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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksintd kiasittiid bakteriosiinikoostumukset, jotka sisdltiavit
lantioniinipitoisia bakteriosiineja ja ei-bakterisidisia ai-
neita. Kun bakteriosiinikoostumukset yhdistetddn sopivan kan-
tajan kanssa siten, ettd kutakin komponenttia on lisni riit-

tavdt midrit niin, ettd koostumus on vaikuttava gram-negatii-
visia bakteereita vastaan gram-positiivisten bakteereiden li-
sdksi, ne tulevat paremmiksi, nopeasti vaikuttaviksi, laaja-
alaisiksi bakterisideiksi, jotka sopivat erilaisiin tarkoi-

tuksiin.

Uppfinningen avser bakteriocinsammansattningar, vilka innehdller
lantioninhaltiga bakteriociner och icke-baktericida &mnen. D&
bakteriocinsammanséttningarna forenas med ldmplig birare pé& sidtt
att vardera komponenten ir narvarande i tillrdckliga midngder s&
att sammansdttningen har dven verkan mot Gram-negativa bakterier
férutom Gram-positiva, blir de battre, snabbt verkande, bred-
spektra baktericider, som lampar sig f6r olika andam&l.

. Usa,
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LANTIONIINIA SISALTAVAT BAKTERIOSIINIKOOSTUMUKSET KAYTETTA-
VAKSI PARANNETTUINA, LAAJA-ALAISINA BAKTERISIDEINA

Keksinndén tausta

Nisiini on polypeptidi, jolla on antimikrobisia ominaisuuk-
sia ja jota luonnossa tuottavat Streptococcus lactis-bak-
teerin eri kannat. Se tunnetaan ruoan sdildéntdaineena, joka
estdd gram-positiivisten basillien tiettyjen lajien itidi-
den kasvun.

Vaikka nisiinistd joskus virheellisesti ja epatarkasti
puhutaan antibioottina, se oikeammin luokitellaan bakte-
riosiiniksi, t.s. bakteerien tuottamaksi proteiiniaineeksi,
jolla on antibakteerinen vaikutus vain lajeja kohtaan,
jotka ovat l&heisesti sukua samaa alkuperida oleville la-
jeille. Nisiini on luonnossa esiintyvd sdildéntdaine, jota
on pienid mddrii maidossa ja juustossa, ja jonka uskotaan

olevan tdysin myrkytdénta ja ei-allergeenista ihmisille.

FDA on &dskettdin todennut nisiinin turvalliseksi selvana
rucan ainesosana pastdroidussa juustolevitteessi, pastd-
roidussa sulatejuustolevitteessi ja pastdroidussa sulate-
juustolevitteessi, jossa on hedelmii, vihanneksia tai 1i-
haa. Lisaksi, koska se on polypeptidi, kaikki ruoassa j&l-

jelld olevat nisiinijdamit hajoavat nopeasti.

Yhteenveto nisiinin ominaisuuksista on julkaisussa Hurst,
A., Advances in Applied Microbiology 27:85-123 (1981) . Tami
julkaisu kuvaa sitd, mitid nisiinisti yleensid tiedetaan.

Streptococcus lactis-bakteerien tuottama nisiini on kaupal-

lisesti saatavana epidpuhtaana valmisteena, Nisaplin®, Aplin
& Barrett Ltd.:1td, Dorset, England, ja sitd voidaan saada

eristdamdlli luonnossa esiintyvad nisiini Streptococcus lac-

tis-viljelmistd ja konsentroimalla nisiini tunnettujen
menetelmien mukaan. On raportoitu myds nisiinin tuottami-

sesta kadyttden erilaisia Streptococcus-kantoja. Katso Gon-

zalez et al., US-patentti nro 4,716,115, hyvidksytty
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29.12.1987. Pitdisi olla mahdollista tuottaa nisiiniid myods
yvyhdistelmd-DNA-tekniikalla.

Nigiinid on kidytetty tehokkaasti sdiléntdaineena meijeri-
tuotteissa, kuten sulatejuustossa, kermassa ja maidossa.
Nisiinin kdyttd sulatejuustotuotteissa on ollut viimeai-
kaisten patenttien kohteena. Katso US-patentit nro
4,584,199 ja 4,597,972. Nisiinin kdyttd tiettyjen gram-po-
sitiivisten bakteerien kasvun estimiseen on tarkoin doku-
mentoitu. Sen tdydellisen menestyksen ja ruoan sidildntiai-
neeksi hyvdksymisen esteend on tdhdn asti ollut usko, etta
nisiini on tehoton gram-negatiivisia bakteereita ja monia
gram-positiivisia bakteereita vastaan. Gram-negatiivisia
bakteereita on ldhes aina mukana yhdessa gram-positiivisten
bakteereiden kanssa ja ne ovat ruocan pilaantumisen ja kon-
taminoitumisen pddasiallinen syy. Katso Taylor, US-patentti
nro 5,584,199, mydnnetty 22.4.1986, ja Taylor, US-patentti
nro 4,597,972, myonnetty 1.7.1986; Tsai and Sandine, "Con-

jugal Transfer of Nisin Plasmid Genes from Streptococcus

Lactis 7962 to Leuconostoc Dextranicum 181, Applied and

Environmental Microbiology, Feb. 1987, p. 352; "A Natural

Preservative," Food Engineering Int‘’l, May 1987, pp. 37-38;

"Focus on Nisin," Food Manufacture, March 1987, p.63.

Keksinndén yhteenveto

Keksinndn kohteena ovat laaja-alaisena bakterisidinid kayt-
tokelpoiset koostumukset joille on tunnusomaista se, ettid
de sisaltavat lantioniinipitoista bakteriosiinia ja kela-
toivaa ainetta ja vaihtoehtoisesti pinta-aktiivista ainet-

ta.

Keksintd tarjoaa kayttdédn bakteriosiinikoostumukset ni-
siinista tai muista lantioniinipitoisista bakteriosiineis-
ta, yhdessd erilaisten ei-bakterisidisten aineiden, esimer-
kiksi kelatoivien aineiden tai pinta-aktiivisten aineiden

kanssa. Keksintd tarjoaa edelleen kayttdédn koostumukset
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liuotettuna tai suspendoituna sopivaan kantajaan laaja-

alaisempien bakterisidien saamiseksi.

On havaittu, ettd vastoin aikaisempia uskomuksia koostumuk-
Billa, jotka sisdltdvit nisiinia vYhdessd erilaisten ei-bak-
terigidisten aineiden kanssa, on parempi, laaja-alainen
bakterisidinen vaikutus gram-negatiivisiin bakteereihin,
sekd parempi vaikutus suurempaa joukkoa gram-positiivisia
bakteereita vastaan kuin nisiinilla vksinddn. Parantunut
bakterisidinen vaikutus gram-positiivisia bakteereita vas-
taan ilmenee laajemmalla pH-alueella kuin aikaisemmin on

luultu.
Keksinndén yksityiskohtainen kuvaus

Spesifisesti on havaittu, etta liuos, jossa on noin 0,1
pg/ml - 300 ug/ml nisiinii sekd noin 0,1 mM - 20 mM kela-
toivaa ainetta, esimerkiksi EDTA:a, tehokkaasti eliminoi
gram-negatiivisten bakteereiden, kuten Salmonella typhimu-
riumin, Escherichia colin, Pseudomonas aeruginosan, Bacte-

rioides gingivaliksen, Actinobacillus actinomycetemcomitan-

sin, ja Klebsiella pneumoniaen, kasvua ja on aktiivisempi

gram-positiivisia bakteereita vastaan, kuten Staphylococcus
aureus, Steptococcus mutans, Listeria monocytogenes, Strep-

tococcus agalactiae ja Coryneform-bakteerit, kuin nisiini
Yksindan. Vaikka nisiinin vaikutuksen lisdadntyminen kelaat-

torin vaikutuksesta oli konsentraatiosta riippuva, olivat
EDTA:n konsentraatiot yli 20 mM vastoin odotuksia inhi-
boivia nisiinin bakterisidi-aktiivisuudelle. Kuitenkin, jos
lédsnd oli proteiinikantaja ja polyvalenttisia polymeereja,
kuten seerumin albumiini, kollageeni, gelatiini, kaseiini
ja keratiini, nisiinin inhiboituminen yli 20 mM:n EDTA-kon-
sentraatioiden vaikutuksesta vdheni merkittivisti, jolloin

nisiinin EDTA-lisdyksen kidyttdkelpoinen alue laajentuu.

On my6s havaittu, ettd liuos, jossa on noin 0,1 pug/ml - 300
#g/ml nisiinid ja noin 0,1 mM - 20 mM kelatoivaa ainetta,

edelleen lisdd nisiinin tehokkuutta gram-negatiivisia ja
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gram-positiivisia bakteereita vastaan, jos lasnd on noin
0,01% - 1,0% pinta-aktiivista ainetta. Lisdksi on havaittu,
ettid kun lédsnd on pelkkd pinta-aktiivinen aine, nisiinilla

on parempi vaikutus gram-positiivisiin bakteereihin.

Tassd keksinndéssid sopivia kelatoivia aineita ovat, mutta ei
naihin rajoittuen, EDTA, CaEDTA, CaNa,EDTA, ja muut alkyy-
li-diamiinitetra-asetaatit, EGTA ja sitraatti. Pinta-aktii-
vigia aineita, jotka ovat arvokkaita pesuaineina, sopivia
yhdistettavaksi nisiinin kanssa, EDTA:n kanssa tai ilman,
ovat, mutta ei ndihin rajoittuen, ionittomat pinta-aktiivi-
set aineet, Tweenit, Tritonit ja glyseridit, ioniset pin-
ta-aktiiviset aineet, kuten rasvahapot, kvaternddriset
yvyhdisteet, anioniset pinta-aktiiviset aineet, kuten kokami-

dopropyylibetaiini, ja emulgoijat.

Koska gram-positiiviset ja gram-negatiiviset bakteerit
melkein aina léydetdidn yhdessad ruoista, on nisiinikoostu-
musten tehokkuus gram-negatiivisia bakteereita, kuten Sal-

monella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneu-

moniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacterioides gingivalis,

Actinobacillus actinomycetescomitans, ja muita gram-nega-
tiivisia patogeeneja ja gram-positiivisia bakteereita vas-
taan erittdin hyddyllinen. Bakterisidit sopivat erityisesti
raaka-aineiden, valmisruokien ja virvoitusjuomien bakteeri-
patogeenien ja muiden mikrobisten pilaajaorganismien aihe-
uttaman kontaminaation kontrolloimiseen ja ehkdisyyn. Po-
tentiaalisia ruokiin liittyvia kayttdéja ovat lihojen, eri-
tyisesti siipikarjan, munien, juuston ja kalan kédsittely ja
ruocan pakkaus- ja kdsittelylaitteiden kédsittely. Muita
kdyttdjad ovat kayttd sdildntdaineena ruoassa, kuten sulate-
juustossa, kermassa, maidossa, meijerituotteissa ja puhdis-
tettaessa siipikarjan, kalan, lihojen, vihannesten ja mei-
jerituotteiden ja ruocan kasittelylaitteita. Nisiinikoostu-
musten k3ytdn ei pitdisi rajoittua ruokaan liittyviin kayt-
téihin ja nisiinikoostumusten pitaisi olla kdyttdkelpoisia

missid tahansa tilanteessa, jossa tarvitaan tai halutaan
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eliminoida gram-negatiivisia ja gram-positiivisia baktee-

reita.

Koostumukset voidaan liuottaa sopivaan kantajaan, esimer-
kiksi vesiliuokseen tai puskuriin, tai suspendoida mihin
tahansa sopivaan nesteeseen, kolloidiseen tai polymeeri -
matriisiin, bakterisidien saamiseksi. Koostumukset tai
bakterisidit voidaan liittdid voiteisiin tai pddllysteisgiin
lddketieteellistd kidyttdid varten, kuten infektioiden hoi-
toon, haavapeitteisiin tai kirurgisiin siirrdnndisiin seki
laajakirjoisena desinfiointiaineena ihon tai suun huuhte-
lunesteissi, desinfiointipesimissd, pyyhkeissi tai nesteis-
84. Bakterisidejid voidaan kdyttdd ladketieteellisten inst-
rumenttien puhdistukseen, ennen leikkausta kdytettavissa
kirurgisissa pesimissi ja vastaavissa. Bakterisidit ovat
erityisen sopivia olosuhteissa, jolloin halutaan desinfioi-
da ympdrist®id, mutta kemialliset pieneliditd tuhoavat ai-
neet ovat poissuljettuja, korrodoivien tai muuten myrkyl-

listen jdadmien riskien takia.

Vagtoin useimpien laajakirjoisten pienelidita tuhoavien
aineiden aktiivisuutta, jota monimutkaisten orgaanisten
aineiden lé&sndolo haittaa, t&min keksinndn koostumukset
ovat tehokkaita bakterisideini orgaanisen aineen, kuten

maidon tai seerumin liasnidollessa.

Nisiinin tiedettiin optimaalisesti inhiboivan muutaman
gram-positiivisille bakteereille liheisti sukua olevien
bakteerien kasvua, erityisesti tiettyjen gram-positiivisten
itiditd muodostavien basillien kasvua PH:ssa 5,0. Nisiinin
bakterisidivaikutus liuoksessa kelatoivan aineen kanssa oli
yllattavan nopea ja suuresti lisddntynyt gram-positiivisia
bakteereita kohtaan pH-arvoilla yli 5,0, ja lisidksi se
aktivoitui gram-negatiivisille bakteereille seki happamassa
ettd emidksisessi pH:ssa, edullisesti alueella 5,0-8,0. Tama
kelaattorilla aktivoidun nisiinin odottamattoman nopea ja
laaja-alainen bakterisidivaikutus tekee sen sopivaksi kay-

tettdvdksi muun muassa desinfektioaineena.
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Nisiini kuuluu lantioniinia sisdltédvien peptidibakteriosii-
nien joukkoon. Tadhdn luokkaan kuuluvat myds subtiliini,
epidermiini, sinnamysiini, duramysiini, ancoveniini ja Pep
5. Kutakin nditid bakteriosiinipeptideitd valmistavat eri

mikro-organismit. Tietylld Bacillus subtilig-viljelmisté

saadulla subtiliinilla sekd tietylla Staphylococcus epider-

midis-viljelmistd saadulla epidermiinilld on kuitenkin to-
dettu olevan molekyylirakenne, joka on hyvin samanlainen
kuin nisiinilla (katso Hurst, pp. 85-86, ja Schnell et al.,
Nature, 333:276-278). Sen vuoksi uskotaan, ettd molekyyli-
rakenteiden samanlaisuuden vuoksi muut lantioniinipitoiset
peptidibakteriosiinit ovat yhtd tehokkaita kuin nisiini-
koostumukset yhdessd kelatoivien aineiden ja ionittomien
pinta-aktiivisten aineiden kanssa eliminoitaessa gram-nega-

tiivisia ja gram-positiivisia bakteerikontaminaatioita.

Nisiinin, sekd laajemmin muiden lantioniinia sis&ltévien
pep-tidibakteriosidien, koostumusten tehokkuus bakterisi-
deina gram-negatiivisia bakteereita vastaan on yllattaviaa,
koska tekniikan tasossa yleensid todetaan muuta téstd nisii-
nin vaikutuksesta. Nisiinin lisddntynyt aktiivisuus gram-
positiivisia bakteereita vastaan EDTA:n l&idsndollessa pH:ssa
yli 5,0 on odottamatonta, koska aikaisemmin uskottiin, etta
nisiinin aktiivisuus on optimaalinen pH:ssa 5,0. Lisdksi
nisiinin ja lantioniinipitoisten peptidibakteriosiinien
tallaisen tehokkuuden léytaminen toteuttaa pitkdaikaisen
tarpeen ruocansdilytysalalla, joka on karsinyt sopivan,
luonnollisen, myrkyttémdn aineen puutteesta, joka olisi

tehokas suurta joukkoa bakteereita vastaan.

Nigiini&a, EDTA:ta ja/tai erilaisia pinta-aktiivisia aineita
sisdltavan koostumuksen erinomaisen ja odottamattoman nope-
an vaikutuksen esittelemiseksi suoritettiin useita kokeita
bakterisideilla. Nadma kokeet on tarkoitettu valaisemaan
asiaa eikd niiden ole tarkoitus rajoittaa tata keksintdéa.
On odotettavissa, ettd muut lantioniinia sisdltéavit pepti;

dibakteriosidit olisivat tehokkaita korvikkeita nisiinille,
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ja ettd muut kelatoivat aineet kuin EDTA olisivat tehokkai-
ta korvikkeita EDTA:lle.

Kaikki kokeet seuraavissa esimerkeissd suoritettiin 37°cC:
ssa. Laaja-alaisempien bakterisidien tehokkuus middritettiin
tutkimalla bakterisidiaktiivisuus mitattuna prosenttisena
bakteerien eloonjiimiseni bakterisidilla kasittelyn j&al-
keen. Yleensid bakteerit kerdttiin sentrifugoimalla 2 mi-
nuuttia sen jédlkeen, kun oli inkuboitu 10’ solua ml:aa koh-
ti kohdeaineen suspensiota uuden bakterisidin kanssa miiri-
tyn pituiset ajat. Bakteeripelletti pestiin puhtaaksi bak-
terisidista apupuskurilla, jota tdssd nimitetiin Phage-pus-
kuriksi (50 mM Tris-HCl-puskuri, pH 7,8, 1 mM MgsoO,, 4 mM
CaCl,, 0,1 M NaCl ja 0,1% gelatiinia), suspendoitiin uudel-
leen ja sarjalaimennettiin Phage-puskuriin, ja 100 ml sus-
pendoituja bakteereja levitettiin ravinneagarlevyille.
Eloonjddneet bakteerit miidritettiin arvioimalla pesidkkeita
muodostavat yksikét (CFU) sen jdlkeen, kun oli inkuboitu
24-48 tuntia 37°C:ssa. Tehokas timin keksinnén mukainen
bakterisidi on sellainen, joka antaa alle 0,1%:n alkuperdi -

sestd elinkykyisten bakteerien lukumdidrdsti jaida eloon.
Esimerkki 1

Nisiinin ja kelatoivan aineen vaikutus gram-negatiivisia

bakteereita (S. typhimurium) vastaan

Kuten taulukossa 1 on esitetty, suoritettiin kaksi koetta

20 mM:ssa Tris, pH 8,0 37°C:ssa nisiiniid ja kelatoivaa
ainetta EDTA:a yksinddn sisidltdvin bakterisidin tehon
osoittamiseksi. Koe 1, kontrollikoe, suoritettiin ilman
EDTA:a ja se osoittaa pelkin nisiinin vaikutuksen gram-ne-
gatiivista bakteeria S. typhimuriumia vastaan. Nisiinin
suuremmilla konsentraatioilla on jonkin verran vaikutusta,
mutta jopa suurempien konsentraatioiden vaikutus ilman
EDTA:a, 1,6% eloonjdiminen nisiinin konsentraatiolla 100

pg/ml, on tdysin riittdmitdn ruoan sdildntdaineelle. Ni-
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8iinilld ja EDTA:1la saatu bakterisidivaikutuksen mdara on

huomattava.

TAULUKKO 1
Alkup.
elinkyk.

Koe bakteerien EDTA Nisiini (pug/ml)

# lukumddra {(mM) 0 10 30 50 100 300
S.typhimuriumin prosenttinen
eloonjdaminen 3 h kuluttua

1 3,0x10°¢ 0 100 51,3 - 7.0 1.6 -

2 5,7x10° 20 2,5 - 10-3 - <10 <10

Koe #2, joka suoritettiin kdyttden nisiinid sekd 20 mM
EDTA:a, osoittaa nisiinikoostumuksen yllattavan vaikutuksen
eliminoitaessa kohteena olevia gram-negatiivisia bakteerei-
ta.

Taulukko 1 osoittaa, ettéd kokeessa #2 konsentraatiolla 20
mM EDTA:a ja 30 pg/ml nisiinid bakterisidilla on merkittava
bakterisidiaktiivisuus S.typhimuriumia vastaan, kun taas
nisiinin konsentraatiolla 100 ug/ml ja sitid enemmdn nisii-
nin ja EDTA:n muodostama bakterisidi tehokkaasti eliminoi
bakteerit (prosenttinen eloonjidiminen alle 107*, joka
osoittaa, ettei kokeessa ollut yhtddn eloonjdadnyttd baktee-
ria). Niinpd EDTA:n ja nisiinin yhdistelmdlld on yhteisvai-
kutus, joka on yli 1000 kertaa suurempi kuin nisiinilla

yksinaan.

Esimerkki 2

Nisiinin, kelatoivan aineen ja pinta-aktiivisen aineen

vaikutus gram-negatiivisiin bakteereihin (S. typhimurium)

Suoritettiin neljid koetta (taulukko 2) nisiinid ja sekd
EDTA:a ettd pinta-aktiivista ainetta Triton X-100:a 20
mM:ssa Trisid, pH 8,0, 37°C, sisdltdvédn bakterisidin vaiku-

tuksen midrittimiseksi S.typhimuriumiin. Kontrollikoe (koe

1) on identtinen esimerkin 1 kontrollikokeen kanssa (tau-
lukko 1).
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Koe #2 (taulukko 2) suoritettiin kdyttden nisiiniid ja 1,0%

Triton X-100:aa, mutta ilman EDTA:a. Pelkdn detergentin l&s-
nidolo inhiboi nisiinin vaikutuksen gram-negatiivisiin baktee-
reihin, ja nisiini oli tehotonta. Kokeissa #3 ja #4 (tauluk-
ko 2), jotka edustavat keksintdd, 20 mM EDTA:a yhdessd Triton
X-100:n kanssa muodostaa kuitenkin bakterisidin, joka merkit-

tidvdsti nostaa nisiinin bakterisidivaikutusta S.typhimuriumia

kohtaan. Triton X-100:n ja EDTA:n yhdistelmd ilman nisiinid
oli todellakin tehokas, vaikka pienemmdssd mddrin kuin nisii-
nin lisniollessa. Vaikka sekid kokeessa #3 etti #4 (taulukko
2) olivat nisiiniyhdistelmdt hyvin tehokkaita, oli konsent-
raatio 1,0% Triton X-100:aa (koe #4, taulukko 2) kaikkein te-
hokkain.

Ionittoman pinta-aktiivisen aineen Triton X-100:n l&sndolo
vhdessd EDTA:n kanssa lisiid nisiinin vaikutusta gram-negatii-
visiin bakteereihin jopa enemmdn kuin bakterisidi, joka si-

sdltdd nisiinii ja EDTA:a yksinddn (esimerkki 1).

Esimerkki 3

Nisiinin, kelatoivan aineen ja pinta-aktiivisen aineen

vaikutus gram-negatiivisiin bakteereihin (S. typhimurium)

Taulukko 3 osoittaa lisdidntyneen vaikutuksen S. typhimuriumia

kohtaan bakterisidissa, joka sisdltdd nisiinid, 20 mM kela-
toivaa ainetta EDTA:a ja ionitonta pinta-aktiivista ainetta
Tween 20:4 20 mM:ssa Tris, pH 8,0, 37°9C:ssa. Samoin kuin
Triton X-100:n kanssa (esimerkki 2), on nisiinin ja EDTA:n

yhdistelmd, jossa on 1% Tween 20:4, kaikkein tehokkain.
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TAULUKKO 3

Alkup.
elinkyk.
Koe Dbakteerien EDTA Tween20 Nisiini (pg/ml)
#  lukumssrd  (mM) (%) 0 10 30 50 100 300

S.typhimuriumin prosenttinen

6

1 3.0x10 0 0 100 51.3 - 7.0 1.6 -
- -4 -4
2 5.7x10° 20 0 2.5 - <1073 - «ao0™? «ao
- - -4 . -4
3 4.3x10° 20 1.0 <1072 - <1074 - a0™% <10

Esimerkki 4

Nisiinin, kelatoivan aineen ja pinta-aktiivisen aineen

vaikutus gram-negatiivisiin bakteereihin (Escherichia coli)

Nisiiniid ja EDTA:a sisdltdvidn bakterisidin teho gram-negatii-

visiin E.coli-bakteereihin todettiin, kuten taulukossa 4 on

esitetty.
TAULUKKO 4
Alkup.
elinkyk.

Koe Dbakteerien EDTA Tween20 Nisiini (Pg/ml)

#  lukumddrd  (mM) (%) 0 30 100 300
E. colin prosenttinen
eloonjddminen 2 h kuluttua

1 1.0 x 10° 0 0 100 27 25 8.5

2 1.0 x 107 20 o0 14.5 0.86 0.0l  0.001

3 1.0 x 107 0 1.0 100 - 30 -

4 1.0 x 10 20 1.0 1.2 0.8 0.05 <10~
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Kokeet ilman EDTA:a ja sen kanssa suoritettiin 20 mM:ssa
Tris-puskuriliuosta, pH 8,0, 379C:ssa, alkuperdisen elinky-
kyisten E.coli-solujen lukumddrdin ollessa 1x107 solua/ml.
Bakterisidin vaikutukset mitattiin prosenttisen bakteereiden

eloonjddmisen funktiona 2 tunnin kuluttua.

Kokeessa #1, (kontrollikoe, taulukko 4) ilman EDTA:a, nisii-
nilli oli jonkin verran merkityksellistd vaikutusta E.colin
eliminointiin. Kokeessa #2 (taulukko 4), jossa on mukana 20
mM EDTA:a, oli bakterisidikoostumuksella kuitenkin olennainen
vaikutus E. coli-bakteereihin. vaikutuksen tehokkuus lisddn-
tyi, kun nisiinin konsentraatiota lisdttiin. Nisiinin yhdis-
telmi EDTA:n kanssa bakterisidina osoittaa 1000-kertaisen yh-
teisvaikutuksen tehokkuuden lisdintymisen E.coliin. Kokeissa
#3 ja #4 (taulukko 4) voidaan nihdi, ettd Triton X-100:1lla ei
ole mitiin merkittidvia bakterisidivaikutusta E.coliin. Itse
asiassa Triton X-100 niyttdid inhiboivan nisiinin vaikutusta
gram-negatiivisiin bakteereihin kuten todettiin S. typhi-
muriumilla (taulukko 2). EDTA:n lisi&minen nisiiniin kuiten-
kin muuttaa Triton X-100:n vaikutukset k&d&dnteiseksi, kuten

voidaan nihdid taulukoista 2 ja 4.

Niinpd ndyttdi siltd, ettd bakterisidi, joka sisdltdd nisii-
nid ja kelatoivaa ainetta, kuten EDTA:a, on tehokas ruoan
siildntidaine erilaisia gram-negatiivisten bakteereiden lajeja

vastaan jopa pinta-aktiivisten aineiden l&snidollessa.

Esimerkki 5

Nisiinin ja kelatoivan aineen vaikutus gram-negatiivisiin

bakteereihin (Klebsiella pneumoniae)

Nisiinid ja EDTA:a yksindin sisdltédvan bakterisidin vaikutus

gram-negatiivisiin bakteereihin K. pneumoniae osoitettiin

taulukossa 5 esitetylld tavalla.
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TAULUKKO 5
Alkup.
elinkyk. Triton
bakteerien EDTA X-100 Nisiini /ug/ml
Koe lukumdsrs {mM) (%) 0 30 100 300
¥ eloonjadaminen 2 tunnissa
1 107 0 100 - 50 38
2 107 20 22 0,5 1,1 0,085

Kaksi koetta, toinen EDTA:n kanssa ja toinen ilman siti

(kontrollikoe), suoritettiin 20 mM Tris-puskurissa, pH 8,0 ja

370C:ssa, alkuperidisen elinkykyisten K. pneumoniae-solujen

lukumddrin ollessa 107 solua/ml. Tehokkuus mitattiin prosent-—

tisen bakteereiden eloonjiidmisen funktiona 2 tunnin kuluttua.

Kokeessa-#i, (kontrollikoe, taulukko 5) ilman EDTA:a, nisii-

nilli oli jonkin verran merkityksellisti bakterisidivaikutus—
ta K. pneumoniae-bakteereihin. Kokeessa # 2 (taulukko 5), jol-
loin mukana oli 20 mM EDTA, oli bakterisidilla kuitenkin

Oleellinen vaikutus K. pneumoniae-bakteereihin. Vaikutuksen

tehokkuus lisddntyi, kun nisiinin konsentraatio kasvoi.

Esimerkki 6

Nisiinin vaikutus gram-negatiivisiin bakteereihin (salmonella

typhimurium) on riippuvainen kelaattorin konsentraatiosta

Taulukossa 6 olevat tiedot osoittavat, ettd nisiinin lisiin-

tynyt vaikutus gram-negatiivisiin bakteereihin (s.typhi-

murium) on riippuvainen EDTA:n konsentraatiosta joko 50 mM

natriumasetaatissa, pH 5,0, tai 20 mM Tris:ssd, pH 8,0,
379C:ssa.
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Kokeissa 71 ja #3, (kontrollikokeet, taulukko 6), joissa kiy-
tettiin EDTA-konsentraatioita aina 100 mM:iin asti ilman ni-
siinid, oli hiukan merkityksellisti vaikutusta S. typhimu-
riumiin joko pH:ssa 5,0 (#£1) tai PH:ssa 8,0 (#3). Kokeissa® 2
ja #4 (taulukko 6) oli kuitenkin lOO/pg/ml nisiinii yhdessi
EDTA:n kanssa, jolloin bakterisideilla oli huomattava vaiku-

tus §. typhimuriumiin. Bakterisidien vaikutus oli samanlainen

sekd happamassa pH:ssa (5,0) etti emiksisessi PH:ssa (8,0),
huolimatta siitd seikasta, etti nisiinin vaikutus yksindadn

gram-negatiivisiin bakteereihin on optimaalinen pH:ssa 5,0.

Nisiinin parannus EDTA:1la oli konsentraatiosta riippuvainen,
Ollen optimaalinen alueella 0,2 mM - 10 mM pH-arvoissa 5,0-
8,0. Yllattien konsentraatioilla yli 10 mM EDTA:a nisiinin
EDTA:n avulla tapahtuva paraneminen vdhenee; vaikutuksen vi-
hentyminen on merkittivisti suurempi pH-arvolla 8,0 kuin pH-
arvolla 5,0.

Esimerkki 7

Nisiini ja kelatoiva aine gram-negatiivisia bakteereita

(s. typhimurium) vastaan

Nisiinin vaikutuksen parantaminen EDTA:lla gram-negatiivisia
bakteereita vastaan biologisen kudoksen ldsndollessa osoi-

tetttiin S. typhimuriumilla kanan lihaksessa, ja on esitetty

taulukossa 7.
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Inkuboinnit suoritettiin joko 50 mM natriumasetaatissa, pH

5,0, tai 20 mM Trisissid, pH 8,0, liampdStilassa 37°C.

Kuutiot kanan lihaksesta huuhdottiin natriumhypokloriitilla
Ja povidonijodilla ennen kdyttdi. Kudoksen siirrostamiseksi
kanan lihaskuutiot kastettiin suspensioon, jossa oli 108

S. typhimurium-solua 20 mM:ssa Tris-HCl, pH:ssa 8,0. Ylimi&-

riinen kosteus poistettiin kastetuista kuutioista valuttamal-
la. Kanandytteet pantiin riittdviin miiri&n nisiinikoostumus-
ta sisdltdvdd puskuria peittidmiin kudos, ja inkuboitiin 2
tuntia 37°C:ssa, jonka jdlkeen kudos siirrettiin riittdviain
madrddn Phage-puskuria peittidmdidn kudos. Koeliuoksessa jal-
jelld olevat bakteerit kerittiin sentrifugoimalla, pestiin
Phage-puskurilla, ja yhdistettiin bakteereiden kanssa, jotka
oli pesty kudoksesta Phage-puskurilla. Yhdistetyt niytteet
(nimitetd&n "tarttumattomiksi" soluiksi) sarjalaimennettiin
ja 100 Pl:n erdt pantiin levyille elossa olevien bakteereiden

madrittidmiseksi.

Kokeissa #/1 ja#3 (taulukko 7), ilman nisiinii joko pH:ssa 5
tai pH:ssa 8, ei EDTA:lla yksinddn ollut merkittivii vaiku-

tusta §. typhimurjum-bakteereiden eloonjiimiseen. Kokeissa 2

ja ¥4 (taulukko 7), jolloin mukana oli 300 Fg/ml nisiinii,
oli bakterisideilla kuitenkin huomattava vaikutus S. typhi-

muriumiin kanan lihaksessa sekd pH:ssa 5,0 etti pPH:ssa 8,0.

Nisiinin parantaminen EDTA:1la oli konsentraatiosta riippu-
vainen, optimaalisen konsentraation ollessa alueella 0,3 mM -
10 mM EDTA sekd pH-arvossa 5,0 ettd 8,0. Konsentraation ol-
lessa yli 10 mM EDTA pH:ssa 8,0 EDTA:lla aikaansaatu nisiinin
aktivoituminen vihenee. Kuten kokeessa 255 (taulukko 7) kui-
tenkin on esitetty, kun ldsnd on 1,0 $ naudan seerumin albu-

miinia pH:ssa 8,0, nisiinin tehokkuus S. typhimuriumia vas-

taan kanan lihaksessa ilmenee koko EDTA-konsentraatioiden

alueella ainaa 100 mM:iin saakka.
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Niinpd bakterisidit, jotka sisdltdvidt nisiinid ja pienen kon-
sentraation kelatoivaa ainetta, kuten EDTA:a, alueella 0,1 mM
- 20 mM, voivat olla ddrettdmidn tehokkaita eliminoimaan tai

ehkdisemddn gram-negatiivisten bakteereiden aiheuttaman ruoan

kontaminoitumisen.

Esimerkki 8

Nisiinin gram-negatiivisiin bakteereihin (S. typhimurium)

kohdistuvan vaikutuksen titraaminen.

Kelatoivan aineen optimaalisessa konsentraatiossa Tris-pusku-
rissa olevan bakterisidin tehokkuus gram-negatiivisiin bak-
teereihin osoitettiin huomattavaksi, kuten taulukossa 8 on
esitetty.
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Kokeessa:fé (taulukko 8) voidaan ndhdid, ettd niinkin vihin
kuin 0,3 Fg/ml nisiinid yhdessd 1,0 mM:n kanssa EDTA 20
mM:ssa Trisid pH:ssa 8,0 ja siten, ettd ldsnd oli 1 % naudan
seerumin albumiinia (BSA), merkittivisti vihensi S.typhimu-
riumin eloonjddmistd. Bakterisidi on yhtd vaikuttava gram-
negatiivisiin bakteereihin kuin nisiinilli yksin&din on gram-

positiivisiin Streptococci-bakteereihin.

Esimerkki 9

Nisiinin gram-negatiivisiin bakteereihin (S. typhimurium)

suuntautuvan vaikutuksen titraaminen

Kelatoivan aineen optimaalisella konsentraatiolla bakterisi-
din tehokkuus gram-negatiivisiin bakteereihin biologisen ku-

doksen lisndollessa osoitettiin S.typhimuriumilla kanan 1li-

haksessa, ja on esitetty taulukossa 9.

TAULUKKO 9

Alkup.
elinkyk.
Koe bakteerien EDTA BSA Nisiini Fg/ml
# pH lukumisri (mM) (%) O 10 100 200 300
Eloonjddmis-% 2 tunnin kuluttua
1 8,0 3x107 0 0 100 - - - -
2 8,0 3x107 1,0 1,0 27 0,26 0,008 0,007 0,006

Kananlihaskuutiot huuhdeltiin natriumhypokloriitilla ja povi-
donijodilla ennen kdyttdd. Kudoksen siirrostamiseksi kanan-

lihaskuutiot kastettiin S.typhimurium-suspensioon, jossa oli

108 solua/ml 20 mM:ssa Tris HCl, pPH:ssa 8,0. Ylimddrdinen
kosteus poistettiin valuttamalla. Kudos pantiin riitt&viin
midrddn nisiinikoostumusta sisdltdvdd puskuria kudoksen peit-

tdmiseksi, ja inkuboitiin 2 tuntia 370C:ssa, jonka
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jdlkeen kudos siirrettiin riittdviin masrsiin Phage-puskuria
kudoksen peittimiseksi. Koeliuoksessa jdljellid olevat baktee-—
rit kerdttiin sentrifugoimalla, pestiin Phage-puskurilla, ja
yhdistettiin bakteereihin, jotka oli pesty kudoksesta Phage-
puskurilla. Yhdistetyt ndytteet (nimitettiin "tarttumattomik-
si" soluiksi) sarjalaimennettiin ja 100 Pl:n erdt pantiin le-

vyille elossa olevien bakteereiden miirittimiseksi.

Esimerkki 10

Nisiini-EDTA:n ja metyyliparabeenin vaikutus gram-negatiivi-

siin bakteereihin (S. typhimurium)

Nisiinid ja EDTA:a sisdltdvin bakterisidin yhdistettynia tun-
netun ruoan sdildntdaineen, metyyliparabeenin kanssa, osoi-
tettiin olevan erinomaisen tehokkaan gram-negatiivisiin bak-

teereihin, kuten taulukossa 10 on esitetty.

TAULUKKO 10

Alkup.
elinkyk.
Koe bakteerien Nisiini EDTAP % metyyliparabeenia
4 lukumssrs g/ml (mM) 0 0,1 0,2
Eloonjddmis-%€ 2 tunnin kuluttua
1 3x106 0 10 11,8 1,0 10-4
2 3x106 300 10 0,03 <10-3 <10-4

b 50 mM Na-asetaattipuskuria, pH 5,0
€ tarttumattomat solut

Kananlihaskuutiot puhdistettiin natriumhypokloriitilla ja po-
vidonijodilla ennen kdytt8d. Kudoksen siirrostamiseksi kanan-

lihaskuutiot kastettiin S.typhimurium-suspensioon, jossa oli

108 solua/ml 50 mM:ssa natriumasetaattipuskurissa, PH 5,0.
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Ylimddrdinen kosteus poistettiin kastetuista kuutioista va-
luttamalla. Kudos pantiin riittdvdin miiriin nisiinikoostu-
musta sisdltdvddn puskuria, jotta se peittyi, ja inkuboitiin
2 tuntia 379C:ssa, jonka jidlkeen kudos siirrettiin riittiviin
midrddn Phage-puskuria sen peittdmiseksi. Koeliuoksessa j&l-
jelld olevat bakteerit pestiin kudoksesta Phage-puskurilla.
Yhdistetyt nidytteet (nimitettiin "tarttumattomiksi" soluiksi)
sarjalaimennettiin ja 100,ul:n erdt levitettiin levyille e-

lossa olevien bakteerien madrittimiseksi.

Kokeessa #1 (taulukko 10) on metyyliparabeenin osoitettu 10

mM:n ldsndollessa EDTA:a olevan vaikuttava S. typhimuriumia

kohtaan vain konsentraatiolla 1,0 $%. Kokeessa4#? (taulukko
10), kun lidsni oli 300 Pg/ml nisiinid, parani metyyliparabee-

nin ja nisiinin tehokkuus S. typhimuriumia vastaan oleelli-

sesti.

Nisiinid ja EDTA:a sisdltivdt koostumukset paransivat merkit-
tdvdsti ruoan sdildntdaineen metyyliparabeenin hyddyllisyyt-
td. Lisdksi bakterisidien avulla voidaan oleellisesti vihen-
tdd ndiden yleisesti tunnettujen, vaikkakin vihemmin haluttu-
- Jen ruoan siildntiaineiden, kuten metyyliparabeenin, konsent-

raatioita, tai poistaa niiden tarvetta.

Esimerkki 11

Nisiinin ja kelatoivan aineen vaikutus gram-positiivisiin

bakteereihin (Staphylococcus aureus)

Nisiinin aktivoiminen kelatoivalla aineella on pH-riippuvai-
nen. Taulukossa 11 olevat tiedot vahvistavat, ettd pH:ssa 5,0
nisiini on jonkin verran bakterisidisempi S. aureusta vastaan
kuin pH:ssa 8,0. pH:ssa 5,0 EDTA ei lisdi nisiinin vaikutusta
S.aureusta vastaan ja EDTA:n konsentraatioilla yli 10 mM EDTA
inhiboi nisiinin bakterisidivaikutusta. EDTA:N avulla akti-
voitu bakterisidivaikutus pH:ssa 8,0 on merkittdvisti
suurempi kuin yksin nisiinin bakterisidivaikutus, tai yhdessi

EDTA:n kanssa pH:ssa 5,0.
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Taulukko 11

PH:n vaikutus EDTA:n vaikutuksiin nisiinin bakterisidi-

aktiivisuuteen Staphylococcus aureukseen

Nisiini EDTA mM
pH }{g/ml 0 0.1 0.3 1.0 3.0 10 30 100

Eloonjddmis-% 2 h:n kuluttua?

8.0 0 100 - 100 81 100 100 100 -
8.0 3.0 7.4 0.03 0.01 0.2 0.4 3 56 -
5.0 0 100 - - - 100 - - -
5.0 3.0 0.6 1.0 1.3 1.4 1.8 - 34 80

8 alkuperdinen elinkykyisten lukumiiri: 8,0x106 cfu/ml

Inkuboinnit suoritettiin 50 mM:ssa natriumasetaattipuskuria,

PH 5,0, tai 20 mM:ssa Tris-HCl-puskuria, pH 8,0, 37°C:ssa.

Pelkdn nisiinin bakterisidivaikutuksen on raportoitu (katso
Hurst) olevan suurimmillaan PH:ssa 5,0 tai sen alapuolella,
ja taulukossa 11 olevat tiedot tukevat tdtd. Tdmdan informaa-
tion perusteella uskottiin, ettd EDTA:1la parannetun nisiinin

bakterisidivaikutus S. aureusta vastaan olisi samoin suurempi

alhaisemmassa pH:ssa. Kuten taulukosta 11 voidaan kuitenkin
ndhdd ja vastoin odotuksia (katso taulukko 6), EDTA:n ei ha-
vaittu lisddvin nisiinin vaikutusta gram-positiivisiin bak-
teereihin pH:ssa 5,0. Suurten EDTA-konsentraatioiden inhiboi-
va vaikutus nisiinin aktiivisuuteen havaittiin kuitenkin vie-
14 pH:ssa 5,0. Niinpi nisiinin aktivoituminen kelatoivan ai-
neen avulla tapahtuu vain kelaattorin konsentraatioaluveilla,
ja gram-positiivisten bakteereiden suhteen on riippuvainen

PH:sta edullisen pH-alueen ollessa yli 5,0.



24

98880

Esimerkki 12

Nisiinin ja kelatoivan aineen vaikutus gram-positiivisiin

bakteereihin

EDTA:n vaikutus nisiinin bakterisidiaktiivisuuteen pH:ssa 8,0

ei ole rajoittunut S. aureukseen, tdrkedidn ihmisen patogee-

niin, vaan on havaittavissa myds Streptococcus mutansilla,

joka on syyllinen hammasplakkiin (taulukko 12A), Listeria

monocytogenesilld, ruokaperdiselli patogeenilla(taulukko

12B), ja sekapopulaatiolla kainalokuopan Coryneform-baktee-
reilla, jotka synnyttidvit kehon hajun (taulukko 12C).

Taulukko 12A

EDTA:n vaikutukset nisiinin bakterisidiaktiivisuuteen

Streptococcus mutansia kohtaan

Nisiini EDTA mM
pH /4g/ml 0 0.01 0.1 0.3 1.0 3.0 10 30 100

Zloonjddmis-% 2 h:n kuluttua®

8.0 0 100 - - - - - - - -

8.0 0.1 4.3 1.8 0.04 0.02 0.06 1 25 100 100

a4 alkuperiinen elinkykyisten lukumiird: 6,0x10% cfu/ml

Inkuboinnit suoritettiin 379C:ssa 20 mM:ssa Tris-HCl:3d4, pH:n

ollessa 8,0.
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Taulukko 12B

EDTA:n vaikutukset bakterisidiaktiivisuuten Listeria

monocytogenesii kohtaan

Nisiini EDTA mM
pH ;4g/m1 0 0.1 0.3 1.0 3.0 10 30 100

i
Eloonjddmis~Z 2 h:n kuluttua?
8.0 0 100 - - 84 = - - =

8.0 3.0 0.71 0.04 0.04 0.02 0.1 0.64 10 14

a8 alkuperdinen elinkykyisten lukumiird 6,0x106 cfu/ml

Inkuboinnit suoritettiin 379C:ssa 20 mM:ssa Tris-HCl:id4,
pPH:ssa 8,0.

Taulukko 12C

EDTA:n vaikutukset nisiinin bakterisidiaktiivisuuteen

Coryneform bakteereita kohtaan

Nisiini EDTA mM
pH wg/ml | O 0.1 0.3 1.0 3.0 10

Eloonjddmis-Z 2 h:n kuluttua?@

8.0 0 100 - 4.6 3.6 8 36
8.0 3 0.22 0.03 0.0009 0.1 -- 0.16

8 alkuperidinen elinkykyisten lukumiird: 1,0x10® cfu/ml

Inkuboinnit suoritettiin 370C:ssa 20 mM:ssa Tris-HCl:di

pH:ssa 8,0.
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Esimerkki 13

Kelaattorilla aktivoidun nisiinin nopea bakterisidivaikutus

Nisiinid EDTA:n kanssa sisdltdvi bakterisidi on on nopeasti
bakterisidinen, kuten taulukossa 13A olevista tiedoista kiy

ilmi. Gram-positiivisen bakteerin S. mutansin suspensioita

107 solua/ml inkuboitiin 20 mM:ssa Tris-puskuria, pH:ssa 7,3
379C:ssa 1 mM:1la EDTA:a aktivoidun nisiinin konsentraatio-
alueella. Suspensioita inkuboitiin eri aikoja 0,5-60 minuut-
tia bakterisidien kanssa. Bakterisidien bakterisiditehokkuus
ti. EDTA:1la tdydennettynd niinkin pieni mdidrid kuin lOlpg/ml
nisiinid tdssd koostumuksessa pystyy vidhentdmiin bakteeri-
kuormitusta arvoon <10~4 (6 logs) 1 minuutissa.

Nopea bakterisidiaktiivisuus on edellytys tehokkaalle desin-
fektiolle. Niinpd koostumusten ennustetaan olevan tehokkaita
bakterisideja erityisesti tdssd esitellylld tavalla, suuve-
den, huuhteluaineen, hammastahnan tai muun samanlaisen ham-
paidenpuhdistusaineen komponenttina, joka vaikuttaa plakkia

muodostavaan S. mutansiin.

EDTA:1lla parannetun nisiinin aktiivisuus gram-negatiivisia
bakteereita vastaan 2-3 tunnissa osoitettiin esimerkeissi
1-7. EDTA:1la tdydennetyn nisiinin nopea bakterisidivaikutus
myos gram-negatiivisiin bakteereihin on ndhtidvissi ja tami

kdy ilmi taulukossa 13B esitetyistd tiedoista..
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Taulukko 13A

EDTA:1la tdydennetyn nisiinin bakterisidiaktiivisuuden

kinetiikka Streptococcus mutansia kohtaan

Inkubointi- Nisiini mg/ml seki 1,0 mM EDTA:
S ika 0 1 RRI G 30™ gy
(minuuttia)

Eloonjddmis-Z 2 h:n kuluttua@

0.5 - - - _ T
1 - - - a0t a0t <1078
3 100 0.5 0.002 <¢10”% 4107 -
15 - 0.03<107% <1074 - -

- 30 - - <;|,o‘4 - - -
60 100 0.003 - - - -

8 elinkykyisten solujen vertailulukumddri: 1,0 x 107 cfu/ml

Inkuboinnit suoritettiin 20 mM:ssa Tris-HCl, PH:ssa 7,3,

37°C:ssa.

Taulukko 13B

EDTA:1la parannetun nisiinin nopea bakterisidiaktiivisuus

Escherichia colia kohtaan

Nisiini Al*g/ml
mM EDTA 0 0.3 1.0 3 10 30 100

Eloonjddmis-%Z 1 min:ssaa
1.0 100 100 56 0.37 0.013 0.015 0.008
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2 alkuperdinen elinkykyisten lukumidsri: 1,0x107 cfu/ml
Inkuboinnit suoritettiin 20 mM:ssa Tris, pH 7,0, 37°9C:ssa.

Esimerkki 14

Kaksiarvoisten kationien vaikutus EDTA:n avulla tapahtuvaan

nisiinin aktiivisuuden lisdidmiseen

Kaksiarvoiset kationit sitoutuvat EDTA:an ja muihin kelatoi-
viin aineisiin ja niiden voisi odottaa neutraloivan nisiinin
aktivoimista EDTA:1la. Kuten taulukossa 14 olevista tiedoista
voi kuitenkin ndhdi, nisiinin bakterisidiaktiivisuqi S. mu-
tansia kohtaan lisddntyy 1 mM:1la EDTA:a jopa silloin kun
ldsnd on 1 mM Ca2tioneja; vain 3 mM:n ylipuolella oli ca2+-
ioni inhiboiva EDTA:1la aktivoidulle nisiinille. Tami on eri-
tyisen tdrkedtd suuvesissd kidytettidessd, jolloin kalsiumioni-

konsentraatiot ovat relevantteja.

TAULUKKO 14

EDTA:1la aktivoidun nisiinin nopea bakterisidivaikutus

Streptococcus mutansia kohtaan kahdenarvoisen kationin

ldsndollessa
CaCl3 mM
Nisiini 0 0.1 0.3 1.0 3 10
Eloonjddmis-% 1 min:ssa®

0 100

3 2.9

3E 0.0042 0.0042 0.052 18

E

30 0.0019 0.0003 0.0004 0.06 6.8
100F o <0 2107 0.0001 1.5
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E 1 mM NajEDTA:a
@ alkuperdinen elinkykyisten lukumiiri 1,0x102 cfu/ml.

Inkuboinnit suoritettiin 10 § sikidvasikan seerumissa

3709C:ssa.

Esimerkki 15

Nisiinin ja pinta-aktiivisen aineen vaikutus gram-positii-

visiin bakteereihin

Nisiinin bakterisidiaktiivisuutta voidaan mySs merkittiviasti
lisdtd yhdist&@midlld pelkkiin pinta-aktiiviseen aineeseen.
Tdtd kuvataan parhaiten rajoitetulla nisiinikonsentraatiolla
(0,2 pg/ml), kuten taulukossa 15A on esitetty. Aina konsent-
raatioihin 0,1 % saakka oli ruokaan sopivalla pinta-aktiivi-
sella aineella monolauriinilla vihin bakterisidivaikutusta

Streptococcus agalactiaeta vastaan kompleksikasvualustassa

maidossa. MySskdin nisiinilli ei konsentraatioilla aina 0,2
ug/ml:aan saakka mySskddn ole merkittiviai bakterisidivaiku-
tusta maidossa. Niiden kahden aineen yhdistelmi, 0,1% mono-
lauriinia ja nisiinii 0,2 Fg/ml, on kuitenkin Hirimmiisen po-
tentiaalinen S. agalactiae-bakteeria kohtaan. Timi bakterisi-
di on yli 100 kertaa aktiivisempi kuin voisi odottaa lisivai-
kutuksesta, ja 10 000 kertaa aktiivisempi kuin kumpikaan kom-
ponentti yksinddn. Niinpi kun nisiinin kdyttdd rajoittaa sen
kdytettdvissi oleva aktiivisuus, voidaan bakterisidin, joka
sisdltdd nisiinii seki pinta-aktiivista ainetta, odottaa ole-
van kdyttdkelpoisempi.

Esimerkki siitd, kun nisiininkdytt8d rajoittaa sen kdytettd-
vissd oleva aktiivisuus, on esitetty taulukossa 15B olevissa
tiedoissa. vaikka nisiini, ja erityisesti bakterisidi, joka

sisdltdd nisiinig ja EDTA:a, on bakterisidinen L. monocyto-

genesid vastaan, taulukon 15B tiedot osoittavat, ettd komp-
leksikasvualustassa kuten maidossa kdytettdvissi oleva nisii-
nin aktiivisuus tidlle organismille on rajoitettu. Nisiinii

glyseridin, mono-oleaatin kanssa sisdltivi bakterisidi on
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kuitenkin tehokas maidossa tdlle ruokaperdiselle patogeenille
vaikka mono-oleaatilla ei sellaisenaan ole

bakterisidiaktiivisuutta tdhidn organismiin.

Taulukko 15A

Nisiinin bakterisidiaktiivisuus Streptococcus agalactiaeen

maidossa 37°9C:ssa

(Nisiinin aktivointi monolauriinilla)

g&iﬁ%ﬁ% Monol?gyiini
0 0.01 0.1
Eloonjddmis-% 2 h:ssa?
0 100 100 4.5
0.02 100 100 0.2
0.2 2.2 “0.05 0.0008

A alkuperiinen elinkykyisten lukumiiri 6,0x107 cfu/ml.

Inkubointi maidossa 37°C:ssa

Taulukko 15B

Nisiinin bakterisidiaktiivisuus Listeria monocytogenesiin

maidossa 37°C:ssa

(Nisiinin aktivointi mono-oleaatilla)

Nisiini % Mono-oleaattia
/Lg/ml 0 0.1 1.0
Eloonjddmis-% 2 h:ssa®
0 100 €7 63
100 0.56 1073 1074

a alkup. elinkyk. lukum.: 5,0x107 cfu/ml. Inkubointi maidossa
lampStilassa 379¢,
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Koostumus, joka on kidyttdkelpoinen laaja-alaisena bakte-
risidina, t unn e t t u siitid, etti se kidsittii lantio-
niinipitoista bakteriosiinia ja kelatoivaa ainetta ja wvaih-

toehtoisesti pinta-aktiivista ainetta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t t u
siitd, ettd lantioniinipitoinen bakteriosiini on nisiini,
subtiliini, epidermiini, sinnamysiini, duramysiini, ankoveniini

tai Pep 5.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, tunnettu
siitd, ettid kelatoiva aine on alkyylidiamiinitetra-asetaatti,
CaEDTA, Na,EDTA, EGTA tai sitraatti.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen koostumus, tunnettu
8iitd, ettd alkyylidiamiinitetra-asetaatti on EDTA ja bakte-

riogiini on nisiini.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, tunnettu
s8iitd, ettd pinta-aktiivinen aine on nonioninen pesuaine, joka
on johdettu nonoksinolista, oktoksinolista ja tyloksopolista,
nonioninen pesuaine, joka kidsittidi polyoksietyleeni- (20) sorbi-
taanimonorasvahappojohdannaisia, glyseridi, rasvahappo, emul-
gaattori, kvarternaarinen yhdiste, amfoteerinen tai anioninen

pinta-aktiivinen aine.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen koostumus, t u n-

nettu siitd, ettd se sisdltldid myds ruoan saildntiaineen.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unnet t u
siitd, ettd lantioniinipitoinen bakteriosiini on nisiini,
subtiliini, epidermiini, sinnamysiini, duramysiini, ankoveniini
tai Pep 5, ja kelatoiva aine on alkyylidiamiinitetra-asetatti,
EGTA tai sitraatti, jotka ovat lidsnid sellaisina miirini, etti
bakteriosidin tehokkuus on 1lisddntynyt ainakin yhdenlaisia

bakteereita kohtaan ryhmistd Staphylococcus aureus, Streptococ-
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cus mutans, Listeria monocytogenes, Streptococcus agalactiae,

Coryneform-bakteerit, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacteriocides

gingivalis ja Actinobacillus actionomycetescomitans.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen koostumus, t unn e t t u
siitd, ettd nisiinin pitoisuus on valilla noin 0,1 - 300 ug/ml,

ja kelatoivan aineen pitoisuus on v&dlillad noin 0,1 - 20 mM.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unn e t t u
siitd, ettd pinta-aktiivisen aineen pitoisuus on vadlilld noin
0,01 - 1,0%.

PATENTKRAV

1. En sammansidttning, som ar anvandbar som en bred-spektrum
baktericid, k @& nne t e c knad darav, att den omfattar
en lantioninhaltig bakteriocin och ett chelaterande &mne och

alternativt ett ytaktivt &amne.

2. En sammansidttning enligt patentkrav 1, k d@d&nnetec k-
n ad darav, att den lantioninhaltiga bakteriociden &r nisin,
subtilin, epidermin, sinnamycin, duramycin, ancovenin eller

Pep 5.

3. En sammansattning enligt patentkrav l, k @& nn et ec k-
n a d diarav, att det chelaterande amnet &r alkyldiamintetra-
acetat, CaEDTA, Na,EDTA, EGTA eller citrat.

4., En sammansattning enligt patentkrav 3, k dnneteck-
n ad dirav, att alkyldiamintetra-acetatet &r EDTA och bakte-

riocinen dr nisin.

5. En sammansidttning enligt patentkrav 1, k annet ec k-
n ad dirav, att det ytaktiva damnet &r ett nonioniskt tvatt-
medel som ar deriverad av nonoxinol, oktoxinol och tyloxopol,

ett nonioniskt tvittmedel som innefattar polyoxietylen(20)-
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sorbitanmonofettsyraderivater, en glycerid, en fettsyra, ett
emulgeringsmedel, en kvartidrforening, ett amfoteriskt eller en

anjoniskt ytaktivt Amne.

6. En sammansidttning enligt patentkrav 1-5, k dnne -
t ecknad diarav, att den Ytterligare innehadller ett livs-

medelskonserveringsimne.

7. En sammansidttning enligt patentkrav 1, k dnnetec k-
n a d diarav, att den lantioninhaltiga bakteriocinen &r nisin,
subtilin, epidermin, sinnamycin, duramycin, ancovenin och Pep
5, och det chelaterande imnet &r alkyldiamintetra-acetat, EGTA
eller citrat, &r ndrvarande i sadana midngder att baktericidens
verkan har &kat mot atminstone en bakterietyp i gruppen bes-

taende av Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Listeria

monocytogenesg, Streptococcus agalactiae, Coryneform-bakterie,

Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella

Pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacteriocides gingivalis

och Actinobacillus actinomycetemcomitans.

8. En sammansittning enligt patentkrav 7, kd nnetec k-
n a d darav, att koncentrationen av nisin &r mellan ca. 0,1 -
300,0 pg/ml, och koncentrationen av chelaterande amne dr mellan
ca. 0,1 - 20 mM.

3. En sammansdttning enligt patentkrav 1, k & nn e ¢t e c k-
n a d dirav, att det ytaktiva idmnets koncentration &r mellan
ca. 0,01% och 1,0%.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

