Antibakterialni aktivita vybranych antibakterialnich
polymernich systému pro medicinalni aplikace

Martina Puchalkova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2013 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymeri
akademicky rok: 2012/2013

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Martina PUCHALKOVA

Osobni ¢islo: T10861

Studijni program:  B2808 Chemie a technologie materilt

Studijni obor: Polymerni materialy a technologie

Forma studia: prezencni

Téma prace: Antibakterialni aktivita vybranych antibakterialnich

polymernich systémi pro medicinalni aplikace

Zasady pro vypracovani:

Anotace: Prace bude zaméfena na charakterizaci antibakterialnich tinké nano Ag,
mikro ZnO a Ag-ZnO systémi plniv pfipravenych pomoci MW syntézy, at jiz v praskové
formé, na mikronosici nebo v kompozitnim materialu. Literarni reserse:

1. Popis bakterii jakozto velikost, tvar, struktura, slozeni, jejich élenéni na zakladé
bunééné stény.

2. Vnéjsi vlivy piisobici na bakterie a specifikujte latky likvidujici & omezujici funkce
bakterii.

3. Obecné vlastnosti oxidu zine¢natého a stfibra v nano, mikro formé.

4. Faktory ovliviiujici antibakterialni aktivitu Ag a ZnO.

5. Zpiisoby & metody pfipravy nanoéastic stfibra a ZnO.

6. Metody charakterizace antibakterialni aktivity.

Prakticka ¢ast:

1. Zakladni charakterizaci materiali pomoci dostupné pfistrojové techniky na FT.

2. Stanoveni MIC a MBC u vybranych materiali jak v praskové formé, tak na mikro
nosicich.

3. Antibakterialni charakterizaci povrchii kompozitu obsahujici nano Ag, mikro ZnO ¢i
jejich kombinace pomoci normy ISO 22196 (2007).



Rozsah bakalafské prace:
Rozsah piiloh:
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténalelektronicka

Seznam odborné literatury:

1. RUZICKA, Jan. Mikrobiologie pro technology Zivotniho prostiedi. 1. vyd. Brno: Vysoké
uceni technické, Technologicka fakulta ve Zling, 1999, 124 s. ISBN 8021413743

2. VOTAVA, Miroslav. Lékafska mikrobiologie obecna. 2., pieprac. vyd. Bro: Neptun,
2005, 351 s. ISBN 8086850005.

3. MARAMBIO-JONES, C., HOEK, E. M. V. A Review of the Antibacterial Effects of Silver
Nanomaterials and Potential Implications for Human 34 Health and the Environment.
(Report). Journal of Nanoparticle Re-search: An Interdisciplinary Forum for Nanoscale
Science and Technol-ogy, June, 2010, vol. 12, no. 5, p. 1531?1551. ISSN: 1388-0764.

Vedouci bakalafské prace: Ing. Pavel Bazant
Centrum polymernich materiald
Datum zadani bakalaFské prace: 11. Gnora 2013

Termin odevzdani bakalaiské prace: 31, kvétna 2013

Ve Zliné dne 11. inora 2013

: 7
7 / 7
doc.Ing. Roghan Cermak, Ph.D. doc,Ing. Roman Cermak, Ph.D.

dékan Feditel istavu



Ptijmeni a jméno:

Potnpluoys MPETINA PHT-FM

PROHLASENI

Prohlasuji, ze

beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a 0 zméné a doplnéni
dalSich zdkonl (zédkon o vysokych $kolach), ve znéni pozdé&jsich pravnich pfedpisi,
bez ohledu na vysledek obhajoby ”;

beru na védomi, Ze diplomova/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé
v univerzitnim informaénim systému dostupna k nahlédnuti, Ze jeden wvytisk
diplomové/bakalafské prace bude uloZen na pfislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho préce;

byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné
vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem
autorskym a o zméné nékterych zakonu (autorsky zakon) ve znéni pozdé&jsich pravnich
predpisti, zejm. § 35 odst. 3 7;

beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zliné pravo
na uzavfeni licen¢ni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zékona;

beru na védomi, Ze¢ podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo —
diplomovou/bakalafskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s
pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Toma3e Bati ve Zling, ktera je
opravnéna v takovém pfipadé ode mne pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu
nakladd, které byly Univerzitou ToméSe Bati ve Zlin& na vytvoreni dila vynaloZeny
(az do jejich skute¢né vyse);

beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovéni diplomové/bakalarské prace Vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin& nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym uGgelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze
vysledky diplomové/bakaléaiské prace vyuzit ke komerénim Géeltim;

beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv
softwarovy produkt, povazuji se za souéédst prace rovnéz i zdrojové kody, popt.
soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt diivodem k
neobhajeni prace.



) zdkon ¢. 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a doplnéni dalich zékont (zékon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich
pravnich predpisd, § 47 Zverejiiovani zévéreénych praci:

(1) Vysokad skola nevydélecné zverejiiuje disertacni, diplomové, bakaldiské a rigorézni préace, u kterych probéhla obhajoba, véetné
posudki oponenti a vysledku obhajoby prostfednictvim databéze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zpisob zverfejnéni stanovi
vnitfni pfedpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni
pred kondnim obhajoby zvefejnény k nahliZeni verejnosti v misté uréeném vnitfnim pfedpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si maZe ze zvefejnéné préce pofizovat na své néklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zvefejnénim své prace podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% zdkon ¢. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich pravnich pfedpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje skola nebo skolské ¢i vzdélavaci zaFizeni, uZije-i nikoli za ticelem pFimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potiebé dilo vytvorené Zékem nebo studentem ke spinéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdvniho vztahu ke $kole nebo skolskému & vzdélévaciho zafizeni (3kolni dilo).

3 zdkon ¢. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vézného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
Jjeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistdva nedotéeno.

(2) Neni-li siedndno jinak, miZe autor Skolniho dila své dilo uZit & poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zajmy
Skoly nebo Skolského ¢i vzdéldvaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni jsou oprévnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené pfispél na Ghradu nékladd, které na vytvoreni dila
vynaloZily, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pFitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného Skolou nebo Skolskym &
vzdéldvacim zafizenim z uZiti $kolniho dila podle odstavce 1.




ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva charakterizaci antibakteridlnich vlastnosti polymernich systé-
mu. Teoretickd Cast je zaméfena na popis a déleni bakterii, definuje vlivy vnéjsich faktort
pusobicich na jejich zivotaschopnost. Dale popisuje latky s antibakteridlnim ucinkem. Po-
sledni teoreticka cast je zaméfena na obecné vlastnosti, charakterizaci a ptipravu nano-Ag
a ZnO. Prakticka ¢ast popisuje syntézu plniv, pfipravu kompozitnich materiali a jejich
naslednou charakterizaci metodami SEM, EDX a XRD. Antibakterialni vlastnosti plniva
jsou méfeny pomoci dilu¢niho testu v agaru a antibakterialni aktivita kompozitu je testova-

na v souladu s normou 1SO 22196.

Kli¢ova slova: bakterie, antibakterialni aktivita, nano-Ag, ZnO, MW syntéza, I1SO 22196,
MIC

ABSTRACT

This thesis deals with the characterization of antibacterial properties of polymer systems.
The theoretical part is focused on the description and division of bacteria, defines the ef-
fects of external factors affecting their viability. It also describes the substance with an
antibacterial effect. The last theoretical part is focused on general properties, preparation
and characterization of nano-Ag and ZnO. The practical part describes the synthesis of
fillers, preparation of composite materials and characterization by SEM, EDX and XRD.
Antibacterial properties of fillers are measured by agar dilution test and antibacterial activ-

ity of the composite is tested in accordance with 1SO 22196.

Keywords: bacteria, antibacterial activity, nano-Ag, ZnO, MW synthesis, ISO 22196, MIC
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UvVOD

Bakterie jsou nejrozsifengjsi skupinou organismi na celém svéte. Je mozno je nalézt v pu-
de€, vode, ovzdusi 1 uvnitt a na povrchu mnohobunéénych organismi. Vyskyt bakterialnich
kment v lidském téle podminuje spravnou funkci mnoha organti. Bakterie ziji v zazivacim
ustroji, télnich dutinach i na ktzi ¢loveka. Existuji vsak také patogenni bakterie, které mo-
hou vyvolavat riiznd onemocnéni. Béznou soucasti 1écby bakterialni infekce je vyuziti an-
tibiotik. V poslednich letech vSak dochazi ke zvySenému vyskytu bakterii, které jsou re-
zistentni viici bézn€ pouzivanym antibiotikiim ¢i dezinfek¢nim latkam. Velké riziko také
ptedstavuji nozokomialni infekce - pfenosna infekéni onemocnéni vznikla v souvislosti s
pobytem osob ve zdravotnickém zatfizeni. Na vyznamu tak ziskavd vyzkum a vyvoj no-

vych latek s antibakterialnimi vlastnostmi.

Jako perspektivni se jevi nejriznéjs$i nanokompozity s antibakterialnimi vlastnostmi. Na-
nokompozitni materidly jsou slozené ze dvou nebo vice riznych slozek, z nich alespon
jedna se v materidlu vyskytuje ve formée ¢astic o velikostech jednotek az desitek nanometrti
(10%). Vyzkumu a vyvoji nanokompozitii oxidi kovi se vénuji védecké tymy, s cilem ob-

jasnit a vyuzit antibakterialni aktivitu takto pfipravenych latek.

Stiibro je znamo pro své antibakteridlni vlastnosti jiZ od dob starovéku. Nové technologie
umoznuji pfipravu stiibra v nanorozmeérech (velikost 10'9). Nanocéstice stiibra pisobi proti
Sirokému spektru mikroorganismd, jako jsou bakterie, viry, kvasinky i plisné. V poslednich

letech tak dochazi k jeho vyuziti pti aplikacich na povrch polymernich latek ¢1 textilii.

Oxid zine¢naty je amfoterni oxid, kterého se bézné vyuziva pro hojeni ran ¢i v kosmetice.
Predmétem vyzkumu je mikro-ZnO (velikost 10°) i jeho nanogastice. Oxid zinecnaty je
pro clovéka netoxicky a je lidskym té€lem velmi dobie snaSen. Antibakterialnich vlastnosti

ZnO se vyuziva pii piiprave nejriznéjsich zdravotnickych materidli.

Je znamo, ze je oxid zine¢naty U¢inngjSim antibakterialnim prostfedkem proti grampozi-
tivnim bakteriim ve srovnani s gramnegativnimi bakteriemi. Na druhé strané vime, Ze na-
nocastice Ag maji vice baktericidni U¢inek na gramnegativni bakterie ve srovnani
s grampozitivnimi bakteriemi. Proto nanokompozity, které kombinuji nano-Ag a ZnO
predstavuji jisty ucinny hybridni systém, kde mohou ¢éstice plsobit synergicky a zvySovat

tak antibakterialni u¢inek.
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Cilem bakalatské prace je stanoveni antibakterialnich vlastnosti hybridnich Ag-ZnO plniv
nano-Ag a mikro-ZnO systému na mikronosi¢ich a kompozitnich materialti ptipravenych

pomoci MW syntézy.
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. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1 BAKTERIE

Bakterie jsou bunécné zivé organismy, které tvoifi samostatnou fiSi (doménu).
Z evolucniho hlediska se vSechny organismy rozclenuji do tfi domén: bakterie, archea a
eukarya. Bakterie jsou jednobunécné organismy velmi malych rozmért s prokaryotickym
typem buiiky. Prokaryotickd builka se vyznacuje mensimi rozméry a primitivnéjsi stavbou
nez bunka eukaryotickd. Bunécné nepravé jadro (nukleoid) se sestava z jedné molekuly

dvouretézcové DNA, ktera neni ohranic¢ena jadernou membrénou. Vnitfek prokaryotické

vvvvvv

Bakterie jsou velmi rozmanitou skupinou mikroorganismti majici spole¢né zakladni cha-
rakteristiky, ale presto odliSné tak, aby mohly obyvat rozlicna prostredi. Osidluji piidni a
vodni prostiedi, vzduch i lidské télo [4]. Bakterie také mohou mit negativni u¢inky na po-
traviny a materidly, napf. mikrobialni koroze plastovych vyrobktl, nebo se jejich ¢innosti
muze pramyslové vyuzivat pro vyrobu antibiotik. Patogenni bakterie zpisobuji nemoci

¢lovéka, zvitat nebo rostlin [3].

1.1 Obecné vlastnosti bakterii

1.1.1 Tvar a usporadani bakterii
Tvar bakterialni buniky je charakteristickym znakem bakterii. RozliSuji se tvary:

e kulovity - bakterie se nazyvaji koky (diplokoky, streptokoky, stafylokoky),

e protahly - bakteriim se fika ty¢ky nebo ty¢inky (diplobakterie, streptobakterie),
kratké ty¢inky se oznacuji jako kokobacily,

e zakFiveny - jsou prohnuté nebo spirdlovité zahnuté (vibria, spirily, spirochéty),

e vlaknity - velmi protahlé bakterie se nazyvaji vlakna,

e Vvétveny - n¢které tyC¢inky mohou byt s uplnym vétvenim nebo jen naznaky [4].

Usporadani bakterii zavisi na rozdéleni v pribéhu bunééného déleni, nékdy dochazi ke
spojeni vice bakterii. Streptokoky jsou fetizky 3 az 20 kokl ve stejné rovin€. Diplokoky
tvofi vzdy dvojice koktl. Stafylokoky jsou utvofeny shluky kokti ve tvaru hroznu. Diploba-
cily jsou dvojice tyCinek uspotadané kratSimi konci u sebe a streptobacily tvorti kratké te-

tizky tycek [5].
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1.1.2 Struktura bakterialnich bunék

Stavbu bakterialni bunky znazornuje Obr. 1, kazda bakterialni bunka obsahuje zakladni
struktury - nukleoid, bunéénou sténu, cytoplazmatickou membranu, cytoplazmu, ribozomy
a plazmidy. Né¢které bunky mohou mit také dalsi struktury - pouzdro, bi¢iky, fimbrie nebo

inkluze [2].

pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pil

(kruhova DNA)

Obr. 1 Stavba bakterialni bunky [6]

e Nukleoid - ptedstavuje molekulu deoxyribonukleové kyseliny (DNA) uspoiadané
do kruhové dvousroubovice, ktera reprezentuje chromozom.

e Bunécna sténa - vytvari tuhy obal bakterie, slozeny piedev§im z peptidoglykanu
(murein), ale mize také obsahovat bilkoviny, lipopolysacharidy, fosfolipidy, kyse-
linu teikoovou atd..

e Cytoplazmaticka membrana - je tvofena fosfolipidovou dvouvrstvou, do které
jsou vnofeny bilkoviny, membréana je semipermeabilni (polopropustnd) a zajiStuje
vymeénu a regulaci latek uvnitf bunky.

e Cytoplazma - je vodny roztok enzymu, meziproduktii metabolismu, rezervnich la-
tek a anorganickych iontd, ktery vypliiuje buiku.

e Ribozomy - jsou ribonukleotidové cEastice, jejichz hlavni funkci je syntéza bilko-
vin. Ribozomy se nachazeji v buiice ve vétsim poctu a jsou tvoreny dvéma podjed-

notkami [2].
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e Plazmidy - pfedstavuji cirkularné uzaviené molekuly DNA.

e Pouzdro (kapsula) - se vyskytuje u mnoha bakterii a je tvofeno silné hydratovanou
polymerni vrstvou, kterda ma pomoci bakterii zvysit svou odolnost.

e Inkluze - jsou zrna, ktera predstavuji zasobni latky pro bakterii (polysacharidy, lat-
ky apod.) a jsou uloZena v cytoplazmé.

e Biciky - jsou vlaknité utvary, které¢ bakteriim umoziiuji pohyb. Jsou tvotfeny bilko-
vinnymi podjednotkami flageliny.

e Fimbrie (pili) - vyrustaji z bunécné stény a tvoii je proteinova vlakna, kterd umoz-

nuji adhezi na povrch epitelu v urogenitalnim, stfevnim ¢i respiraénim traktu [4].

Nékteré bakterialni rody mohou vytvaret spory. Bakterialni spory jsou klidova stadia zi-
votniho cyklu, do kterého ptechazeji, zhorSuji-li se jejich zivotni podminky. Dulezitou
vlastnosti spor je jejich vysoka odolnost proti zevnim vliviim - vysychani, u¢inek chemic-

kych latek nebo pusobeni vysokych teplot [6].

1.1.3 Barvitelnost dle Grama

Gramovo barveni je jednoduché diagnostickd metoda barveni preparatu o n¢kolika krocich,
ktera ve vysledku rozlisi bakterie na dvé velké skupiny liSici se v uspotadani bunécné sté-
ny. Grampozitivni bakterie (G+) ma;ji silnou bunécnou sténu, tvofenou vysokym obsa-
hem peptidoglykanu, malym mnozstvim teikoové kyseliny a absenci vnéj$i membrany a
lipopolysacharidové vrstvy. Gramnegativni bakterie (G-) jsou sloZzeny ze slabsi bunétné
stény tvofené predevSim lipopolycharidy a slabé vrstvy peptidoglykanu. Rozdilnost ve
slozeni bunééné stény u bakterii je znazornéna na Obr. 2. V pribéhu Gramova barveni se
fixovany preparat moii roztokem jodu, ktery se z n€kterych druhti mikroorganismi vypla-
vuje etanolem a dojde k odbarveni buiiky. Nakonec se vzorek dobarvi roztokem safraninu
nebo krystalovou violeti. Takto se oveéfuji gramnegativni bakterie a v mikroskopu se jevi
Cervené (napt. Escherichia, Salmonela). Pokud se bunky etanolem neodbarvi, ziskaji po
nabarveni safraninem (krystalovou violeti) modrou barvu a oznacuji se jako grampozitivni

(napft. Staphylococcus, Streptococcus) [2], [8].
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Obr. 2 Rozdily ve stavbé bunééné stény bakterii [35]

Existuji i bakterie, které nereaguji na Gramovo barveni. Zejména acidorezistentni bakterie
(napt. Mykobakterie) odolavaji barveni dle Grama a proto se pro jejich uréeni pouziva ji-

nych typu barveni (napf. Ziehl-Neelsenovo barveni) [6].

1.1.4 Zivotni naroky bakterii

cey

Bakterie obyvaji rizna mista a li$i se riznymi pozadavky na prostiedi, v némz Ziji.
Podle teplotniho optima se rozliSuji bakterie:

e Psychrofilni - vyZzaduji teplotu od -10 °C do 20 °C a nachézeji se ve vodnich tocich
(napt. rody Pseudomonas a Bacillus).

e Mezofilni - rostou nejlépe pii teplotach v rozmezi 20 - 40 °C a fadime zde bakterie
patogenni pro ¢loveka a zvitata a dalsi pfirodni kmeny.

e Termofilni - maji optimum ristu v rozmezi 40 - 85 °C a vyskytuji se v horkych
pramenech a pii rozkladu organickych latek.

e Hypertermofilni - vyzaduji teploty nad 80 °C a dokazou ptezit i v extrémnim zi-

votnim prostiedi [2].
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Bakterie podle vztahu ke kysliku rozdélujeme na:

e Striktné aerobni - vyzaduji pro svij zivot kyslik v atmosférické koncentraci (napf.
zastupci Vibrio a Pseudomonas).

e Striktné anaerobni - Ziji jen v prostiedi bez kysliku, kyslik je pro n€ toxicky (napf.
vétsina druhd rodu Clostridium).

e Fakultativné anaerobni - rostou lépe v pfitomnosti kysliku, ale dokazou se pfi-

zpusobit a zit i bez n&j (napt. Escherichia a Staphylococcus) [4].

1.1.5 Riist a mnoZeni bakterii

Ristovy cyklus bakterii zahrnuje rust buniky do urcité velikosti a tim zvétSovani jejiho ob-
jemu a syntézu makromolekul. Faze ristu je ukoncena rozdélenim bakterie na dvé rovno-
cenné buniky a cyklus se znovu opakuje. Rustova kiivka na Obr. 3 graficky znazornuje
jednotlivé faize mnozeni v zavislosti na Case. Na kiivce je mozno vypozorovat Useky, které
predstavuji rastové faze. V lag fazi dochazi k adaptaci bunky a k mnozeni prakticky nedo-
chazi. V log fazi nartistd pocet bun¢k exponencidln¢ konstantni rychlosti. Rychlost mnoze-
ni se postupné sniZzuje a nastava stacionarni faze, kdy déleni vykazuje nulovou hodnotu a

Vv kultufe je pfitomen maximalni pocet bunék [9].

Lag Log Stacionarni Faze
faze faze faze odumirani
7

Ristova kiivka bunééné kulturﬁ_

Obr. 3 Rastova kiivka buné¢né kultury [38]
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Kultivace bakterii je proces rustu a mnozeni bakterii v uméle vytvoienych podminkach in
vitro. Rozlisuji se dva druhy kultivace - staticka a kontinualni. Staticka kultivace probiha
na povrchu pevné nebo tekuté zivé ptidy. Kontinualni kultivace je druh kultivace, pfi niz
jsou k rostouci kultuie kontinualn¢ ptivadény ziviny a soucasné je vypoustén stejny objem

kultury [2], [9].

1.1.6 Metabolismus bakterii

Metabolické reakce bakterii jsou zdkladem pro identifikaci bakterialnich druhd. VétSina
bakterii produkuje celou fadu enzymi. Enzymy mohou byt napt. oxidacni, které Stépi
peroxid vodiku (peroxidaza) nebo napomahaji pti oxidacnich procesech (oxidaza). Proteo-
lytické enzymy mohou napt. porusovat membrany cervenych krvinek (hemolyziny), vyvo-
lavat pfeménu fibrinogenu na fibrin (koaguldza) nebo §tépit proteiny (protedza). Toxické
enzymy mohou napfi. vyvolavat poruchy nervové tkané a funkce nervové soustavy (neuro-
toxiny), centrdlnim ucinkem vyvolavat kfeCe (tetanospazmin), nebo plsobit na nervova

zakonceni ve stievé (enterotoxin) [7].

Bakterie ziskavaji energii potiebnou pro zivot pii katabolickém metabolismu, ktery muiZze
byt fermentativni, respiracni nebo autotrofni. Fermenta¢ni metabolismus uZzivany bakteri-
emi je glykolyza. Pii glykolyze dochazi k pfeméné glukdzy na pyruvat a tim k zisku ener-
gie v podob¢ adenosintrifosfatu (ATP). Sekundarni fermentaéni proces vyuziva mnoho
bakterii a fadi se zde mlécné a alkoholové kvaSeni. Pfi respiracnim metabolismu ziskava
bakterialni butika energii v oxidacnim procesu za pomoci respiranich enzymi. Autotrofni
metabolismus se vyznacuje ziskavanim energie z anorganickych zdrojl, napt. vyuzitim
svételné energie pro pteménu CO; (fotosyntéza) nebo vyuzitim anorganické latky misto

kysliku (anaerobni respirace) [7], [13].

Anabolicky metabolismus neboli biosyntéza zahrnuje zvétSovani hmoty nebo zvySovani
poctu bunénych slozek, kde je hlavnim zdrojem energie ATP. Dochazi k syntéze mak-
romolekul tvofenych z jednotek, napf. proteiny z aminokyselin nebo nukleové kyseliny z
nukleotidii. DNA fidi vlastni syntézu a syntézu riznych typ RNA. RNA zajistuje syntézu
bilkovin [7].
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1.2 Bakterie pouzité v praktické ¢asti

1.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli je nejznaméjsi mikroorganismus z rodu Escherichia, ktery se fadi do ce-
ledi Enterobacteriaceae. E. coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni a nesporulujici
bakterie. Vzhled bakterie E. coli pod mikroskopem Ize vidét na Obr. 4. Bakterialni bunky
E. coli dosahuji délky az 2 um a tloustky 0,5 um [12].

Obr. 4 Bakterie Escherichia coli [19]

E. coli je béznou soucasti stfevni mikroflory a v lidském organismu ptisobi jako komenzal,
castecné saprofyt a také symbiont. VEétSina kmenti téchto bakterii ve stfeve je prospésna
svému hostiteli, protoze zabranuje vniknuti patogenti a také se podili na tvorb¢ vitaminu K.
Nekteré bakterialni kmeny mohou zptsobovat onemocnéni, protoze bakterie E. coli maji
podminénou patogenitu a onemocnéni zptisobuji, jen pokud je kmen vybaven specifickymi
faktory virulence nebo pokud se nachazi mimo stfevo. Bakterie E. coli pieziva i mimo télo
Cloveéka a toho se vyuziva jako indikatoru k prokéazani fekalniho znecisténi, ptevazné vody
U E. coli se zvySuje rezistence proti ampicilinu, pfi terapii se vyuziva cefalosporint, chra-

nénych penicilint, fluorovanych chinolint ¢i kotrimoxazolu [9], [12].
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Nekterych kmeny E. coli pisobi patogenné a zptisobuji onemocnéni.

Enteropatogenni (EPEC) - maji faktory virulence, které vedou k novorozeneckym a
kojeneckym prijmim.

Enterotoxigenni (ETEC) - jsou nejéastéjsi pticinou prijmi u cestovatelti v rozvojo-
vych zemich.

Enteroinvazivni (EIEC) - infekce témito kmeny vede ke krvavym prijmum zejmé-
na u déti a seniord v ustavni péci.

Shiga-like toxigenni (STEC) - vyvolavaji t¢zké prijmy s hemoragii.
Enteroagregativni (EAggEC) - se podileji na cestovatelskych prijmech pievazné
Vv asijskych zemich.

Uropatogenni (UPEC) - maji specifické faktory virulence a jsou pfi¢inou moco-

vych infekei [9], [11].

1.2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se fadi do rodu Staphylococcus a ¢eledi Staphylococcaceae. Stafy-

lokoky jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni, nepohyblivé a nesporulujici koky o

praméru 0,7 - 0,9 um. Vzhled bakterie Staphylococcus aureus je patrny na Obr. 5. Bunky

stafylokokt jsou nejéastéji uspoiadany v nepravidelnych shlucich tvaru hroznu [9], [14].

Obr. 5 Bakterie Staphylococus aureus [20]
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Bakteridlni kmen S. aureus se vyskytuje asi u tfetiny lidi jako kozni mikroflora ¢i na sliz-
nicich, kde nezpisobuje Zadné obtize. Pfi snizeni imunity vSak muze dojit k projevu pato-
genity zpusobujicim fadu riznych onemocnéni. Infekce se muize projevit onemocnénim

ktize anebo muze vyvolat zanéty vnitinich organti, vedouci az ke smrtelnym sepsim.
Mezi kozni projevy onemocnéni zptisobené S. aureus fadime napf-.:

e impetigo - tvofené puchyii plnymi hnisu na povrchové vrstvé kuize,
e karbunkl (nezit) a furunkl - viedy,
e abscesy - dutiny plné hnisu, které vznikly zanétem,

e syndrom opatené kiize - vyskytuje se pievazné u déti [9], [12].

Velkym problémem stafylokokovych infekci je rezistence bakterii. Vétsina kment stafylo-
kokt je odolna vuci penicilinu. U bakterii S. aureus dochazi k vyskytu multirezistence a
bakterie rezistentni vici oxacilinu (ORSA) nebo meticilinu (MRSA) jsou zaroven rezistent-
ni 1 v¢i dal§im rozdilnym antimikrobidlnim latkdm. K 1é¢bé se vétSinou vyuziva polysyn-

tetickych penicilind, makrolidd, linkosamidu aj. [9], [11].
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2 VLIV VNEJSICH FAKTORU NA BAKTERIE

Na mikroorganismy ptsobi cela fada fyzikalnich, chemickych i biologickych vlivli vnéjsi-
ho prostiedi. Tyto faktory mohou byt piiznivé i nepiiznivé. Nepiiznivé antibakterialni pua-
sobeni vede ke snizeni poc¢tu bun¢k, zastaveni d€leni ¢i uplnému odumieni bunék. Mezi
negativni faktory patii prfedevSim vysokd ¢i nizké teplota, zéafeni, nedostatek vody nebo

zivin, nevhodné pH, ptsobeni chemickych latek a dalsi [4].

Antimikrobialni a¢inek zahrnuje jakékoliv nepfiznivé pisobeni na mikroorganismy. An-
tibakteridlni u¢inky ovlivituje spole¢né ptisobeni téchto faktorii - povaha a intenzita piiso-

beni daného faktoru, stav mikroorganismu, délka ptsobeni faktoru a povaha prostredi.

e Bakteriostaticky ucinek - znamena reverzibilni (vratnou) blokaci funkci bunéc-
nych makromolekul (proteiny, nukleové kyseliny), ¢imz zptsobuje inhibici (potla-
¢eni) rustu bakterii.

e Baktericidni ucinek - oznacuje ireverzibilni (nevratné) posSkozeni bunécnych slo-

zek, které vede k usmrceni bakterii [5], [6].

2.1 Fyzikalni faktory

Mezi fyzikalni faktory, které neptiznivé plisobi na bakterie, se fadi sucho, teplota, ultra-

zvuk, zafeni, osmoticky a zvySeny hydrostaticky tlak.

2.1.1 Teplota

Bakterie vSech druhli mohou rlist pouze v ur€itém rozsahu teplot. Teplota mizZe ovlivnit
vyvoj bakterie tak, Ze miiZze stimulovat ¢i inhibovat rist, ménit morfologii, metabolismus ¢i
patologii. Snizovanim teploty dochazi k odumfieni ¢ésti bakterii a zvlast¢ pomalym snizo-
vanim teploty pod 0 °C, dochazi ke vzniku ledovych krystalti a poskozeni bunék [5]. Zvy-
Seni teploty nad béznou mez vede k odumieni buniky. Smrtici G¢inek je zavisly na vysce
teploty, dobé ptisobeni a podminkach prostredi. Zvyseni teploty se v praxi vyuziva ke steri-
laci ¢i konzervaci. Sterilace je soubor ¢innosti smétujicich k usmrceni vsech mikroorga-
nismil. Sterilace se provadi suchym teplem, vlhkym teplem za zvySeného tlaku nebo tep-
lotnim Sokem. Pfi sterilaci za zvySené teploty se v praxi vyuziva vyzihani v plameni, hor-

kovzdusné sterilace, autoklavovani, proudici pary nebo varu [2], [15].
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2.1.2 Sucho

Vétsina bakterii je hydrofilnich, potfebuji ke svému zivotu vodu pfitomnou i v zevnim pro-
sttedi. Voda tvori dilezitou soucast bun€k bakterii. Vodni aktivita vyjadfuje stupen do-
stupnosti pro mikroorganismus a vyjadiuje se jako podil tlaku vodni pary nad ptislusSnym
roztokem vuci tlaku pary nad pfisluSnym roztokem. Snizenim vodni aktivity Ize zabranit
¢innosti vétSiny bakterii, a proto se suseni vyuziva k uchovavani nékterych potravin. N¢é-
které bakterie ¢i bakterialni spory mohou vysusSeni pfezivat a pii opétovné vyssi vlhkosti

podléhat hnilobé [2], [5].

2.1.3 Ultrazvuk

Na bakterie plisobi letalné zvukové viny vyssi nez 20 kHz. Plsobeni ultrazvuku se projevi
kmitdnim a pulsovanim uvnitt bunéénych struktur a naslednym poskozenim bunky. Ultra-
zvukové viny musi na bakterie dopadat pfi nizkém kmitoctu a silné intenzité. Nekteré ty-
¢inkovité a vlaknité bakterie jsou vici ultrazvuku citlivéjsi nez nékteré kokovité bakterie a

nékteré spory mohou byt viéi ultrazvuku zcela rezistentni [15].

2.1.4 Zareni

K poskozeni bakterii miize dochéazet ptisobenim ultrafialového (UV) nebo ioniza¢niho za-
feni. UV zafeni o vlnové délce 260 nm je nejucinngjsi, protoze pii této hodnoté absorbuje
bunééna DNA a dochazi k rozkladu buiiky. Ioniza¢ni zafeni (gama paprsky) porusuje bu-
néénou DNA pifimo 1 prostfednictvim volnych radikali. Nejcitlivéjsi na pisobeni gama
paprskl jsou gramnegativni bakterie. K poskozeni bakterialni buiky miize dochézet i ucin-
kem viditelného svétla. Nékteré bakteridlni sloZky mohou absorbovat svételnou energii za

vzniku singletového kysliku, ktery zptisobi oxidaci a tim zniceni bunky [5].

2.1.5 Hydrostaticky tlak

Zvyseny hydrostaticky tlak neptiznivé plisobi na syntézu bunécné stény, dochazi ke zpo-
maleni riistu nebo pohybu bunky. Letalni u¢inky ma tlak o velikosti 600 az 700 MPa, ktery

pusobi n€kolik minut az hodin. Existuji vSak 1 barofilni bakterie, které Ziji v hloubkach

mofi a oceanti za vysokého hydrostatického tlaku [15].
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2.1.6 Osmoticky tlak

Vétsina bakterii vyzaduje ke svému rastu prostiedi obsahujici do 2 % soli a vyssi koncent-
race jsou pro né ni¢ivé. Existuji bakterie, které se prizptusobily vysSim koncentracim a
oznacuji se jako halotolerantni nebo halofilni. Halotolerantni bakterie snaseji koncentrace

15 - 20 % NacCl a halofilni bakterie striktné vyzaduji koncentraci soli 3-35 % NaCl [2].

2.2 Chemické faktory

Mezi chemické faktory, které pusobi antibakterialng, se fadi pH prostiedi, redoxni potenci-

al a z chemickych prostfedki jsou to desinfekéni latky a chemoterapeutika.

2.2.1 pH prostiedi

pH prostiedi ma velky vliv na mnozeni bakterii, ptili$ nizké ¢i vysoké pH ptisobi na bakte-
rie letaln€. Pfi¢inou umrti buiiky je ptimé poskozeni cytoplazmy nebo inhibice enzymu a
transportnich bilkovin. VétSina bakterii ma optimum rustu pii hodnotach pH od 6 do 8.
Nékteré sttevni bakterie se adaptovaly a jsou tolerantni k extrémnim hodnotam pH. Pro-

o 4

nuje vzniku spor a vegetativnich forem [2], [5].

2.2.2 Redoxni potencial

Rast a mnoZeni bakterii je zna¢né ovlivnén hodnotou oxidoredukéniho potencialu. Redox-
ni potencial (Ep) je vyjadieni miry schopnosti redoxniho systému prevést jednoho z reakc-
nich partnertt do oxidovaného stavu. Aerobni bakterie vyzaduji prostfedi s hodnotou Ej

+0,2 az +0,4 V a anaerobni bakterie prostiedi s hodnotou E;, pod -0,2 V [2].

2.2.3 Desinfekéni latky

Desinfekéni latky jsou antimikrobidlni latky, které slouzi k likvidaci potencialné patogen-
nich mikroorganismu, desinfekci nezivych objektii a vzduchu, aniz vSak dochazi k usmr-
ceni absolutné viech zarodkii véetng spor. Ukolem desinfekénich latek je zabranéni Siteni

nakazy od zdroje k vnimavému jedinci [16].
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e Aldehydy - maji vyrazné antibakterialni ucinky tim, ze zpusobuji inaktivaci
enzymu bakteridlnich bun¢k. Kromé antibakterialniho tc¢inku ptisobi také spo-
rocidné a fungicidng. Casto se aldehydy pouZivaji v kombinaci s povrchové ak-
tivnimi latkami. Mezi nejucinngjsi aldehydy patii formaldehyd a glutaraldehyd
[18].

e Alkoholy - z fady alkoholu je etanol nejvyznamnéjsi antiseptickou a desinfeké-
ni latkou. Etanol se vétSinou fedi vodou na 70 % roztok a v této koncentraci ma
i nejlepsi baktericidni uc¢inky. Alkoholy maji Siroké spektrum antimikrobialniho
ucinku a nejsou korozivni ani ziravé. Nevyhodou alkoholl jejich neucinnost
vici nékterym rezistentnim sporam. Mezi dal$i alkoholy vyuzivané k desinfekci

se fadi napf. isopropanol, butanol nebo propanol [16], [18].

vvvvvv

Chlor a jeho slouceniny pusobi jako oxidacni ¢inidlo a zpusobuji oxidaci enzy-
mi a tim zniceni bun&k. Plynny chlor se vyuziva k desinfekci vody. Slouceniny
chloru jako chlornany ¢i chloraminy se vyuzivaji k béleni ¢i desinfekci vody 1
povrchi. Jod je obvykle pouzivan rozpustény v alkoholu nebo ve vodé¢ spole¢né
s jodidem draselnym (jodova tinktura). Nedrazdivych ucinki téchto sloucenin

se vyuziva jako antiseptik na kuzi [2].

e Barviva - n¢ktera barviva se vyuzivaji k desinfekci kize a sliznic, protoze maji
schopnost, vazat se do buiiky a tim vyvolat antimikrobialni aktivitu. Barviva
maji pouze bakteriostaticky u¢inek. V ruznych koncentracich se vyuziva akridi-
novych ¢i trifenylmetanovych barviv (napf. krystalovd a gencidnova violet)

[14].

e Fenol a fenolické latky - fenol (kyselina karbolova) se vyuziva jako antisepti-
kum a ke konzervaci farmaceutickych preparatti. Pisobeni fenolu vyvolava
inaktivaci enzymu a sraZeni proteind, proto je pro bunky toxicky. Mezi dalsi fe-
nolické latky se fadi napt. kresol uréeny k hrubé desinfekcei a chlorhexidin pou-

zivany predevsim k desinfekci rukou [14], [17].
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Oxidacni latky - zpisobuji oxidaci bunééné membrany bakterii, ktera vede k
rozlozeni bunky a jeji smrti. Silnymi oxida¢nimi ¢inidly jsou chlor, kyslik a je-
jich slouceniny. Kyselina peroxooctova a peroxomraven¢i se vyuzivaji
k desinfekci rukou i pfedmétd. Ozon se pouziva piedevsim k desinfekci vody.
Peroxid vodiku pfevazné v koncentraci 3 % je u¢inné antiseptikum a hodi se i
k ¢isténi hnisajicich ran. Manganistan draselny (hypermangan) ve form¢ rozto-

ku je vhodny k vyplachim a koupelim [5], [17].

Silné Kkyseliny a zasady - jsou anorganické nebo organické slouceniny
S bakteriostatickym az baktericidnim ucinkem, které¢ poSkozuji cytoplazmu i
bunécnou sténu bakterii. Velkou ucinnost vykazuji kyseliny a zasady zahtaté
nad 50 °C. Anorganické kyseliny (napf. HCI, HNO3) se pouzivaji k desinfekci
skla a porcelanu. Anorganické zasady (napi. NaOH, KOH) se pouzivaji Kk hrubé
desinfekci velkych ploch, staveb nebo skla. Organické kyseliny (napf. kyselina
octova, benzoovd) maji slabé antibakteridlni u¢inky a vyuzivaji se spiSe jako

konzervaéni prostiedky [3], [13].

Tézké kovy a jejich slouceniny - témet vSechny tézké kovy a jejich slou€eniny
plsobi na bakterie toxicky. Nejvetsi antibakterialni ucinek vykazuji slouceniny
rtuti, stfibra, mé&di a cinu. Slouceniny téZkych kovli ve vysoké koncentraci zpl-
sobuji koagulaci bilkovin a v niZSich koncentracich vyvoldvaji inaktivaci enzy-
mu. Slouceniny rtuti nejcasteji pouzivané k desinfekei jsou organického ptvo-
du, napf. fenylboritan rtutnaty pouzivany k vyplachim dutin a rtut'nata sil (thi-
omersal) ur¢ena predevsim ke konzervaci. Slouceniny stiibra jsou pomerné ma-
lo jedovaté a v praxi se vyuziva napt. 2 % dusi¢nanu stiibrného a chloridu sod-
nostiibrného (Sagen), kterym se desinfikuji studny a myci vody. Slouceniny
medi se uplatiiuji v primyslu a zemédélstvi jako fungicidni latky. Siran médna-
ty ve form& vodného roztoku se vyuziva jako postiik rostlin. Organické slouce-
niny cinu velmi dobfe plisobi na spory a plisn¢, ale jsou toxické a pouzivaji se

hlavné v zemédélstvi [5], [14], [16].
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2.2.4 Chemoterapeutika

Chemoterapeutika jsou latky chemického ptivodu, které maji antibakterialni G¢inky a vyu-
zivaji se k 1é¢b¢ infek¢nich onemocnéni. Chemoterapeutika inhibuji rist bakterii nebo zpt-
sobuji smrt bakterialnich bunék, ale pro lidsky organismus jsou jen mirn¢ toxické nebo jej
vibec neposkozuji. Chemickou strukturou se podobaji slouceninam potifebnym pro zivot
bakterie a ptsobi tak, ze se za slou¢eninu vymeéni a tim blokuji pfirozené pochody v buiice.
Mezi nejznaméjsi chemoterapeutika se fadi napf. sulfonamidy, sulfony a chinolony [2],
[6]. Na Obr. 6 lIze vidét chemickou strukturu Sulfanilamidu, ktery je zakladni slou¢eninou,

od které jsou odvozeny rizné sulfonamidy.

@)
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Obr. 6 Sulfanilamid [34]

2.3 Biologické faktory

2.3.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky mikrobialniho pivodu, které maji schopnost inhibovat rist nebo
usmrtit jiny mikroorganismus. V dne$ni dobé existuje mnoho tzv. polosyntetickych antibi-
otik, jejichz sloZeni je zménéno chemicky. Podle pisobeni antibiotik na bakterie se antibio-
tika déli na baktericidni a bakteriostatickd. Rozdily mezi baktericidnimi a bakteriostatic-
kymi antibiotiky nejsou absolutni, mnoho bakteriostatickych antibiotik pisobi ve vySSich
koncentracich rovnéz baktericidné, zavisi na druhu bakterie, druhu a koncentraci ptsobici

latky [5], [16].

Utinnost antibiotika na ptislusny mikroorganismus ovéfuje stanoveni dvou laboratornich

hodnot - minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace.

¢ Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) - je nejnizsi koncentrace latky, ktera za-
brani ristu ptislusnych mikrobl (v mg/ml nebo mg/1).
e Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) - je koncentrace latky, ktera bakterie

béhem 24 hodin usmrti (v mg/ml nebo mg/l).
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V odebraném vzorku musi byt usmrceno minimaln¢ 99,9 % bakterii. U baktericidnich latek
jsou hodnoty MBC n¢kolikrat vyssi nez hodnoty MIC. Antimikrobialni latka je obvykle

povazovana za baktericidni, pokud neni MBC vice nez ¢tytikrat vétsi nez MIC [5].

Antibiotika plisobi riiznymi zplisoby a v riznych mistech bakteridlni bunky. Podle cile

.....

antibakterialniho u¢inku se rozlisuji:

e [-laktamova antibiotika - maji baktericidni ucinek, velmi u¢inné narusuji syntézu
bunécné stény a jsou velmi malo toxické (napf. peniciliny, cefalosporiny, mono-
baktamy a karbapenemy).

e Aminoglykosidy - puisobi baktericidné, vazou se na bakterialni ribozomy a tim po-
tlacuji proteosyntézu (napf. streptomycin, gentamycin, amikacin).

e Makrolidy - vyvolavaji bakteriostatické ucinky, psobi jako inhibitory tvorby bil-
kovin (napf. erytromycin, roxitromycin a azitromycin).

e Tetracykliny - pusobi bakteriostaticky, zabranuji syntéze bilkovin a jsou pomérné
Sirokospektré (napt. doxycyklin, chlortetracyklin).

e Chloramfenikoly - bakteriostaticka antibiotika, ktera ucinkuji inhibici bakterialni
syntézy (napf. chloramfenikol a tiamfenikol).

e Linkosamidy - maji bakteriostaticky u¢inek, zptisobuji inhibici translace (napt. li-
komycin a klindamycin).

e Polypeptidy - maji zké spektrum Géinku a jsou zna¢né toxické (napf. bacitracin,
polymyxin B).

e Glykopeptidy - jsou tzkospektralni (napt. vankomycin, teikoplanin) [2], [5], [16].

Pfi uzivani antibiotik se mohou vyskytnout nezadouci u¢inky toxické, alergické nebo bio-
logické. Na antibiotika i chemoterapeutika mize vzniknout rezistence, ktera se muze tykat
jednotlivych kment nebo celych skupin bakterii. Diivodem vzniku rezistence je geneticka
¢1 jina zména, kterd bakteriim umozni pfezit a odolavat vici piisobeni latek. Rezistence
muze byt bud’ primarni (pifirozena) nebo sekundarni (ziskand). Mechanismus vzniku
bakterialni rezistence je vidét na Obr. 7. Mechanismy rezistence jsou zména mista pisobe-

ni antibiotika, zabranéni priniku antibiotika do bunky nebo inaktivace antibiotika [5].
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'MECHANISMUS VZNIKU BAKTERIALNi REZISTENCE
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Obr. 7 Mechanismus vzniku bakterialni rezistence [25]
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3 LATKY S ANTIBAKTERIALNIM UCINKEM

Antimikrobidlni materialy a systémy nabyvaji na vyznamu nejen v nemocnicich a zdravot-
nickém prostiedi, ale také v laboratoifich, domovech a také v mnoha pramyslovych aplika-
cich. Materialy a systémy jsou vyvijeny tak, aby se zabranilo ristu, Sifeni a ptenosu skod-

livych bakterii a jinych mikroorganismu [28].

Potfeba novych materiald se zlepSenymi vlastnostmi urychlila vyzkum a vyrobu nanostruk-
turnich materidlti, zejména nanokompoziti. Nanotechnologie piedstavuji obecné védni
obor, zabyvajici se zamérnym vytvarenim a vyuzivanim ¢astic a struktur v méfitku 1 nm az
100 nm, tato oblast je na Obr. 8 zvyraznéna Sed¢€. Polymerni nanokompozitni materialy S
anorganickymi nanocasticemi, jSoU zajimavé svymi mechanickymi vlastnostmi, jednodu-
chym zpracovanim a relativné nizkymi naklady. Nové vyvinuté nanokompozity s bakteri-
cidnimi vlastnosti ziskavaji na pozornosti a to nejen z divodu jejich dopadu na lidské
zdravi a bezpec¢nost, ale také z divodu moznosti prodluzovani Zivotnosti materiald pouzi-

vanych v kazdodennim zivoté. Aplikace téchto materialt jsou velmi Siroké [22].

Water Glucose Antibody Virus Bacteria Cancer cell A period Tennis ball
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Obr. 8 Nanorozméry [35]

Nanotechnologie nabizi jedinecné ptistupy ke kontrole Siroké Skaly biologickych a Iékat-
skych procest, které se odehravaji na urovni nanometrd, coZ ma uspéSny dopad na odvétvi
biologie a lékaistvi. Rizenim struktury v nanorozmérech lze kontrolovat a zlepSovat jeji
povrchovou vrstvu, vedouci k lepsi rozpustnosti ve vodé nebo biokompatibilité. Nanocasti-
ce vykazuji atraktivni vlastnosti, jako je vysoka stabilita a schopnost snadno ménit své po-

vrchové vlastnosti [23].
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3.1 Stribro

3.1.1 Obecné vlastnosti Ag

Cisté stiibro je téméf bily, leskly, m&kky, velmi tazny a poddajny kov. Je to vynikajici vo-
di¢ tepla a elektfiny. Stfibro se obecné vyznacuje zna¢nou chemickou stabilitou, ale je
dobfe rozpustné v koncentrované kyseling sirové a kyseliné dusi¢né. Vykazuje nejvyssi
elektrickou vodivost ze vSech kovt, ale jeho vEtsi cena brani tomu, aby bylo Siroce pouzi-
vano pro elektrotechnické ucely. Stiibro je ve svych slouceninach témét vzdy monovalent-
ni, ale je znam i oxid, fluorid, a sulfid dvojmocného stiibra. Zakladni strukturou sttibra je
kubicka, plosné centrovana miizka viz Obr. 9. Stfibro na vzduchu neoxiduje a ve vodé je

velmi stabilni [32].

Obr. 9 Struktura stiibra [42]

Stiibro je G¢inné proti Sirokému rozmezi bakteridlnich kment a také proti né€kterym pato-
gentim podléhajicim mutacim. St¥ibrné Castice také ucinné brani rGstu hub a kvasinek, kte-
ré mohou vyvolavat riiznd onemocnéni. Sttibro je z velké casti netoxické a pro télo ne-
Skodné na urovni, kterd je u€inna proti bakteriim. Dalsi tézké kovy, jako je naptiklad rtut’ a
olovo, se mohou chemicky vazat a hromadit v téle, kde mohou inhibovat metabolismus.
Naopak vyzkum ukazuje, ze 99 % stribra je z téla snadno vylouceno. V piipadé extrémni
expozice stiibrem dochazi k podrazdéni hornich cest dychacich nebo o¢i, nebo onemocnéni
zvané argyria (stav zpusobeny nadmérnou expozici stiibrem, stiibrnym prachem, nebo
slouceninami stiibra). Nicméné&, oxidy stiibra jsou G¢inné na antimikrobidlni irovni mensi

nez 1 ppm (Castic na jeden milion), takze obavy z toxicity jsou vétSinou irelevantni [24].
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Sirokospektré antimikrobialni vlastnosti stiibra umoziuji jeho pouziti v biomedicinskych
aplikacich, ¢isténi vody a vzduchu, produkci kosmetiky, oble¢eni a vyrobkd pro domac-
nost. Rychly rozvoj nanotechnologii umoznil rozsifeni vyroby nanovyrobkt a stfibro se
stalo nejvice bézné pouzivanym umélym nanomateridlem ve spotfebnim zbozi. Obleceni,
respiratory, filtry na vodu pro domacnost, antibakterialni spreje, kosmetika, detergenty,
dietni dopliiky, krajeci desky, boty, mobilni telefony, notebooky, kldvesnice a détské hrac-
ky patii mezi maloobchodni produkty, které vyuzivaji antimikrobidlnich vlastnosti stiibr-

nych nanomateriala [21].

3.1.2 Antibakterialni aktivita nano-Ag

Ptes obrovské mnozstvi védeckych praci, které prokazuji antimikrobidlni i¢inky nanoma-
terialli obsahujicich ¢astice stiibra, stile nejsou zcela objasnény mechanismy tohoto pliso-
beni. Existuji v§ak rtizné teorie vysvétlujici tyto Gcinky. Nanocastice stiibra maji schopnost
se ukotvit na bakterialni buné¢né sténé a nasledné proniknout dovnit¥, coz zptsobuje struk-
turdlni zmény v bunécné membrang, jako je propustnost bunééné membrany, které¢ vedou
az k bunécné smrti. Na povrchu buiiky se vytvareji jamky, ve kterych poté kumuluji nano-
castice. Tvorba volnych radikalii nanocésticemi stiibra mize byt povazovana za dalsi me-
chanismus, zpusobujici antibakteridlni aktivitu. Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou pfi-
rodni vedlejsi produkty metabolismu organismi. Nadmérnd produkce ROS muze vyvolat
oxidacni stres a dalSi generace volnych radikali mohou zautocit na membranové lipidy a
vést aZ ke zniceni membrany a mitochondridlni funkce nebo zpiisobit DNA poskozeni
[21], [43].

DalSim navrhovanym mechanismem je, ze mize dochazet k uvoliiovani iontd Ag z nano-
¢astic a tyto ionty mohou interagovat s thiolovymi skupinami mnoha dileZitych enzymu a
tim je inaktivovat. Kontakt bakterialni buiiky se stfibrnymi ionty zptisobuje inhibici néko-
lika funkci v bunice a poskozuje je. Stiibro se chova jako slaba kyselina a v buiice dochézi
k ptirozené tendenci kyseliny reagovat se zasadou. Buiiky jsou z vétSiny tvotfeny sirou a
fosforem, které se chovaji jako slabé zasady. Piisobeni nanocastic na buiiky mize zpUsobit
tuto reakci a nasledné vést k bunécné smrti. Sira a fosfor jsou hlavni slozkou DNA a nano-
¢astice mohou pisobit tak, ze dochazi k problémiim s replikaci DNA a zni¢eni DNA [43].

ZjednoduSené schéma antibakterialniho i¢inku nano-Ag je mozno vidét na Obr. 10.
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Obr. 10 Antibakterialni aktivita nano-Ag [44]

V porovnani s riznymi typy nanocastic kovi a oxidi kovii se ukazuje, Ze nanocastice stiib-
ra jsou nejvice U€inné proti bakteriim, virim a jinym eukaryotickym mikroorganismim.
Antimikrobialni aktivita nanocastic stiibra je neptimo zavisla na velikosti a tvaru. Kombi-
nované pouziti stiibrnych nanocastic s antibiotiky, jako je penicilin-G, amoxicilin, ery-
thromycin, a vankomycin, vedlo k rozsifeni antimikrobialnich G¢inkl a synergickému pi-

sobeni proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim [30].

Fyzikaln&-chemické vlastnosti hraji dalezitou roli v antimikrobidlni aktivit€¢ nanocéstic
stiibra. Céstice mensi nez 10 nm jsou toxické pro bakterie jako Escherichia coli a Pseudo-
monas aeruginosa. Nanocastice stiibra v rozmezi 1 az 10 nm zabranuji nékterym viram
vazat se na hostitelskou buriku. Obecné plati, ze malé ¢astice vykazuji vy$si antimikrobial-

ni aktivitu nez velké ¢astice [29].
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3.2 Oxid zine¢naty

3.2.1 Obecné vlastnosti

Oxid zine¢naty (ZnO) je anorganicka sloucenina, ktera se fadi mezi amfoterni oxidy. Jedna
se 0 bilou préaskovitou latku, kterd se nerozpousti ve vodé, ale rozpousti se v kyselinach za
tvorby zine¢natych soli a v hydroxidech za tvorby zine¢natanti. V ptirodé se vyskytuje jako
hrubozrnny nerost zinkit. Chemicka struktura ZnO je vidét na Obr. 11. Oxid zine¢naty Se
pouziva v lakatském, gumarenském a plastikarském pramyslu, v primyslu vyroby skla a

keramiky a pfi vyrob¢ natérovych hmot [26].

Obr. 11 Struktura ZnO [27]

Oxid zinecnaty ziskal zvlastni pozornost diky svym jedine¢nym optickym, elektrickym a
chemickym vlastnostem. Vyzkum se zamétuje na vyrobu antibakterialnich materiali obsa-
hujicich rtizné ptirodni a anorganické latky. Mezi tyto latky se fadi ZnO a nano-ZnO diky
svym silnym inhibi¢nim a antibakterialnim G¢inkiim. Dostupnost Siroké Skaly nanostruktur

¢ini ZnO idealnim materialem pro biotechnologie [23].

Nanocastice ZnO jsou pro ¢lovéka netoxické a biokompatibilni. Byly pouZity jako nosice
léciv, kosmetické prisady i vypln€ zdravotnickych materialti. Bylo zjisténo, Ze nanocasti-
ce ZnO vykazuji antibakterialni aktivitu proti dilezitym potravinovym patogentim, jako je
napf. E. coli. Studie naznacuji, Ze aplikace téchto ¢astic muze byt efektivni pro uchovavani
zemedelskych produktli a potravin. Nanocastice ZnO maji oproti nanoc¢asticim sttibra vy-

hody jako jsou napft. nizké vyrobni naklady, bily vzhled a UV-ochranné vlastnosti [30].
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3.2.2 Antibakterialni aktivita ZnO

Antibakterialni mechanismus ZnO je stale pfedmétem vyzkumu a neni jesté zcela objas-
nén. Neékolik studii ukazalo, Zze hlavni pfi¢inou antibakterialni funkce muze byt naruseni
¢innosti bunéné membrany. Penetrace a nasledna dezorganizace bakteridlni bunécné
membrany pfi kontaktu s nanocasticemi ZnO vede k inhibici riistu bakterii. Nicméné, role
Zn** iontu uvolnéného z rozpusténi ZnO neni zcela jasna. Piedpoklada se, ze Zn®" ion na-
vazany na membranu mikroorganismu muze prodlouzit lag fazi cyklu mikrobidlniho rastu

[40].

Dalsi moznosti antibakterialniho mechanismu je, Ze maji nanocastice ZnO baktericidni
vlastnosti predevsim diky své fotokatalytické aktivité. ZnO absorbuje svétlo (UV nebo
viditelné), které navozuje oddéleni naboje, vytvoreni h* v pasmu valence a e v pasmu vo-
divosti. Na povrchu excitované ¢astice ZnO vznikaji, z vody nebo hydroxylovych iontd,
hydroxylové radikaly OH e. Elektrony také mohou redukovat O, na superoxidovy anion
O, ». Ziskané radikadly OH ¢ a O, » mohou vyvolat peroxidaci lipidi v membranach, po-
Skodit DNA v disledku rozbiti fetézce nebo oxidace nukleotidi nebo zptsobit oxidaci ka-
talytickych center aminokyselin a bilkovin. Dal$i moznosti je zniceni organického materia-
lu ptimou reakcei s kladné nabitymi ¢asticemi ZnO. Bylo zjisténo, Zze ZnO vykazuje bakte-
ricidni vlastnosti i v pfipad¢ Gplné absence svétla [22]. Zjednodusené schéma antibakteri-

alniho u¢inku nanocastic ZnO je mozno vidét na Obr. 12.
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Obr. 12 Antibakterialni aktivita nanoc¢astic ZnO [41]
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Vyhodou pouziti oxidu zine¢natého jako antibakterialni latky je to, ze vykazuje silnou ak-
tivitu i pfi podavani v malém mnozstvi. Obecné je vyhodou anorganickych antibakterial-
nich materidlti oproti organickym to, Ze vykazuji mensi toxicitu, vyS$i trvanlivost, vEtsi
selektivitu a odolnost proti teplu. Antibakterialni aktivita je znacné ovlivnéna velikosti

Castic, ktera je urCovana pii pripravé a zpracovani materialu [23].

Nanoc¢éstice ZnO maji vyrazné vyssi antimikrobidlni aktivitu nez velké ¢astice ZnO, proto-
ze mala velikost (mensi nez 100 nm) a velké povrchové napéti nanocastic umoziuje lepsi
interakci s bakteriemi. Studie ukazaly, Ze tyto nanocastice vykazuji selektivni toxicitu pro
bakterie, ale vykazuji minimalni u¢inky na lidské bunky. U nanoc¢astic ZnO bylo prokaza-
no, ze maji Sirokou skalu antibakteridlnich aktivit proti obéma grampozitivnim i gramnega-
tivnim bakteriim, véetné hlavnich alimentarnich patogent, jako je Escherichia coli, Sal-

monella, Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus [33].

3.3 Nanokomopozity Ag-ZnO

Nanomaterialy, jako nanocastice Ag a ZnO, prokazaly dobrou antimikrobialni aktivitu.
ZnO nanocastice jsou ucinngj$im antibakterialnim prostfedkem proti grampozitivnim bak-
teriim, jako je napt. Staphylococcus aureus ve srovnani S gramnegativnimi bakteriemi. Na
druhé strané je znamo, ze nanocastice Ag maji vice baktericidni G¢inek na gramnegativni
bakterie jako je napt. Escherichia coli ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi. Kombi-
naci téchto druhd nanocastic mize dojit k vytvoreni synergického efektu, coz znamena
spolecné pusobeni vice prvkil, které je obvykle vétsi nebo kvalitativné lepS§i nez prosty

soucet efektl ze samostatného puisobeni jednotlivych prvki na oba druhy bakterii [31].

Kombinace nanoc¢astic kovovych oxidl vede k vice kompletnimu baktericidnimu tG¢inku
proti smiSené bakterialni populaci a studie ukazaly, Ze nanocastice Ag-ZnO maji synergic-
ky ucinek proti celé fade bakterii. K dosazeni stejné urovné antibakterialni aktivity je vSak
potieba mnohem mén¢ nanocastic Ag-ZnO nez Cistého nano-Ag nebo ZnO. Baktericidni
ucinek nanocastic je zavisly na koncentraci nanoc¢astic a pocatecni bakterialni koncentraci

[45].
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3.4 Zpusoby syntézy

Existuje mnoho zptsobt, kterymi lze syntetizovat nanocastice Ag a ZnO pro riizné aplika-
ce a v Siroké skale oblasti. Mezi fyzikalné-chemické zpusoby se fadi napf. chemicka re-
dukce, tepelny rozklad, elektrochemické, sonochemické, fotochemické a mikrovinné pro-
cesy [39]. Tyto uvedené metody vSak maji nevyhody nizké produktivity nebo zavaznych
necistot vznikajicich z katalyzatorG nebo prekurzort. Dal§im omezenim jsou vysoké vy-
robni naklady kvuli slozitosti zafizeni a dlouhému ¢asu zpracovani. V tomto ohledu je mik-
rovlnna syntéza, jako relativné nova technika, vyhodna pro rozsahlé zpracovani nanoc¢astic

[47].

3.4.1 Mikrovlnna syntéza nanocastic

Mikrovinné zafeni je elektromagnetické zafeni v rozmezi frekvenci od 0,3 do 300 GHz,
coz odpovida vinovym délkam od 1 mm do 1 m. Mikrovinné syntéza je rychlym procesem
pouzivanym pii vyrobé kovovych nanocastic. Tento zpisob ohfevu je velmi piinosny, pro-
toze reakce, které jindy trvaji hodiny, dny, ¢i tydny jsou pomoci mikrovin uskute¢nény
béhem par minut. Pti ohfevu dochazi k interakci mikrovin s latkami, které mikroviny ab-
sorbuji, napt. latky polarni. V normalnim stavu jsou polarni molekuly v neuspofadaném
stavu. Plsobenim elektrického pole dojde k jejich orientaci podle polarity. Polarita vyso-
kofrekvenéniho elektromagnetického pole se méni vice nez 10%rat za sekundu. Polarni
molekula je nucena se témto rychlym zménam ptizplsobit. To vyvola oscilacni vibrace, az
rotace, kdy dochézi ke tfeni a srdzkam molekul. To se projevi jako teplo, kdy dojde k pie-

méné energie mikrovinné na tepelnou [48].

Homogenni ohiev zlepSuje reakéni rychlost, urychluje rychlost nukleace a rast krystalt
nanocastic. Mikrovinna syntéza vyzaduje niz$i spotiebu energie ve srovnani s konven¢nimi
tepelnou metodou [46]. Mikrovinna syntéza nanocastic stéibra ve srovnani s konvenénim
zpusobem tepelné vyroby piinési rychlejsi reakci a poskytuje vyssi koncentraci nanoc¢éstic
stiibra pfi stejné teploté a expozici. Bylo také zjisténo, ze ¢im vyssi je koncentrace pouzi-
tého dusi¢nanu stiibrného, tim je delsi reakéni doba a ¢im vyssi je teplota, tim vétsi je veli-

kost ¢astic [43].
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3.5 Metody charakterizace vzorku

Piipravené vzorky V této bakalarské praci byly charakterizovany pomoci skenovaci elek-
tronové mikroskopie (SEM), rentgenové difrakéni praskové analyzy (XRD) a energiové

disperzni rentgenové spektroskopie (EDX).

3.5.1 SEM - Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop je pfistroj ur€eny k pozorovani povrchii nejriznéjsich
objektl. Vysledny obraz je tvofen pomoci sekundarniho signalu, odrazenych nebo sekun-
darnich elektronii. Zobrazeni snimkt pomoci SEM je diky tomu povazovano za neptimou
metodu. Velkou prednosti SEM v porovnani se svételnym mikroskopem je jeho velka
hloubka ostrosti, v disledku které 1ze z dvojrozmérnych fotografii ze SEM nalézt trojroz-
mérny aspekt. Kromé nazvu skenovaci pouziva i oznaceni rastrovaci nebo Cesky nazev
fadkovaci elektronovy mikroskop. Slovo rastrovaci v nazvu je odvozeno z toho, ze elek-
tronovy svazek se pohybuje po vzorku fadek po fadku v jakémsi neviditelném rastru a vy-

sledny obraz se vytvaii postupnym skenovanim [35].

3.5.2 EDX - Energiové disperzni rentgenova spektroskopie

EDX se pouziva jako pfidavné zafizeni k fadkovacimu mikroskopu. Pii bombardovéni
vzorku primarnimi elektrony vznika rentgenové zateni, jehoZz detekce je zajiSténa energio-
ve disperznim spektrometrem. Vystupem analyzy EDX je spektrum cetnosti rentgenového
signalu v jednotlivych energetickych oknech, coz jsou charakteristické piky, které odpovi-
daji jednotlivym prvkim a jejichz vySka je imérna koncentraci daného prvku ve vzorku.
Smysl kvalitativni bodové mikroanalyzy je bud’ v mikroobjemu o velikosti n€kolika mélo
um3 prokazat pfitomnost ur¢itého prvku, nebo provést spektralni analyzu. EDX slouzi k
rychlému ur€eni kvalitativniho sloZeni vzorku a s vyuZitim standardd i semikvantitativniho
sloZzeni vzorku. Pfednosti energiové disperzni rentgenové spektroskopie jsou predev§im
jednoduché obsluha, rychlé piehledné zpracovani naméfenych dat a mozZnost presné srov-

navat ziskané spektrum [55].
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3.5.3 XRD - Rentgenova difrakéni praskova analyza

Rentgenova difrakéni analyza je zakladni metodou k urcovéani struktury pevnych latek.
Kazda krystalicka latka ma jedine¢ny difraktogram, podle kterého ji 1ze identifikovat. Tato
metoda je zalozend na interakci rentgenového zafeni s elektrony atoml spocivajici
V pruzném bezfotonovém rozptylu. Diky pravidelnému periodickému uspoiadani atomu v
krystalické fazi dochazi po rozptylu a nasledné interferenci rentgenového zareni ke vzniku
difrak¢nich maxim. Studium tohoto difrakéniho obrazce pak umoznuje zpétné studovat
krystalické slozeni vzorku a jeho mikrostrukturu. Tato metoda je experimentalné¢ pomérné
jednoduché a predevsim informacné bohatd. Na rozdil od elektronové mikroskopie posky-

tuje parametry globalni, hodi se tedy 1épe ke kvantitativnim charakteristikdm [54].

3.6 Metody charakterizace antibakterialni aktivity

Existuje nékolik metod testovani antimikrobialni citlivosti, které jsou k dispozici a maji
své vyhody a nevyhody. VSechny maji stejny cil, kterym je zajisténi spolehlivé predpove-
di, zda bude infekce zptisobena bakteriemi reagovat na konkrétni antibakterialni latku. Vy-
bér vhodné metody zavisi na zamysleném stupni piesnosti, dostupnosti zdroji, odbornych

znalosti a nakladu [49].

3.6.1 Diskova difuzni metoda

Diskovy test (Kirby-Bauertv) je standardni kvalitativni metoda pro stanoveni citlivosti
kmene Kk antibiotiku. Bakterialni kmen je citlivy, nebo naopak rezistentni podle velikosti
inhibi¢ni zony kolem disku na tuhé pade. ZjiStuje se, zda citlivost kmene odpovida alespon
hraniéni koncentraci. Priméry inhibi¢nich zén odpovidajicich hrani¢nim koncentracim
jednotlivych skupin antibiotik a bakterii jsou standardizovany. Metoda se provadi tak, ze
antibiotikum difunduje z disku polozeného na povrchu naockované agarové pady. Pritom-
né bakterie se mnozi, pobliz disku se ¢asem v dusledku pfilivu antibiotika a podle stupné
své citlivosti mnozit prestavaji. V urCitém okamziku a v urcité vzdalenosti od disku vSak
antibiotikum jiz nedokaze mnozeni bakterii zastavit a ani pokracujici pfiliv antibiotika me-
zitim narostlou bakterialni populaci jiz neohrozi. Zaklada se okraj inhibi¢ni zony, ktery se
pozdéji ozfejmi dalSim ristem bakterii. Tato metoda je nevhodna pro latky, které diky své

povaze nedifunduji, jako jsou anorganické materidly (napft. rizné oxidy kovilt), nebo difun-
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dovani aktivni latky brani vnéjsi prostiedi (napt. typ polymerni matrice, ptes kterou nemu-
ze aktivni latka difundovat do okoli [50]. Na Obr. 13 je znazornéno vysetfeni antibiotické

rezistence diskovou difuzni metodou.

Obr. 13 Diskova difuzni metoda [51]

3.6.2 Dilu¢ni metoda

Ke stanoveni minimdlni inhibicni koncentrace (MIC) nebo minimalni baktericidni koncen-
trace (MBC) se pouziva diluéni metoda. Metoda je kvantitativni a Ize ji pIné automatizovat

a standardizovat [50].

e Diluéni metoda v agaru - testovani vybranych kmenti se provadi na Mueller-
Hintonové agaru s definovanou koncentraci iontti. Kazda plotna osahuje ptislusnou
koncentraci testovaného antibiotika. Jednotlivé plotny jsou nao¢kovany specialnim
inokulatorem, na jedné plotn€ miZe byt otestovano az 36 riznych kmend. Po naoc-
kovani se plotny inkubuji pii doporucené teploté stanovenou dobu (nejcastéji 18 -
20 hod pii 35 °C). Soucasné s testovanymi kmeny je nutné provést test citlivosti i
pro dany referencni kmen, jehoz hodnota MIC je znamda. Vyhodou této metody je,
ze lze otestovat najednou vétsi pocet kment k dané antibakterialni latce a metoda je

wevr

tické pro rutinni provoz [50].
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¢ Dilu¢ni metoda v bujonu - metodu lze provést dvéma zpisoby. Makrodilu¢ni me-
toda se provadi ve zkumavkach s testovanym objemem vétsim nez 1 ml. Mikrodi-
luéni metoda je provadéna v mikrotitraénich desti¢kach s objemem 0,1 ml. Pro
snadng&j$i pfipravu a provedeni je Siroce rozsifena metoda mikrodilu¢ni. Desticka se
naockuje jehlovym inokulatorem a inkubuje Se za standardnich podminek. Za citli-
vy se povazuje kmen, jehoz MIC je 2 - 4krat mensi nez koncentrace dosahované te-
rapeuticky v krvi. Za rezistentni se povazuje kmen, jestlize se mnozi pii koncentra-
ci antibiotika vyrazné vyssi, nez je primérna hodnota MIC u kment téhoz druhu.
Vyhodou této metody je moznost otestovani jednoho kmene soucasné k vice anti-
biotikiim ¢i antibakterialnim latkdm. Dle uspotadani az ke 12 rliznym antibiotikiim
na jedné desti¢ce. Nevyhodou metody je, Ze 1ze $patné hodnotit piipadnou bakteri-
alni kontaminaci [50]. Mikrotitra¢ni desti¢ky s roztoky antibiotik jsou vidét na Obr.
14 Sipky ukazuji hodnoty MIC.
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Obr. 14 Dilu¢ni stanoveni MIC [52]

Velkym ptinosem této metody je moznost métit minimalni baktericidni koncentraci
(MBC). Stanoveni MBC se provadi tak, ze se zkumavky/mikrotitra¢ni jamky s ¢irym
bujonem vyockuji na pevné pudy bez ptidavku antibiotika a inkubuji se. Ze zkumavek
s bakteriostatickou koncentraci vyrustaji kolonie pifezivajiciho inokula. Posledni zku-
mavka/jamka bez narustu kolonii na agaru udava MBC [50].
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3.6.3 E-test

Metodou E-testu (epsilometer test) se zjiSt'uji hodnoty MIC antibiotika ¢i antibakterialni
latky. Jedna se o diagnosticky prouzek, ve kterém se po polozeni na povrch pudy vytvori
logaritmicky klesajici gradient antibiotika. Kolem prouzku se po inkubaci vytvoii kapkovi-
ta inhibi¢ni zéna. Hled4 se misto, kde okraj zony protne okraj prouzku. Metoda v sobé
kombinuje vyhody diskového difuzniho testu, kterou je jednoducha manipulace s moznosti

uréeni MIC. Nevyhodou je pomérné vysoka cena [49].

3.6.4 Meéreni povrchové antibakteridlni aktivity plasta

Meéfieni povrchové antibakterialni aktivity antibakteridlné oSetfenych plastt a jinych nepo-
réznich ploch vyrobku (véetné jejich meziproduktit) se provadi pomoci mezinarodni normy
ISO 22196:2007 (E). Zkusebni mikroorganismy jsou Staphylococcus aureus a Escherichia
coli. Metoda se pouziva pro hodnoceni antibakterialni aktivity oSetfeného plastu, ktery
inhibuje nebo zabiji rostouci testované bakterie. Standardizovany testovaci mikroorganis-
mus se naockuje na povrch zkouSené latky i na referencni vzorek (bez antibakteridlni 1at-
Ky). Po 24 hodinové inkubaci se spocitaji piezivsi mikroorganismy a vyhodnoti se antimik-
robialni aktivita zkousené latky. Pocet kolonii u pfislusného zfedéni by mél byt v rozsahu
antibakterialni aktivity (R) od 30 do 100 [53].

Vyhodou normy je, Ze je metodou kvantitativni a vysledky mohou byt reprodukovatelné.
Metoda zahrnuje zkousky ovéfujici jak bakteriostatické tak i baktericidni vlastnosti. Mik-
robidlni koncentrace jsou standardizovany a bakteriim jsou poskytnuty ziviny béhem celé
inkubacni doby a ty tak maji dostatek pftilezitosti k riistu, v ptipadé Ze povrchy zkouma-
nych vzorkli nejsou dostatecné antimikrobialni. Metoda stanovuje troji experimentovani,
které napomaha k ptesnosti jednotlivych testl a tim se zvySuje presnost vysledkl celé ex-
perimentalni prace. Metoda zahrnuje kritérium pro pocitani urovni antimikrobialni aktivity
u zkuSebnich vzorkt, takze stanoveni antimikrobialni aktivity udava ptesné a porovnatelné
vysledky. Mezi nevyhody patfi, Ze metoda nepiesné odraZi skute¢nou situaci, protoze se
ziedéné kapalné inokulum nanasi na zna¢n€ velkou plochu povrchu, a pak se udrzuje za
mokra. Ve vétsing€ béznych piipadt vSak dochazi k rychlému vysuSeni mikrobidlniho kon-
taminantu na povrchu materialu. Takze se doba, kdy by dochazelo k interakci mezi anti-

bakterialn¢ oSetfenym povrchem a mikroorganismy ve vodném prostiedi zkracuje [56].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem této praktické casti je nejprve popsat MW syntézu plniv a piipravu kompozitnich
materiali. Charakterizovat pfipravené materialy pomoci metod SEM, EDX a XRD. Dale
stanovit MIC a MBC pomoci dilu¢nich testti u vybranych materiali jak v praskové forme,
tak na mikro nosic¢ich. Nakonec provedeni antibakterialni charakterizace povrchu kompozi-

t obsahujicich nano-Ag, mikro-ZnO ¢i jejich kombinace pomoci normy ISO 22196:2007
(E).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

5 PRIPRAVA KOMPOZITU

5.1 Pouzité materialy

Dusi¢nan stiibrny AgNOsz; (2995 % Cistota) a dihydrat octanu zine¢natého
Zn(CH3CO0),2H,0 (>99 % Cdistota) (dale jen ZAD) a hexamethylentetramin CgH1oNg4
(>99 % ¢istota) (dale jen HMT) byly dodany firmou Penta (Praha, Ceska republika). He-
xamethylentetramin byl pouzit jako srazeci ¢inidlo a modifikator ristu. Vodny roztok
amoniaku (25 - 29 % hmot., dale jen NHsaq) byl zakoupen od firmy Sigma Aldrich (Praha,
Ceska republika). Vsechny tyto chemikalie byly analytické &istoty, a proto byly pouzity
bez dalsiho ¢isténi. Demineralizovana voda byla pouzita ve vSech téchto experimentech.
Jako polymerni matrice bylo pouzito mékéeného PVC RB3 zdravotni jakosti, které bylo
dodano firmou Modenplast Medical (Italie). Polymer je biokompatibilni dle normy ISO
10993 USP, tiida V1. Arbocel® B 600 (P-celuloza) byl dodan firmou J. RETTENMAIER
& SOHNE GmbH + Co. KG (Némecko) a a-celuldza byla zakoupena od firmy Sigma Ald-
rich (Praha, Ceska republika). Oba typy celulozy byly ve formé& jemného bilého prasku s
vlaknitou strukturou s délkou 100 az 500 um.

Pro srovnani antibakteridlni aktivity plniv bylo pouzito komer¢ni plnivo, které obsahuje

nanocastice ZnO. Charakteristika pouzitého plniva je nasledujici:

e Vyrobce WIEHART, Pernhofen
e Hustota 5,6 g/cm®
e Obsah ZnO min. 99 %

e BET mérny povrch 5,00 - 6,50 m2/g

5.2 Priprava plniva

5.2.1 Priprava Ag-ZnO ¢astic

Piiprava Ag-ZnO castic byla provadéna mikrovinnou syntézou. Mikrovinna pec (CWR-
TECH, 1150W/230V-50Hz) byla upravena v otevieny systém k solvotermalni syntéze s
externim chladi¢em. VSechny chemické latky byly rozpustény v demineralizované vode¢.
Nejprve bylo 10,8 g roztoku Zn(CH3COOQ),2H,0 smichano s 0,699 g roztoku AgNOs.
Celkovy objem vody pouzité k rozpusténi byl 100 ml. Takto ziskany roztok byl umistén do
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mikrovinné trouby a zahtfivan po dobu 2 minut, poté bylo pfidano pies piekapavaci nasta-
vec 6,998 g roztoku CgH12N4 v 50 ml a mikrovinny ohfev pokracoval dalsi 3 minuty. Pro-
dukt byl ochlazen na pokojovou teplotu, filtrovan a promyt destilovanou vodou. Ziskany
prasek byl vysuSen v laboratorni peci do konstantni hmotnosti. Vytézek materialu se pohy-
boval okolo hodnoty 1,2 g. Syntéza byla opakovana jesté nékolikrat, aby bylo ziskano do-

state¢né mnozstvi plniva pro zamichani do polymerni matrice.

5.2.2 Priprava strukturovanych Ag-ZnO ¢astic na povrchu celuléz

Syntéza Ag-ZnO c¢astic na povrchu celul6z byla provadéna mikrovinnou syntézou. K syn-
téze byla pouzita mikrovlnna pec s otevienym systémem MWGIK-10 (Radan, Ceska re-
publika, 800 W, 2,45 GHz), vybavena externim chladicem. Mikrovinna trouba byla provo-
zovana pii plném vykonu 800 W. Standardni postup syntézy byl nasledujici: 10,826 g
Zn(CH3C0O0), 2H,0 a 0,699 g AgNO;3 bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody, po-
tom byl 1 g celulozy rozptylen v roztoku a smés byla michana pfi laboratorni teploté po
dobu 1 hodiny. Poté byla suspenze vystavena mikrovinné energii po dobu 10 minut. 6,9 g
HMT bylo rozpusténo v 50 ml vody. Mikrovinny ohfev pokracoval po dobu dalsich 10
minut. Experimenty byly provedeny pro oba typy celulézy. Syntéza byla opakovana s pfi-
danim vodného roztoku amoniaku (NHsaq) s cilem zvysit bazicitu reakéni smési. 14,2 ml
NHsaq bylo pfidano do reakéniho systému po dokonéeni prvnich dvou krokt. Mikrovinny
ohtev pokracoval po dobu dalsich 10 minut, celkova doba mikrovinné expozice ¢inila 30
minut. Ziskané disperze byly vzdy ponechany k chlazeni. Produkt byl oddélen mikrofiltra-
ci a byl dikladné promyt destilovanou vodou. Filtra¢ni kolace byly suseny pomalu v labo-
ratorni susarné pti teploté 40 °C az do konstantni hmotnosti. Pfehled pouzitych prekurzord,

redukénich a srazecich ¢inidel, doby expozice a vytézkl vzorku je shrnut v Tab. 1.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

47

Tab. 1 Piehled pouzitych prekurzort, redukénich a srazecich ¢inidel, doby expozice a

vytézku
Kod Pouzita Prekurzory Srazeci | Doba vystaveni | VytéZek
vzorku celuléza ¢inidlo MW expozice [a]
[min]

Al a-celuloza 1 | ZAD, AgNO; HMT 20 1,959

P1 P-celuloza 1 | ZAD, AgNO; HMT 20 1,959
A2 a-celuléza 2 | ZAD, AgNO3 | HMT, NH3 30 4,823
P2 P-celuloza 2 | ZAD, AgNO; | HMT, NH3 30 5,236

5.2.3 Priprava strukturovanych Ag-ZnO ¢&astic na povrchu dievni moucky

1 g dfevni moucky byl rozdispergovavan v 50 ml vody pfi laboratorni teploté po dobu 30
minut. Poté byl pfidan roztok dihydratu octanu zine¢natého a dusi¢nanu stiibrného o obje-
mu 100 ml. Nasledné& byla suspenze vystavena mikrovlnnému zéatfeni po dobu 10 minut.
Pomoci ptekapavaciho nastavce byl pfidan do probihajiciho procesu HMT. Experimenty
byly provedeny pro oba typy celulézy. Dale byla syntéza opakovana s pridanim NHsag s
cilem zvysit bazicitu reakéni smési. 14,2 ml NHszaq byl pfidano do reakéniho systému po
dokonceni prvnich dvou krokli a mikrovlnny ohtev pokracoval po dobu dalSich 10 minut,
aby byla celkova doba mikrovinné expozice 30 minut. Ziskané disperze byly vzdy pone-
chany k ochlazeni. Produkt byl dikladné piefiltrovan a promyt destilovanou vodou. Fil-
tra¢ni kolace byly suSeny pomalu v laboratorni susarné pfi teploté 40 °C az do konstantni
hmotnosti. Mnozstvi pouzitych prekurzort, srazecich a reduk¢nich €inidel jsou shrnuty v
Tab. 2
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Tab. 2 Prehled pouzitych chemikalii, jejich mnozstvi a vytézku syntéz

Koéd Hmotnost zZn** Ag® | HMT | NH; | Vytézek
vzorku | dfevni moucky [a] [a] [a] [ml] [a]
[0]

DM-A 1,000 10,800 0,701 | 6,928 | 14,2 4,564
DM-B 1,000 10,800 0,701 | 6,928 | ------- 1,890
DM-C 1,000 10,800 | -------- 6,928 | --------- 1,664
DM-D 1,000 | - 0,701 | 6,928 | --------- 1,380
DM-E 1,000 10,800 | --------- 6,928 | 14,2 4,049
DM-F 1,000 | - 0,701 | 6,928 | 14,2 1,377

5.3 Termoplasticka priprava

Podminky termoplastické piipravy kompozitd byly stejné pro vSechny plniva: Ag-ZnO

Castice, Ag-ZnO castice na povrchu celuldz i Ag-ZnO ¢astice na povrchu dievni moucky.

5.3.1 Michani a lisovani polymerni matrice s plnivem

Ptipravené plnivo bylo termoplasticky zamichano s PVC peletami na Brabenderu (Braben-
der measuring mixer W 50 Brabender® GmbH & Co. KG). Koncentrace plniv byly stano-
veny na 1, 3 a 5 % hmot. v pfipadé¢ Ag-ZnO c¢astic. V piipadé Ag-ZnO ¢astic na povrchu
celuléz a dievni moucky bylo zamichano 5 % hmot. plniva. Michani bylo provadéno pfi
170 °C a 20 otackach michacich elementd za minutu po dobu prvnich dvou minut a poté se
zvedla rychlost na 50 otacek za minutu po nasledujicich pét minut. Proces homogenizace

byl kontrolovan méfenim kroutivého momentu hnaciho motoru.

Ziskané kompozitni materialy i ¢ist¢ PVC byly lisovany pod tlakem po dobu 2 minut pfi
170 °C. Tloustka folie byla 1 mm. Vzorky byly nafezany podle pozadavkd méfici techni-
ky. Referen¢ni vzorky bez plniva byly pfipraveny za stejnych podminek.
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6 MERENI ANTIBAKTERIALNICH VLASTNOSTI PLNIVA

Me¢éieni antibakteridlnich vlastnosti plniv bylo provedeno pomoci dilu¢ni metody v agaru.
Vysledkem této metody je ureni nejmensi koncentrace zkouSené antibakterialni latky (mi-
nimalni inhibi¢ni koncentrace - MIC), ktera je schopna inhibovat rist testovanych bakterii.
Hodnoty MIC jsou vyuzivany kK vyhodnoceni schopnosti bakterii odolavat 1éktim, ale také
k hodnoceni aktivity novych antibakterialnich latek. Dilu¢ni metoda v agaru zahrnuje za-
¢lenéni ruznych koncentraci antibakterialni latky do nutriéniho agarového média a nasled-

nou aplikaci standardizovaného mnozstvi zkousené latky na povrch agaru [57].

V prubéhu testovani se fesili nejriznéjsi problémy, spjaté predevsim s fyzikalnimi vlast-

nostmi testované materialu.

6.1 Materialy

K méfeni antibakterialnich vlastnosti bylo pouZzito pouze jednoho bakterialniho kmene
Staphylococcus aureus CCM 4516 z divodu slozitosti procesu, problematického chovani
testovaného vzorku a potieby relativné velkého mnozstvi materialu. Testovany vzorek ob-
sahujici Castice stfibra a ZnO byl ptipraven dle postupu 5.2.1. Tento material byl neroz-
pustny ve vod€, mél silnou afinitu proti vodnimu prostfedi. Navic v prib¢hu piipravy se-

dimentoval.

6.2 Postup

K méfeni antibakteridlnich vlastnosti plniva byl pouzit modifikovany postup, ktery byl
popsan v ¢lanku ,,Agar and broth dilution methods to determine the minimal inhibitory
concentration (MIC) of antimicrobial substances®. K testovani bylo pouzito dilu¢ni metody

v agaru [57].

e Nejprve byl proveden kiizovy roztér testované bakterie (S. aureus) na Petriho mis-
ku s Mueller-Hinton agarem (dale jen MHB). Inkubace probihala po dobu 24 hodin
pii teploté 37 °C.

e Do 10 ml odmérné banky bylo navazeno 128 mg zkusebniho vzorku Ag-ZnO a do-
plnéno na objem MHB. Takto byl pfipraven zasobni roztok 128 mg/ml.
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Do 10 ml plastovych zkumavek byly ze zasobniho roztoku pfipraveny roztoky 0
nasledujicich koncentracich:

1 ml roztoku 128 mg/ml + 7 ml MHB = 16 mg/ml

1 ml roztoku 16 mg/ml + 7 ml MHB = 2 mg/ml

1 ml roztoku 2 mg/ml + 7 ml MHB = 0,250 mg/ml
Z odmérné banky nebylo mozno prevést celé mnozstvi zdsobniho roztoku, protoze
material sedimentoval, i pies opétovnou snahu jej rozdispergovat pomoci ultrazvu-
ku a tfepacky. Zbytek v odmérné bance byl vysusen a zvazen. Pfesné mnozstvi ne-
bylo 128 mg/ml, ale 122,95 mg/mi
Do 50 ml plastové zkumavky se pfipravila bakteridlni suspenze (inokulum) tak, ze
se pomoci sterilni ockovaci klicky pievedlo malé mnozstvi naockovaného bakteri-
alniho kmene do 30 ml pfedem piipraveného MHB. Ke stanoveni koncentrace
bakterialni suspenze se vyuzilo Biirkerovy komurky ve spojeni se svételnou mik-
roskopii.
Do sklenénych zkumavek byl postupné odpipetovan zasobni roztok, MHB i inoku-
lum dle nasledujiciho rozpisu:

2 ml roztoku 128 mg/ml + 2 ml inokula = 64 mg/ml

1 ml roztoku 128 mg/ml + 1 ml MHB + 2 ml inokula = 32 mg/ml

0,5 ml roztoku 128 mg/ml + 1,5 ml MHB + 2 ml inokula = 16 mg/ml

2 ml roztoku 16 mg/ml + 2 ml inokula = 8mg/ml
1 ml roztoku 16 mg/ml + 1 ml MHB + 2 ml inokula = 4 mg/ml
0,5 ml roztoku 16 mg/ml + 1,5 ml MHB + 2 ml inokula = 2 mg/mi

2 ml roztoku 2 mg/ml + 2 ml inokula = 1 mg/ml
1 ml roztoku 2 mg/ml + 1 ml MHB + 2 ml inokula = 0,5 mg/ml
0,5 ml roztoku 2 mg/ml + 1,5 ml MHB + 2 ml inokula = 0,25 mg/ml

2 ml roztoku 2 mg/ml + 2 ml inokula = 0,125 mg/ml
1 ml roztoku 2 mg/ml + 1 ml MHB + 2 ml inokula = 0,06 mg/ml
0,5 ml roztoku 2 mg/ml + 1,5 ml MHB + 2 ml inokula = 0,03 mg/ml
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Pied kazdym odbérem zasobniho roztoku s ¢asticemi Ag-ZnO byla provedena in-
tenzivni homogenizace na mikrotfepacce.

Do jedné sklenéné zkumavky byly odpipetovany 2 ml zasobniho roztoku Ag-ZnO
128 mg/ml a 2 ml MHB. Do dalsi zkumavky byly odpipetovany 2 ml ptipravené
bakterialni suspenze a 2 ml MHB.

Vsechny ptipravené zkumavky byly inkubovany pies noc pii teploté 35 °C. Béhem
inkubace probihala neustala homogenizace suspenze pomoci orbitalni tiepacky pii
300 kmitech za minutu. I pfes tuto snahu nékteré suspenze béhem noci sedimento-
valy.

Zaroven byly nachystany sklenéné zkumavky na desetinné fedéni. Ze zkumavky
s pfipravenym inokulem se odpipetoval 1 ml a byl smichan s 9 ml fyziologického
roztoku. Stejny postup se opakoval jesté Sestkrat. Byla pfipravena série roztoki s
az sedmindsobnym zifedénim ptivodniho roztoku. Z kazdé zkumavky byl odpipe-
tovan 1 ml roztoku a v Petriho misce byl zalit PCA (Plate count agar). Petriho
misky se nechaly inkubovat po dobu 24 hodin.

Po skonceni inkubace (24 hodin) byly zkumavky vytazeny z tfepacky a byly na-
chystany Petriho misky na roztér i zaliti do agaru. Z kazdé zkumavky byl 2x odpi-
petovan 1 ml do Petriho misek, které byly poté zality TSA (Tryptic soy agar). A
z kazdé zkumavky bylo 2x odpipetovano 0,1 ml a nasledné rozetfeny na povrch
ptipravenych Petriho misek s TSA.

Po zatuhnuti byly tyto Petriho misky vlozeny do inkubétoru pii 35 °C po dobu 24
hodin. Druhy den byly vSechny misky prohlédnuty a byly spocitany kolonie a vy-
hodnocena MIC.

6.3 Metoda vyhodnoceni

Vypocéet CFU na ml, které vyrostly ptes noc v kultufe, se provadi dle nasledujiciho vzorce:

kde

_ Cx10 )
10-P

N je CFU (kolonie tvofici jednotky (ml™);
C je pocet kolonii na misku;

D je ¢islo 1:10 fedéni.
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7 MERENI POVRCHOVE ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY

Mezinarodni norma ISO 22196:2007 (E) specifikuje metodu hodnoceni antibakterialni
aktivity antibakterialné oSetfenych plasti a jinych neporéznich ploch vyrobka (véetné je-
jich meziproduktl). Jeji originalni nazev zni ,,Plastics - Measurement of antibacterial acti-

vity on plastics surfaces. Prvni edice této normy byla vydana 15. 10. 2007 [53].

7.1 Materialy

K testovani antibakterialni aktivity byly pouzity dva druhy bakteridlnich kment a to Sta-
phylococcus aureus CCM 4516 a Escherichia coli CCM 4517. Tyto dva kmeny jsou vy-
brany jako zastupci grampozitvnich bakterii (S. aureus) a gramnegativnich bakterii (E.

coli).

7.2 Postup

Pfi méfeni povrchové antibakterialni aktivity bylo postupovano v souladu s normou a

struény postup je zde popsan.

o Ktestovani se ptipravily vzorky polymernich materiald, tii s antibakterialni Gpra-
vou a Sest bez antibakteridlni pravy, o rozmérech 50 x 50 mm. K ptekryti kazdého
vzorku se vystiihla polypropylenova folie o rozmérech 40 x 40 mm. VSechny vzor-
ky i kryci folie byly vydezinfikovany 70 % etanolem a fadn¢ osuseny.

e Pomoci sterilni ockovaci klicky se pfevedlo malé mnozstvi naockovaného bakteri-
alnitho kmene do 10 ml pfedem ptipraveného 1/500 nutricniho bujonu. Takto se
pfipravila bakterialni suspenze (inokulum). Bakterie byly v suspenzi dostate¢né
dispergovany. Inokulum by mélo mit koncentraci bakterii v rozmezi od 2,5x10°
bun&k/ml do 10x10° bun&k/ml, s cilovou koncentraci 6x10° bungk/ml. Ke stanoveni
koncentrace bakterialni suspenze se vyuziva Bilirkerovy komurky ve spojeni se své-
telnou mikroskopii.

e Testované i1 referencni vzorky byly vloZeny doprostfed Petriho misek a pomoci au-
tomatické pipety se na né€ naneslo 0,4 ml pfipraveného inokula. Vzorky byly poté
ptrekryty polypropylenovou kryci folii tak, aby se inokulum rovnomérné rozprostie-

lo po povrchu. Umisténi folie v Petriho misce je vidét na Obr. 15.
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Obr. 15 Umisténi folie v Petriho misce [53]

e Uzaviené Petriho misky, obsahujici naockované zkusebni vzorky, byly vlozeny do
inkubatoru pii teploté 35 °C a relativni vlhkosti vzduchu 90 %. V inkubatoru byly
uchovéavany po dobu 24 hodin.

e Thned po naockovéni se zbylé tii neoSetfené zkuSebni vzorky opakované splachly
10 ml SCDLP. Takto ziskany roztok byl pfeveden do zkumavky. Ze zkumavky se
odpipetoval 1 ml a byl smichén s 9 ml fyziologického roztoku s fosfore¢nanovym
pufrem. Stejny postup se opakoval jesté Sestkrat. Byla ptipravena série roztokl s az
sedmindsobnym ztedénim piivodniho roztoku. Tato série zfedéni byla provedena i s
puvodnim inokulem.

e Stejné procedura byla provedena po 24 hodinéch i s inkubovanymi vzorky (uprave-
nymi i referencnimi).

e Nasledné byl proveden odbér 1 ml roztoku od kazdého zfedéni a ten byl preveden
do Petriho misky, do niZ bylo nasledné pfilito pfiblizné 15 ml PC o teploté 45 °C.
Tento postup se provedl jesté jednou pro ziskani duplikatni misky. Vznikly roztok
se dikladn€ promichal a nechal zatuhnout. Po zatuhnuti byly tyto Petriho misky
vlozeny do inkubatoru pfi 35 °C po dobu 40 - 48 hodin.

e Po 24 hodinach byly Petriho misky vytazeny z inkubatoru a bylo spocteno mnoz-
stvi Zivotaschopnych bakterii. Po 48 hodinach inkubace bylo podruhé spocitano
mnozstvi zivotaschopnych bakterii.

e Ze ziskanych hodnot se provedl vypocet mnozstvi Zivotaschopnych bakterii a na-

sledné 1 antibakterialni aktivita vzorku.
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7.3 Metoda vyhodnoceni

Pro kazdy zkuSebni vzorek se stanovi pocet Zivotaschopnych bakterii.

kde

N=(1OOxCxDxV) (2)
A

N je pocet Zivotaschopnych bakterii ziskanych ze zkusebniho vzorku (na cm?),
C je primérny pocet bakterii pro duplikované misky,

D je faktor fedéni pro misky pouZité k vypoétu,

V je objem SCDLP v ml, ptidany do vzorku,

A je plocha kryci folie v mm?,

Po stanoveni poctu zivotaschopnych bakterii ve vzorku se vypocita hodnota antibakterialni

aktivity.

kde

R= (U~ Up) = (A = Ug) = U = A, ©)

R je antibakterialni aktivita,

Up je pramér dekadického logaritmu poctu zivotaschopnych bakterii (bunék/cmz)
ze vzorkll bez antibakterialni upravy ihned po inokulaci,

Ui je pomér dekadického logaritmu poctu zivotaschopnych bakterii (bunék/ cm?)

ze vzorkl bez antibakterialni Gipravy 24 hodin po inokulaci,

A¢je pomér dekadického logaritmu poctu Zivotaschopnych bakterii (bungk/cm?) ze

vzorki s antibakterialni aktivitou 24 hodin po inokulaci [53].

Pokud polymerni antibakterialni systémy docili R hodnoty R>2 (to znaci, Ze je antibakteri-

alni latka ucinna na 99,99 %) mohou byt povazovany za antibakterialni proti danym bakte-

riim [21].
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Charakterizace plniv

Plniva byla charakterizovana pomoci dvou metod - skenovaci elektronové mikroskopie

(SEM) a rentgenové¢ difrakéni analyzy (XRD).

8.1.1 SEM

Na Obr. 16 a) mizeme pozorovat hexagonalni struktury mikrocastic ,,mati¢ky* ZnO o0 ve-
likosti ¢astic do 1 pm a nanocastice stiibra (svétlé body) tvotici agregaty o praméru do 200
nm. Obr. 16 b) zobrazuje mikrocastice Cisté celuldézy o velikosti 10 - 200 pum, Obr. 16 c)
zobrazuje polydisperzni ¢astice difevni moucky 0 velikosti 50 - 500 um a Obr. 16 d) zobra-

zuje nanocastice komeréniho plniva ZnO, nanocastice maji velikost do 100 nm.

VEGAN.TESCAN SEM MAG: 1.00kx  Del: BSE VEGAN TESCAN
[ SEM HV: 5.00 kv PC: 10 '
Digi\alems:wylmugmgn WD: 101810 mm  Dale(md): 07511

SEMHV:1000kV  SM:RESOLUTION  Spm
WVac: Hivac Datefmidly): 02109109

Digital Microscopy Imaging /]

3 A ) x XK

L 5 v s
VEGAN.TESCAN SEM MAG: 10.00kx  Del: SE Deteclor VEGA TESCAN
[ SEM HV: 5.00 kv '

EMMAG: 1.00kx  Det: SE Detector
] El PC Sum
Digtal Microscopy Imaging n WD: 10.8390 mm Date(m/dy): 09/2612

EM HY: 5,00 kY P 50 pm
D: 17.4030 mm Date(rmidly): 06727111

Digital Microscopy Imaging u

Obr. 16 SEM snimky - a) Ag-ZnO ¢astice, b) celuldza,

¢) dfevni moucka, d) nanocastice ZnO
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Na Obr. 17 a) miizeme pozorovat modifikovany povrch P-celulozy ¢asticemi Ag-ZnO, pii
detailnim prozkoumani Obr. 17 b) mizeme spatfit strukturu castic. Mikrocastice ZnO se
jevi jako hexagondlni duté utvary (,,maticky*) o velikosti do 1 um. Nanocastice stiibra jsou

pozorovany jako svétlé body o velikosti ¢astic do 100 nm.

SEMMAG:1.00kx  Det: SE Detector W TESCAN SEM MAG: 10.00k:  Det: BSE VEGAN TESCAN
SEMHV:1000kV  PC: 10 50 pm [ SEMHV:1000kv  PC: 13 5pm '
WD: 11,4530 mm Dateimidty): 07/22/11 Digital Microscopy Imaging n WD: 11.4720 mm Date(midy): 07/22/11

Digital Mieroscopy Imaging /]

Obr. 17 SEM snimky - a) Ag-ZnO na povrchu celulézy, b)

detail Ag-ZnO ¢astic na povrchu celuldzy

Na Obr. 18 lIze vidét detail kombinace ¢astic Ag-ZnO na povrchu dfevni moucky. V prv-
nim pfipadé na Obr. 18 a) je zobrazen povrch celuldzy pokryty mikroéasticemi ZnO, ktery,
jak miZeme vidét na detailu, predstavuje dvé hlavni morfologie ZnO ¢astic. Primarni ¢as-
tice ZnO tvofi hexagonalni Utvary o velikosti do 3 um. Sekundérni faze ZnO je slozena
z hexagonalnich tyckovych mikrocastic ZnO o délce do 1 pm. Mezi témito ¢asticemi jsou
patrné svétlé body, které predstavuji nanocastice stéibra o praméru do 200 nm. Obr. 18 b)
ukazuje primarni strukturu ZnO a nanocdstice stfibra na mikronosici celulozy. Mikrostru-
kutra ZnO je pozorovatelna na Obr. 18 c) a na Obr. 18 d) mizeme vidét nanocastice stiib-
ra. Opét je patrné vidét primarni i sekundarni fazi ZnO na Obr. 18 ¢) a nanocastice stiibra

na Obr. 18 f).
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Obr. 18 SEM snimky - Kombinace ¢astic ZnO, Ag a Ag-ZnO na povrchu dievni moucky

a) DM-A, b) DM-B, ¢) DM-C, d) DM-D, ¢) DM-E a f) DM-F

8.1.2 XRD

Céstice pozorovatelné pomoci elektronové mikroskopie potvrzuje XRD analyza, kde na
Obr. 19 je znazornén difraktogram plniva s obsahem Ag-ZnO, na Obr. 20 difraktogram
Ag-ZnO na povrchu celuldézy a na Obr. 21 difraktogram Ag-ZnO na povrchu dievni mouc-
ky. Piky oznacené hvézdickou (*) znaci krystalografickou strukturu ZnO a oznaceni plus

(+) prislusi krystalické struktufe stiibra.
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Obr. 20 XRD - Ag-ZnO na povrchu celulézy
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Obr. 21 XRD - Ag-ZnO na povrchu dfevni moucky
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8.2 Charakterizace kompozitu

Kompozity byly charakterizovany pomoci dvou metod - skenovaci elektronové mikrosko-

pie (SEM) a energiové disperzni spektroskopie (EDX).

8.21 EDX

K EDX analyze byl vybran reprezentativni vzorek PVC s 5 % hmot. plniva Ag-ZnO. Na

Obr. 22 muzeme vidét zastoupeni prvka ve vzorku, ktery byl ziskan z lomu kompozitniho
materidlu. Ve vzorku je pfitomno piedev§im velké mnozstvi chloru obsazeného
Vv polyvinylchloridu (PVC). Obsah stiibra a zinku je dan pfitomnosti plniva Ag-ZnO Vv po-

lymernim materialu.

Cl
3
L
=
‘B
C
L
=
] Zn Cl
Ag
oZn W\Ag Zn
..... T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

X-ray energy (keV)

Obr. 22 EDX - PVC s 5 hmot. % plniva Ag-ZnO

8.22 SEM

Na Obr. 23 jsou reprezentativni SEM snimky, na kterych mtzeme pozorovat mikrostruktu-
ry ZnO a nanocastice stiibra na lomu kompozitniho materialu. Plnivo Ag-ZnO
v koncentraci 5 hmot. % na Obr. 23 a), na Obr. 23 b) na povrchu celuldzy a na Obr. 23 ¢)

na povrchu dievni moucky.
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Obr. 23 a) 5 hmot. % Ag-ZnO-PVC, b) 5 hmot. % Ag-ZnO-celul6za-PVC, ¢) 5 hmot. %
Ag-ZnO-dievni moucka-PVC

8.3 Charakterizace antibakterialnich vlastnosti plniva

Antibakterialni vlastnosti plniva Ag-ZnO byly zkouseny pomoci dilu¢ni metody v agaru.
V tomto piipadé bylo testovani provedeno jen u bakterialniho kmene Staphylococcus au-
reus o koncentraci 2,9 CFU/ml. Inkubace probihala na miskach, které byly pfipraveny,
bud’ rozetfenim na povrch agaru, nebo zalitim do agaru. Bakterie byly pozorovatelné jen na
miskach, kde byl roztok rozetfen na povrch TSA. Zaliti do agaru zpusobilo vznik nepri-

hledné suspenze, pies kterou nebylo mozno spocitat bakterialni kolonie.

Byla stanovena hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) Ag-ZnO materialu na 64
mg/ml. Pii této hodnoté nenarostly zadné kolonie, resp. jen ojedinéle cca 5 kolonii, coz ve

srovnani s dal$i koncentraci miize byt zanedbano, jak je patrné na Obr. 24

Obr. 24 Narust a srovnani kolonii S. aureus pro Ag-ZnO 64 mg/ml a 32 mg/ml
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8.4 Charakterizace antibakterialnich vlastnosti kompozitu

Pii méteni antibakteridlni povrchové aktivity byly testovany kompozitni materialy s obsa-
hem plniv Ag-ZnO, Ag-ZnO na povrchu celuldzy a kombinace ¢asticovych plniv ZnO, Ag
a Ag-ZnO na povrchu dfevni moucky. Jako matrice pro antibakteridlni testy bylo zvoleno
medicindlni PVC ve vSech tiech pifipadech. Povrch antibakteridlné modifikovanych kom-
pozitd byl vystaven kolonizaci kmeny Escherichia coli a Staphylococcus aureus.
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pocty Zivotaschopnych bakterii ve vzorcich (hod-
nota N), které byly spocitany dle rovnice (1). Na zakladé znalosti poctu kolonii bylo na-

sledn¢ pomoci rovnice (2) vypocitana hodnota antibakterialni aktivity (R).

V Tab. 3 jsou uvedeny pocty Zivotaschopnych bakterii a hodnoty antibakterialni aktivity 1.
série vzorkd PVC s plnivy Ag-ZnO o riznych koncentracich 1%, 3%, 5% a 5% hmot. ko-
mer¢niho ZnO. Jak je patrné z tabulky, kompozit PVC-Ag-ZnO je vice aktivni proti bakte-
riim E. coli, kdy vykazuje vynikajici antibakteridlni vlastnosti jiz pfi koncentraci 1 %
hmot. Oproti tomu vykazuje slabsi antibakterialni vlastnosti proti S. aureus, kdy se za do-
state¢nou antibakterialni aktivitu da povazovat kompozitni material s obsahem 3 % hmot.
plniva Ag-ZnO. Ukazuje se, Ze v systému jsou vice G¢inné nanocastice stfibra, nez mikro-
¢astice ZnO. Ve srovnani s komer¢nim plnivem, dosahuje o trochu niz§ich hodnot proti

bakteriim S. aureus pfi stejném plnéni.

Tab. 3 Antibakterialni aktivita - 1. série vzorku

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Vzorek 2) 2)
N (cfu/cm R=U¢-A: | N(cfu/cm R=U;-A:
PVC disté 2.1.10° U;=5.3 4.4.10° U;=6.6
PVC-Ag-ZnO 3
1% 3,1.10 1,8 1 6,6
PVC-Ag-ZnO 1
30 1,9.10 4,0 <1 > 6,6
PVC-Ag-ZnO 1
5 0% 5,9.10 3,5 1 6,6
PVC-komeréni ZnO 10 5.3 <1 > 6.6
5%
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V Tab. 4 jsou uvedeny pocty zivotaschopnych bakterii a hodnoty antibakterialni aktivity 2.
série vzorkti PVC s plnivy 5 % a-celulézou, 5 % P-celulézou a Ag-ZnO na povrchu a-
celulozy i P-celuldzy (znaceni viz Tab. 1). Kompozitni materialy plnéné Cistou celul6zou
vykazuji velmi nizkou nebo Zzadnou antibakterialni aktivitu. Ov§em kompozitni materialy
obsahujici Ag-ZnO ¢astice na povrchu celuldzy vykazuji excelentni antibakterialni vlast-
nosti proti obéma typtim bakterii, nepatrné vyssi nez u kompozit s ¢istym plnivem Ag-
Zn0. Pti¢inou mize byt zvétseni aktivniho povrchd, ktery je v kontaktu s bakteriemi pii-

tomnosti nosice celulozy.

Tab. 4 Antibakterialni aktivita - 2. série vzorku

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Vzorek 2) 2)
N (cfu/cm R=U;- At N (cfu/cm R=U;-A:
PVC disté 1,3.10° Ui=51 1,3.107 U=71
PVC 5 7
a-celuléza 5 % 1,4.10 0 1,1.10 0,074
PVC 5 7
P-celuléza 5 % 1,3.10 0 1,3.10 0,021
PVC-A15 % 9,1 4,2 <1 >7,1
PVC-A25 % 2,8 4,7 <1 >7,1
PVC-P1 <1l >6,6 <1 >7,1
PVC-P2 4,1 4,5 8,1 6,2

V Tab. 5 jsou uvedeny pocty zivotaschopnych bakterii a hodnoty antibakterialni aktivity 3.
série vzorkiit PVC s plnivy Ag, ZnO ¢i Ag-ZnO na povrchu dievni moucky. Popis vzorki
je uveden v Tab. 2. V pfipad¢ antibakterialnich aktivit kompozitti plnénych pouze dievni
mouckou vykazuje R zapornych hodnot, coz dokazuje, Ze vlivem piidavku dievni moucky
kolonie bakterii rostly rychleji nez v ptipadé ¢istého PVC. Plnéni polymerni matrice dievni

mouckou se jevi jako kontraproduktivni.
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U vzorku DM-A-PVC mizeme vidét vyrazny rozdil antibakterialnich aktivity proti S. au-
reus a E. coli. U vzorku DM-B-PVC se antibakterialni aktivity kompozitu mezi bakteriemi

vyrovnava, coz muze byt zptisobeno vyssim obsahem mikrocastic ZnO v plnivu.

Kompozity DM-C-PVC a DM-E-PVC obsahuji jako plnivo jen mikroc¢astice ZnO na nosi-
¢i celuldzy v rizném zastoupeni. To mlize byt divod, pro¢ je antibakterialni aktivita kom-

pozitu relativné nizka.

U kompozitt DM-D-PVC a DM-F-PVC je v plnivu zastoupeno jenom stiibro na nosici
celulozy s vyssim obsahem u kompozitu DM-F-PVC. Proto DM-F-PVC kompozit vyka-
zuje vysi antibakterialni vlastnosti oproti kompozitu DM-D-PVC.

Tab. 5 Antibakterialni aktivita - 3. série vzorkl

Staphylococcus aureus Escherichia coli
\V/ k
zore N (cfulem? | R=U;-A; | N(cfuem? | R=U;- A
PVC (isté 1,3.10° Ui=5,1 6,9.10° U;=6,8
DM-PVC 5 6
5 0 6,1.10 -0,68 9,5.10 -0,14
DM -A-PVC 3
5 0% 1,2.10 2,0 <1 >6,8
DM-B-PVC 2
504 1,0 51 2,4.10 45
DM-C-PVC 2 3
5 0% 2,8.10 2,6 7,3.10 3,0
DM-D-PVC | 63103 13 7,5.10° 10,038
5%
DM-E-PVC 2 4
5 0% 3,1.10 2,6 3,6.10 2,3
DM-F-PVC 3
504 <1 >51 1,3.10 3,7
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ZAVER

Pomoci mikrovinné syntézy byly piipraveny série vzorkli s obsahem mikrocastic ZnO,

nanocastic Ag a jejich kombinace, samostatné ¢i na nosicich celulozy a dievni moucky.

Tyto materialy byly termoplasticky zamichany do polymerni matrice PVC. Pro praskové

materialy a kompozity byla provedena charakterizace pomoci metod SEM, XRD, EDX a

provedeny antibakterialni testy praSku a kompozitniho materialu.

Charakterizace hierarchickych plniv

SEM snimky demonstruji ménici se hexagonalni strukturu mikrocastic ZnO a sfé-
rickou strukturu nanocastic stiibra, pfipravené samostatné nebo na nosicich celulo-
Zy a dfevni moucky.

XRD potvrzuje ptitomnost krystalické faze stiibrnych nanocastic a ZnO mikroc¢as-
tic. Opét samostatné ptipravenych, ale i na nosici celuldzy a dfevni moucce.

Byl proveden dilu¢ni test a stanovena MIC na hodnotu 64 mg/ml, navzdory znac-
nym problémim pii neustalé sedimentaci a pripraveé kalibra¢ni kiivky. To mohlo

negativné ovlivnit stanoveni MIC, a proto mtze byt MIC vyssi.

Charakterizace kompozitu

Pomoci SEM snimani byla zjisténa distribuce plniva Ag-ZnO v polymerni matrici a
to jak samostatné, tak na nosi¢ich celuldzy a dievni moucky.

EDX analyzou potvrzeno pfitomnost zine¢natych a stfibrnych prvkl ve struktufe
matrice.

Meétenim povrchové antibakteridlni aktivity antibakteridlné oSetfenych kompozith
se zjistilo, ze testované vzorky byly ve vétSin€ ptipadl vice ucinné proti bakteriim
Escherichia coli nez Staphylococcus aureus. Tyto dva bakterialni kmeny byly vy-
brany jako zastupci grampozitvnich a gramnegativnich bakterii. Rozdiln4 G¢innost
muze byt vysvétlena predevsim odliSnou stavbou bunécné stény téchto mikroorga-
nismi. Polymerni antibakterialni systémy, které dosahly R hodnoty R>2 mohou byt
povazovany za antibakterialni proti danym bakteriim. Nejvyssi hodnota povrchové
antibakterialni aktivity R>6,6 pro S. aureus byla namétena u Ag-ZnO na povrchu

P-celuldzy na PVC. Nejvyssi hodnota povrchové antibakteridlni aktivity R>7,1 pro
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E. coli byla namétena u tfech vzorkid, Ag-ZnO na povrchu a-celulézy 5 % na PVC
a Ag-ZnO na povrchu P-celulozy na PVC. Méfenim byl ovéten antibakterialni G¢i-
nek plniv Ag-ZnO a to i na nosicich - celuléze a dievni moucce. Otevira se proto
cesta k vyuzité téchto materialti v Sirokém spektru aplikaci napf. pii vyrobé zdra-

votnickych prostiedkd.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ag
ZnO
ATP
DNA
MIC
MBC
PVC
MW
uv

G+

G-

E. coli
S. aureus
SEM
EDX
XRD
HMT
ZAD
AgNO;
NHsaq
ppm
ISO
CFU
EPEC

ETEC

Stiibro

Oxid zinecnaty

Adenosintrifosfat

Deoxyribonukleova kyselina

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Minimalni baktericidni koncentrace
Polyvinylchlorid

Mikroviny

Ultrafialové zareni

Grampozitivni bakterie

Gramnegativni bakterie

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Skenovaci elektronova mikroskopie
Energiové disperzni rentgenova spektroskopie
Rentgenova difrakéni praSkova analyza
Hexamethylentetramin (CgH12Ny)

Dihydrat octanu zine¢natého (Zn(CH3COOQ), 2H,0)
Dusicnan stiibrny

Vodny roztok amoniaku

Parts per million (¢astic na jeden milion)
International Organization for Standardization
Colony-forming unit (Kolonie tvofici jednotky)
Enteropatogenni Escherichia coli

Enterotoxigenni Escherichia coli
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EIEC
STEC
EAQQEC
UPEC
MHB
PCA

TSA

Enteroinvazivni Escherichia coli
Shiga-like toxigenni Escherichia coli
Enteroagregativni Escherichia coli
Uropatogenni Escherichia coli
Mueller-Hinton agar

Plate count agar

Tryptic soy agar
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