti experimentu. Vysledky jsou tedy srovnatelné. Pred
nanesenim bakterialni suspenze byl agar sterilizovan UV zéfenim po dobu 30 minut a pfi
kultivaci byla Petriho miska balena do folie aby se maximalizovala ochrana pied ptipadnou
kontaminaci. Po inkubaci byl sledovan bakterialni rast skrz koncentra¢ni gradient, ktery byl
zaznamenavan pomoci fotoaparatu (Panasonic Lumix) a pro lepsi vizualizaci podsvécovan
6W LED c¢ipem (Obrazek 47). Pii foceni byla Petriho miska oteviena, coz vedlo k silnym

kontaminacim. Z toho diivodu foceni probihalo pouze jednou tydné.

Obrazek 47 — Petriho miska s bloky predstavujici koncentracni gradient.
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Tabulka 8 — Popis bakterialni rist skrz koncentracni gradient.

poly-L-Lysin

Koncentrace
Testovany [mg/ml] Popis bakterialni
Bakterialni kmeny
polymer 1. 2. 3. adaptace
blok | blok | blok
Prertstani na %2
prvniho bloku od
E. coli CCM 4517 ]
1 dne. 22.. povrch je
okryt kontaminaci.
25 50 75 pokary __
1. den viditelné
naruseni agaru. Od 8.
S. aureus CCM 4516
dne na povrchu
zietelna kontaminace.

E. coli CCM 4517

100

150

K pferGstani na dalsi blok
doslo 8. den.

Nartst byl 15. den stale stejny.
35. den je mozné sledovat
drobnou kontaminaci a znaky
vysychani agaru, narist na
1/3 prvniho bloku.

S. aureus CCM 4516

100

150

K prertistani doslo 8. den. 15.
den 1/2 narGstu na prvnim
bloku.  22. den  silna
kontaminace na celém

povrchu.

PEG 400

E. coli CCM 4517

S. aureus CCM 4516

1500

1800

Jiz od 1. dne doslo
k pfertstani do prvniho
2000 '
bloku. Silnd povrchova

kontaminace.

PEG 600

E. coli CCM 4517

S. aureus CCM 4516

1500

1800

Pferustani od 1. dne

a silna kontaminace.

2000 | Silna kontaminace od 1.
dne. Ale nedoslo

k pfertstani.
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PEI

E. coli CCM 4517

S. aureus CCM 4516

10

30

50

K prertistani dochdzi
od 1. dne na

1/3 prvniho bloku. 16.
Den nartst na

1/2 prvniho bloku. 26.
den nartist na celém 1.
bloku, viditelna

kontaminace.

Pierustani od 1. dne,
V nasledujicich dnech
rust inhibovan.

26. den povrchova

kontaminace.

*koncentrace pro poly-L-lysin v jednotkach [pg/ml]
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poly-L-lysin [pg/ml]

Staphylococcus aureus CCM 4516  Escherichia coli CCM 4517

0 25 50 75 0 25 50 75

Obrazek 48 — Koncentracni gradientem poly-L-lysin pusobici proti ristu E. coli CCM
4517 a S. aureus CCM 4516 (koncentrace ug/ml).
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Poly-L-lysin [pg/ml]
Staphylococcus aureus CCM 4516  Escherichia coli CCM 4517
0 100 150 0 100

150




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

70

Obrazek 49 — Koncentracni gradientem poly-L-lysin pusobici proti ristu E. coli CCM
4517 a S. aureus CCM 4516 (koncentrace ug/ml).
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PEG 400 [mg/ml]
Staphylococcus aureus CCM 4516 Escherichia coli CCM 4517
0 1500 1800 2000 0 1500 1800 2000

20. den | ey

Obrazek 50 — Koncentracni gradientem PEG 400 piisobici proti rustu E. coli CCM 4517
a S. aureus CCM 4516 (koncentrace mg/ml).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

PEG 600 [mg/ml]
Staphylococcus aureus CCM 4516 Escherichia coli CCM 4517
0 1500 1800 2000 O 1500 1800 2000

1. den

20.den = .

Obrazek 51 — Koncentracni gradientem PEG 600 piisobici proti rustu E. coli CCM 4517
a S. aureus CCM 4516 (koncentrace mg/ml).
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PEI [mg/ml]

S. aureus CCM 4516 E. coli CCM 451

0.den L

1. den

8. den

16. den
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32.den

Obrazek 52 — Koncentracni gradientem PEI piisobici proti ristu E. coli CCM 4517 a S.
aureus CCM 4516 (koncentrace mg/ml).

Testovani vyvoje bakterialni adaptace je velmi dulezitym ukazatelem antibakteridlnich
vlastnosti latky. Prvni pouZzita metoda, pii které byla sledovana velikost inhibi¢nich z6n, ndm
podava informace pouze o tom, do jaké miry je bakteridlni kmen citlivy k testované latce.
Neftiké ale nic o vyvoji bakteridlniho rtstu pti dlouhodobém plisobeni antibakteridlni latky.
Je velmi dulezité si uvédomit, ze bakterie si v pribéhu jejich existence vyvinuly adaptacni
systémy, které jim umoznuji se adaptovat a rist i v neptiznivych podminkach.

Prvnim testovanym polymerem na vyvoj bakteridlni adaptace byl poly-L-lysin (obrdzek 48).
Od 1. dne je znatelné pfertistani u obou kment na prvni blok s nejnizsi koncentraci 25 pg/ml.
od 8. dne Ize sledovat drobnou kontaminaci a od 22. dne silnou kontaminaci na povrchu
agaru a nebylo mozné sledovat prertstani bakteridlnich kmend. Silna kontaminace mohla
byt zplsobena tim, Ze poly-L-lysin m& dobré antibakteridlni vlastnosti. Ale pfi nizkych
koncentraci neptlisobi proti plisnim, které jsou zdrojem sekundéarni kontaminace. Na obrazku
49 lze sledovat koncentracni gradient tvofeny pouze dvéma koncentratnimi bloky
o koncentraci (100; 150 pg/ml), pii které¢ jsme chtéli otestovat ti¢innost poly-L-lysinu pii
vysokych koncentracich vii¢i kontaminantim. Mizeme sledovat, ze u obou bakterialnich
kment byl rst zpomalen. U kmene E. coli CCM 4517 doslo prertistani do 1. bloku az 8. den
a poté se rist mutantnich bakterii zastavil. Po 35 dnech pterostla populace do 1/3 1. bloku
o koncentraci 100 pg/ml. U kmene S. aureus CCM 4516 doslo taktéz k prertistani 8. den
experimentu do 1/3 1. bloku, pfertistani dale pokraovalo a 15. den se populace dostala na
1/2 1. prvniho bloku. Od 22. dne mizeme sledovat prvni znamky kontaminace, které byla
pravdépodobné zpiisoben Spatnou manipulaci s Petriho miskou. A 35. den kontaminace
pokryvala cely povrch média. Ani ujednoho kmene nedoslo k preriistani do 2. bloku
o koncentraci 150 pg/ml). Jednozna¢né ale nelze fict, ze koncentrace 150 pg/ml skute¢né

inhibuje rust bakterii nebo bylo zapotiebi delsi casové obdobi k adaptaci bakterii na nové
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prostiedi. Navic u kmene E. coli CCM 4517 nedoslo ke kontaminaci, tudiz poly-L-lysin pii
vyssich koncentracich pravdépodobné plisobi proti kontaminujicim mikroorganismtm.
DalS8imi testovanymi polymery byly PEG 400 a PEG 600 na obrdzku 50 — 51, na kterém lze
vidét gradient tvofeny koncentracemi (1500; 1800; 2000 mg/ml). U PEG 400 je patrné
prertstani u obou testovanych kmenti do 1. bloku o koncentraci 1500 mg/ml. Od prvniho
dne je pfitomna kontaminace, kterd mohla byt zpiisobena v pribéhu ptipravy. Zdrojem
primarni kontaminace mohlo byt naptiklad nedostate¢né umyté nadobi. Stejna kontaminace
se vyskytovala i u PEG 600. Je tedy mozné, Zze zdrojem kontaminace mohlo byt médium.
Kmen E. coli CCM 4517 prerista jiz prvni den do 1/4 1. bloku, zatimco S. aureus CCM
4516, nepreriista ani po 7. dnech, bohuzel nemiizeme s jistotou fict, zda byl bakterialni rist
inhibovén ptisobenim PEG 600 nebo pisobenim kontaminujicich mikroorganisma. 20. den
muzeme sledovat kontaminaci u obou kment. S jistotou nelze fict, Ze PEG 600 neinhiboval
bakteridlni rist, protoze na povrchu se vyskytovala silnd kontaminace. Na zéklad¢ vysledki
ale muzeme fict, ze PEG 400 ani PEG 600 nepisobi proti kontaminujicim
mikroorganismim.

Poslednim testovanym polymerem byl PEI o koncentraci (10; 30; 50 mg/ml) (Obrazek 52).
U kmene E. coli CCM 4517 dochézi k prertstani od 1. dne do 1/2 1. bloku, bakterie se
dokdzaly pfizpisobit prostfedi s testovanou latkou o koncentraci 10 mg/ml. Rast se
zpomalil, protoze bakteridlni kmen nebyl pravdépodobné schopny se ptizplsobit vyssi
koncentraci 30 mg/ml. Od 30. dne byla na povrchu sledovdna kontaminace. Kmen S. aureus
4516 slabé prertsta od 1. dne do prvniho bloku, pfertstani bylo plynulé a po 8 dnech doslo
k narastu do 1/2 bloku. Po dalsich 8 dnech se bakterialni rist nezménil. Po 32 dnech je opét
na povrchu sledovana kontaminace.

Muzeme tedy fict, Ze koncentrace 10 mg/ml PEI nebyla dostate¢na k inhibici bakteridlniho
ristu. A zaroven bakterie se neptizpusobily prostiedi o vyssi koncentraci, tedy 30 mg/ml.
Nejvétsim problémem experimentu byla kontaminace, kterd se nakonec objevila u vSech
pfipravenych koncentracnich blokii Kontaminace mohla byt zplsobena jednak
nedostate¢nou desinfekci pomucek nebo laboratorniho zatizeni. Dal§im diivodem, mtze byt
aktivita testovanych latek, které neptisobi proti kontaminujicim mikroorganismiim.
Vysledky mizeme srovnat s literaturou, ve ¢lanku Jain a kol. [49] se udava inhibi¢ni
koncentrace poly-L-lysinu proti bakteriim v rozmezi 1 — 8 pg/ml, nami zjisténa hodnota
150 pg/ml je mnohonasobné vyssi. To muze byt zplisobeno tim, ze v experimentu byly

pouzity jiné bakterialni kmeny a polymer byl zakoupen od jin¢ho vyrobce.
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Vysledky PEI mtizeme srovnat s poznatky z publikace Gibney a kol. [67] ve ¢lanku popisuji
postup pro stanoveni inhibi¢ni koncentrace PEI atvrdi, ze se zvySujici molekulovou
hmotnosti nedochazi ke zvySovéani antibakteridlni aktivity. Linearni PEI podle ¢lanku
vykazuji podstatné niz$i MIC 31 pg/ml proti E. coli vporovnani PEI o molekulové
hmotnosti 600 s MIC 500 pg/ml proti E. coli. V experimentu byly pouzity vyssi koncentrace
PEI, pii testovani bakteridlni adaptace se bakterie pomérné¢ jednoduse adaptovaly na
prostiedi s testovanou latkou o koncentraci 10 mg/ml. K prerastani do 2. bloku o vyssi
koncentraci nedoslo, bohuzel v disledku kontaminace nemtzeme fict, Ze koncentrace 30
mg/ml je pro dané bakterialni kmeny inhibujici.

Testovany polyethylenglykol jako jediny ztestovanych polymert ptsobi na bakterie
pasivnim mechanismem. To znamena, Ze princip jeho antibakterialni aktivity je odpuzovani
bakterialnich bunék. Ostatni dva zminéné polymery funguji na principu elektrostatické
interakce, absorbuji se na bunécny povrch a zpiisobi naruSeni membrany, coz vede
k bunécné smrti.

Uz na zaklad¢ toho lze predpokladat, Zze antibakterialni aktivita bude podstatné nizsi ne-li
zadna nez u ostatnich testovanych polymeri. Ze ziskanych vysledkt nelze s jistotou urcit,
jestli PEG vykazuje antibakteridlni vlastnosti Jeho antibakterialni aktivita byla testovana uz
vroce 1983 v clanku Charife akol., kde pracuji s koncentraci 4,6 g/ml a PEG je zde
popisovan jako potencidlni antibakterialni ¢inidlo. V dal$im testovani by tedy bylo mozné
otestovat vyssi koncentrace PEG pro lepsi reprodukovatelnost vysledki. Je dilezité zminit,
ze PEG ma Siroké mnozstvi aplikaci, naptiklad vehikulum ve farmacii, které usnadiuje
podavani lécivych latek, polymernich nosict, zajist'ujici specifické pisobeni 1€¢iv. V §ir§Sim

vvvvvv
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ZAVER

Bakterie jsou mikroorganismy, které maji schopnost se pomérné jednoduSe ptizplsobit
prostiedi, které obyvaji. Riziko pfedstavuji hlavné patogenni bakterie, které se po urcité dobé
mohou adaptovat na plisobeni antibakterialni latky, coz zptisobuje problémy pii konzervaci
vyrobku a desinfekci povrchu, jejiz kontaminace ptedstavuje riziko pro lidské zdravi. Z toho
divodu jsou testovany nové antibakteridlni latky, které budou ucinné a budou zamezovat
bakterialni adaptaci.

Cilem diplomové prace bylo testovat antibakterialni vlastnosti vybranych polymerd, a to
pomoci klasické metody a jeji srovnani s testovanim v koncentraénim gradientu. Klasické
metody jsou kratkodobé a popisuji pouze schopnost latek inhibovat bakteridlni rist, ale
neposkytuji informace o vyvoji vztahu mezi bakterii a testovou latku pti dlouhodobé&jsim
pusobeni. Z toho diivodu bylo pouzito zafizeni, které umoznovalo sledovat bakterialni rtst
a vyvoj adaptace v koncentra¢nim gradientu v del$im ¢asovém obdobi.

Antibakterialni aktivita polymert byla testovana vici bakteridlnim kmentim Escherichia
coli CCM 4517 a Staphylococcus aureus CCM 4516, biofilm tvoticim kmentim Escherichia
coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 2022.

Prvnim testovanym polymerem byl poly-L-lysin o koncentraci (25; 50; 75; 100; 150 pg/ml),
déle polyethylenimin (PEI) o koncentraci (10; 30; 50; 150 mg/ml) a polyethylenglykol
PEG 400, PEG 600 o koncentraci (100; 200; 400; 800; 1000; 1500; 1800; 2000 mg/ml)
a (50; 80 pl) nefedéného PEG 400 a PEG 600.

Pro stanoveni antibakteridlni aktivity byla pouZzita agarova difuzni zkouSka ve formé
jamkové metody za vzniku inhibi¢nich zon. U poly-L-lysinu doslo ke vzniku inhibi¢nich
zoOn jiz u testované koncentrace 25 pg/ml, vétsi zony byly vytvoteny u Staphylococcus
a vzniklé inhibi¢ni zény odpovidali zéndm vzniklych u ostatnich kment pfi pouziti stejné
koncentrace. Nelze tedy s jistotou fict, Ze biofilm tvofici kmeny jsou vuci pol-L-lysinu
odolnéjsi, ale z velikosti inhibi¢nich zon vyplyvé, ze grampozitivni bakterie jsou na
pusobeni poly-L-lysinu citlivejsi.

testované koncentraci 10 mg/ml. Pfi vysSSich testovanych koncentracich lze sledovat, ze
velikost inhibi¢nich zon je vétsi u grampozitivnich bakterii S. aureus CCM 4516 a CCM
2022, které maji jednodussi bunécnou strukturu.

Poslednimi testovanymi polymery byly PEG 400 a PEG 600, u kterych byl vznik inhibi¢nich

z6n v malé mife sledovan az pfi koncentraci 1500 mg/ml u kmene E. coli CCM 4517 a pfi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

koncentraci 2000 mg/ml u kmene S. aureus CCM 4516. Avsak velikost vzniklych
inhibi¢nich zo6n byla tak mala, Ze mohly vzniknout i pfi samotné ptipravé, kdy byly jamky
vysekany pomoci korkovrtu, ktery byl desinfikovdn etanolem, jehoz zbytky mohly
difundovat do agaru.

Dalsi ¢asti experimentu bylo testovani bakteridlni adaptace pomoci koncentracnich bloki,
které byly pfipraveny pomoci experimentdlniho zafizeni. K testovani byly pouzity
koncentrace, u kterych doslo ke vzniku inhibi¢nich zon v prvni ¢asti experimentu. Nejvetsim
problémem experimentu byla kontaminace, ktera se nakonec objevila na vSech testovanych
koncentra¢nich gradientech, s vyjimkou u E. coli CCM 4517 s koncentraci poly-L-lysinu
(100; 150 pg/ml). Poly-L-lysin vykazoval nejlepsi inhibi¢ni vlastnosti pfi koncentraci
150 pg/ml, mizeme také fict, Ze tato koncentrace pusobila vic¢i kontaminujicim
koncentracim.

V pritomnosti PEI oba testované kmeny pomérné rychle prerostly do 1. koncentra¢niho
bloku, poté byl ale jejich rist zpomalen a déle neptertstaly. Bakterie tedy nebyly schopné
se adaptovat na vyssi koncentracni hladinu nebo neméli dostatecné mnozstvi ¢asu.
Koncentra¢ni gradient byl pfipraven také pro PEG 400 a PEG 600 o koncentraci (1500;
1800; 2000 mg/ml), Zde bylo velmi tézké hodnotit bakteridlni pfertstani, protoze hned
1. den experimentu doSlo ke kontaminaci a bakteridlni riist mohl byt ovlivnén prave
kontaminujicimi mikroorganismy. S jistotou miizeme fict, ze PEG 400 a PEG 600 pfi téchto
koncentracich nevykazuji aktivitu proti kontaminujicim mikroorganismam.

K posouzeni antibakteridlni aktivity byly pouzity takové metody, které ndm umoznily
srovnat jednak antibakteridlni aktivitu polymerd ale také vyvoj vztahu mezi bakteriemi
a antibakteridlni latkou v delSim Casovém obdobi. Z vysledki vyplyva, Ze poly-L-lysin
a PEI maji antibakteridlni vlastnosti astoji za dal§i testovani. Naopak antibakteridlni

vlastnosti PEG 400 a PEG 600 nebyly jednoznacné prokazany.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CCM

MIC

PEI

PEG

PEG 400

PEG 600

TSA

MH

MRSA

Ceska sbirka mikroorganismii

minimalni inhibi¢ni koncentrace

polyethylenimin

polyethylenglykol

polyethylenglykol s primérnou molekulovou hmotnosti 400
polyethylenglykol s primérnou molekulovou hmotnosti 600
tryptofa-sojovy agar

Mueller Hinton agar

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
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