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Tato bakalarska prace se zabyva vlivem chitosanu (CHIT) na antibakterialni vlastnosti
smeésnych nanovlaken. Teoretickd Cast této prace poskytuje zakladni informace o
chitosanu ale také o jeho antibakterialnich ucincich a nasledném vyuziti v riznych
oblastech. Také se zaméfuje na rizné faktory, které ovliviuji vysledné vlastnosti
chitosanu. Tato prace také zmifiuje zakladni informace o metodé elektrostatického
zvlaknovani. Uvadi také informace o klasifikaci bakterii na grampozitivni a
gramnegativni. Chitosan je pfirodni polysacharid se zajimavymi vlastnostmi. Jednou z
hlavnich vlastnosti je pfirozena antibakterialni aktivita zptisobena pfitomnosti primarnich
aminoskupin na jeho polymernim fetézci. Vzhledem k obtizné zpracovatelnosti
elektrostatickym zvlaknovanim v ¢isté podobé je vyhodné chitosan misit s vhodnymi
polymery. Tato prace se zabyva antibakterialnimi vlastnostmi jeho smési s hydrofobnim
polykaprolaktonem (PCL). Nanovlakna obsahujici PCL a chitosan v rizném poméru az
do obsahu 30 % CHIT byla testovana z hlediska inhibice bakterialniho ristu metodou
Kolonie tvotici jednotku (CFU, Colony forming unit) po dvou hodinach expozice. Dale
byl studovan vliv slozeni nanovlaken na bakterialni adhezi z hlediska po¢tu adherovanych
bakterii v ¢ase a jejich rozméru. Jako modelové bakterie byly pouzity grampozitivni kok
Staphylococcus gallinarum a gramnegativni ty¢inka Escherichia coli. Tato prace ze
ziskanych dat pfinesla poznatky o bakterialni adhezi na PCL/CHIT nanovlaknech a o
antibakteridlnim w€inku PCL/CHIT nanovlaken. Smésna PCL/CHIT nanovldkna u
bakterialniho kmene Staphylococcus gallinarum inhibovala rist jiz pti podilu 5 %
chitosanu o 3 fady. Pfi podilu 20 % chitosanu do$lo k uplné inhibici S. gallinarum (o 5
fadt). U bakterie Escherichia coli k prokazatelné inhibici rastu nedoslo. Z hlediska
bakterialni adheze u bakterie Staphylococcus gallinarum se snizil pocet bakterii na
nanovlaknech pii podilu 20 % chitosanu. Pocet adherovanych bakterii se v ¢ase neménil.
U bakterie E. coli narostl pocet adherovanych bakterii az po 6 hodinach expozice, a to jen
u vzorka s podilem 20 % a 30 % chitosanu. Velikost bakterii rostla se zvysujicim se
podilem chitosanu v nanovlaknech. Byl prokdzan vyznamny vliv podilu chitosanu ve
smésnych PCL/CHIT nanovlaknech na bakterialni odezvu.
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This bachelor thesis deals with the influence of chitosan (CHIT) on the antibacterial
properties of blended nanofibers. The theoretical part of this thesis provides basic
information about chitosan but also about its antibacterial effects and its subsequent use
in various fields. It also focuses on the various factors that influence the resulting
properties of chitosan. This thesis also mentions basic information about the
electrospinning method. It provides information of the classification of bacteria into
Gram-positive and Gram-negative. Chitosan is natural polysaccharide with interesting
properties. One of the main properties is the natural antibacterial activity caused by the
presence of primary amino groups on its polymer chain. Due to the difficulty of
processing by electrospinning in pure form, it is advantageous to blend chitosan with
suitable polymers. This thesis focuses on the antibacterial properties of its blend with
hydrophobic polycaprolactone (PCL). Nanofibers containing PCL and chitosan in various
ratios up to 30 % CHIT were tested for inhibition of bacterial growth by the Colony
Forming Unit (CFU) method after two hours of exposure. Furthermore, the influence of
nanofiber composition on bacterial adhesion was studied in terms of the number of
bacteria adhered over time and their size. The gram-positive coccus Staphylococcus
gallinarum and the gram-negative rod Escherichia coli were used as model bacteria.
Based on the obtained data, this thesis provided insights into bacterial adhesion on
PCL/CHIT nanofibers and the antibacterial effect of PCL/CHIT nanofibers. The blended
PCL/CHIT nanofibers inhibited the growth of a bacterial strain of Staphylococcus
gallinarum at a chitosan content of 5 % by 3 orders of magnitude. At a 20 % chitosan
content, S. gallinarum was completed inhibited (by 5 orders of magnitude). For
Escherichia coli, no significant growth inhibition was observed. Regarding bacterial
adhesion, the number of bacteria on the nanofibers decreased at 20 % chitosan content
for Staphylococcus gallinarum. The number of adhered bacteria did not change over time.
For E. coli, the number of adhered bacteria increased only after 6 hours of exposure and
only for samples with 20 % and 30 % chitosan content. The size of bacteria increased
with increasing chitosan content in the nanofibers. The chitosan content in blended
PCL/CHIT nanofibers was shown to significantly influence bacterial response.
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V dnesni dob€ se v oblasti biomedicinského vyzkumu stale vice klade diraz na
hledani novych materiald se specifickymi vlastnostmi a potencialem pro vyuziti
v medicin€. Jednim ztéchto materialG jsou nanovlakna, ktera diky svym unikatnim
vlastnostem maji Sirokou skalu moznych aplikaci jako nosice pro dopravu 1é¢iv, scaffoldy
pro tkaniové inzenyrstvi nebo kryty ran. Praveé kryty ran vyuzivaji jejich vlastnosti jako je
jejich struktura, vysoka porozita a maly rozmér pora pro ochranu rany. U infikovanych
ran mohou nanovlakna nést antibakterialn€ ucinné latky, které pomahaji bojovat s infekci
a pfi nasledném hojeni. Vzhledem k rostouci bakterialni rezistenci vuci fadeé antibiotik je

snaha o hledani alternativ umoziujicich boj s infekci, a to v¢etné alternativ ptirodnich.

Chitosan, derivat chitinu, je unikatni pfirodni polysacharid se Sirokym spektrem
aplikaci, ktery vykazuje pfirozené antibakterialni ucinky a bioaktivitu a mtize byt v téchto
materialech pro hojeni ran vyuzitelny. Antibakterialni ucinky chitosanovych nanovlaken
mohou byt ovlivnény celou fadou faktort, jako je obsah chitosanu a stupen jeho
deacetylace, metoda stabilizace nanovlaken, struktura nanovlaken (homogenni distribuce
v celém prafezu vlakna, rozdilné slozeni jadro/obal). Vyznamny vliv na vysledny

antibakterialni efekt ma také slozeni bakterialni populace.

Tato bakalarska prace si klade za cil zkoumat vliv podilu chitosanu v
nanovlaknech na jejich bakterialni odezvu u dvou modelovych bakterii — grampozitivni
Staphylococcus gallinarum a gramnegativni Escherichia coli. Pouzité metody jsou blize

popsany v experimentalni Casti této prace.
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Chitosan (CHIT) se ziskava chemickou tupravou chitinu, ktery je po celuldze
druhym nejrozsifenéj§im polysacharidem na Zemi, vyskytujicim se pfirozené ve
schrankach korysa [1], ale i v bunécnych sténach hub [2]. CHIT je zatim jediny znamy
ptirodni alkalicky polysacharid s kladnym néabojem [3]. CHIT je linearni kationicky
polysacharid, ktery je netoxicky, biokompatibilni a biologicky odbouratelny. Jeho
monomerni jednotka se skladd z D-glukosaminu (deacetylovand 2-amino-2-deoxy-D-
glukopyranézova jednotka) a N-acetyl-D-glukosaminu (acetylovana jednotka 2-
acetamido-2-deoxy-D-glukopyrandézova  jednotka) prostfednictvim B-(1—4)-
glykosidickych vazeb [1, 4].

Na rozdil od chitinu ma CHIT lepsi rozpustnost, biologickou rozlisitelnost, Sirokou
Skalu biologickych, farmakologickych ucinku, jako jsou bakteriostatické, antioxidacni,
imunomodulacni, protinadorové a dal§i aktivity. CHIT je nerozpustny v bé&znych
organickych rozpoustédlech. Je rozpustny ve ziedénych roztocich kyselin a jeho
rozpustnost zavisi na stupni deacetylace. Rozpustnost CHIT ve ziedénych kyselinach
spociva v tom, ze aminoskupina na jeho molekulovém fetézci se spoji s vodikovymi
protony ve vodném roztoku, ¢imz se z n¢j stane kladné€ nabity polyelektrolyt. Existence
kationt tedy ni¢i pavodni vodikové vazby mezi molekulami chitosanu a zptisobuje jejich
rozpousténi ve vod€. Rozpustnost chitosanu je také ovlivnéna jeho molekulovou
hmotnosti. Obecné plati, Ze rozpustnost roste s rostoucim stupném deacetylace a klesajici

molekulovou hmotnosti.

Chitosan ma ve svém monomeru pfistupné funkéni skupiny, jako je primarni amin
(NHz), priméarni 1 sekundarni hydroxylova skupina (OH), coz umoziiuje jeho chemické
modifikace bez naruSeni délky molekularniho fetézce. Chemicka modifikace CHIT je
ucinnou technikou pro fizeni interakce polymeru s dalSimi slozkami, jako jsou ionty
kovu, organické sloucCeniny ¢i 1éCiva. Chemicka modifikace CHIT méni jeho vybrané
vlastnosti vCetné antibakterialni aktivity a mlze se vyuzit i pro piipravu systému
s prodlouzenym uvoliiovanim 1éCiv, coz je vyhodné pro jeho aplikace v hojeni ran a

doprave léciv [1].
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CHIT maZze chemicky reagovat s mnoha organickymi Cinidly a také muze byt
pfipraven do riznych tvard, naptiklad houbovitych material(i, nanocastic, gelovych Castic

a tak podobné [4].

OH
+ NH
NH., 3
HO o HO
NH,
OH OH

Obr. 1.1: Struktura chitosanu.
Znazornény (ruzove) jeho aktivni aminoskupiny po jejich protonaci v kyselém
prostredi [5].

Odpadni krunyie korysu (krabt a krevet) jsou primarnim zdrojem biomasy pro
prumyslovou izolaci chitinu a vyrobu CHIT. Odpad z moiského pramyslu se recykluje
za uCelem ziskani biomaterialu, coz vede k environmentalni udrzitelnosti. Skotapky
korysu se skladaji z bilkovin, organickych soli, chitinu a lipida [6]. Chitin ma omezené
moznosti pouziti kvili vysokému obsahu acetylovanych skupin, rigidni krystalové
strukture a Spatné rozpustnosti ve vodnych roztocich. Pti casteCné odstranéni acetylové
skupiny chitinu se zvySuje rozpustnost ve vode a zvysuje se biologicka rozlozitelnost a
biokompatibilita. Obecné lze chitin se stupném deacetylace (DD — deacetylation

degree) vys§im nez 50 % oznacit jako chitosan.

Chitin Chitosan

Obr. 1.2: Pfemeéna chitinu na chitosan (pfevzato z [7]).

Nejcastéji vyuzivanou metodou v prumyslové vyrobé CHIT je metoda chemické
degradace. Ta zahrnuje odvapnéni a naslednou alkalickou deacetylaci chemickou cestou.

Suroviny, naptiklad skotrapky krevet a krabi, se odvapni, deproteinizuji a odbarvi, aby se
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ziskal chitin [4]. Nejprve se skotapky rozemelou a minerdly, hlavné uhliitan vapenaty,
se odstrani extrakci zfedénou kyselinou chlorovodikovou, pii kterém se vysrazi chlorid
vapenaty. Bilkoviny se odstrani rozpousténim zfedénym roztokem hydroxidu sodného,
pficemz se hydrolyzuji N-acetylové skupiny v nahodné vybranych ¢astech polymerniho
fetézce. K odstranéni barvy muze byt zafazen dalsi krok — odbarveni. Poté probéhne
deacetylace 40-50% NaOH (hydroxid sodny), aby se odstranil acetyl a ziskal se CHIT.
CHIT s riznym stupném deacetylace 1ze ziskat zménou koncentrace alkalického roztoku,
reakC¢ni doby, teploty a poméru chitin/alkalicky roztok. Uvedena metoda je jednoducha,
snadno proveditelna, vysoce U€inna, a navic je cely vyrobni proces lehce kontrolovatelny.
Chemicka deacetylace se vSak vyznacuje velkou spotiebou energie a znecisStovanim
zivotniho prostfedi. Proto by ji mohla nahradit enzymaticka metoda [4, 6], jako

ekologicté)si varianta.

Enzymatickd deacetylace je metoda prfemény chitinu na CHIT pomoci
chitindeacetylazy. Tato metoda nejen Setii energii, ale také chrani zivotni prostredi.
Problémy s vybérem, Slechténim, extrakci a kultivaci bakterii produkujicich vynikajici
enzymy vSak omezuji pouziti enzymovych metod. Proto je vybér vhodnych kmena

podporujicich produkci vysoce zivotaschopné chitindeacetylazy cennéjsi aplikaci [4].

Neustaly narast produkce odpada spojeny s rustem celosvétové produkce potravin
vyzaduje hledani vyuziti odpadi a vedlejSich produkti z potravinaiského prumyslu.
Produkce CHIT je v tomto ohledu ekonomicky zivotaschopnym prostfedkem a mize byt

dale efektivné vyuzita v nesCetnych aplikacich [6].

CHIT je povazovan za multifunk¢ni polymer pouzitelny k riznym ucelim diky
své univerzalnosti, biokompatibilite, stravitelnosti a nizké cené. CHIT a jeho sortiment
derivati ma Sirokou Skalu aplikaci vyuzivanych kfeSeni mnoha problému
v environmentalnim a biomedicinském inzenyrstvi. CHIT je diky svym zajimavym
vlastnostem jednim z nejslibnéjSich polymera na biologické bazi pro podavani 1€Civ,
tkaniové inzenyrstvi, genovou terapii a teranostiku. Rozmanité aplikace chitosanu a jeho

derivatl spocivaji v jeho unikatni struktufe a bioaktivite [6].

V soucasné dobé maji CHIT a jeho derivaty praktické vyuziti ve formé roztoka,

suspenzi, ¢astic, pryskyfic, kuli¢ek, nanocastic a hub, gelti/hydrogelti, pén, membran a
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filmu, vlaken, mikroskopickych vlaken a scaffoldi v mnoha oblastech. Mezi takové
oblasti fadime medicinu a biomedicinu, farmacii, kosmetologii, hygienu a osobni péci,
potravinarsky prumysl a vyzivu, zemédélstvi a agrochemii, textilni a papirensky prumysl,

a mnoho dalsich [8].
Jeho jednotlivé aplikace zahrnuji naptiklad:

- Potravinarsky pramysl: CHIT se pouziva jako nutricni slozka (potravinarské
pridatné latky, funk¢ni potraviny), pro antimikrobialni natéry ovoce a zeleniny,
v anticholesterolemickych dietnich vyrobcich a jako nutraceutika [8].

- Chemie: CHIT je pfedmétem zkoumani pro aplikaci v chromatografii, zelené chemii,
katalyze, membranové technologii a elektrochemii. Byl navrzen v tenkovrstvé
chromatografii pro separaci nukleovych kyselin a v zelené chemii pro vyrobu zelenych
rozpoustédel. Predpoklada se, ze chitosan bude hrat v téchto novych vyvojovych
smeérech velmi dalezitou roli [8].

Biotechnologie: Kromé toho je chitosan jako ekologicky Setrny biopolymer testovan
také pro aplikace v biotechnologiich pro Cifeni a Cisténi odpadni vody, sanaci,
odvodnovani kali a membranovou filtraci [8].

Farmacie: Chitosan a jeho derivaty lze pouzit jako roztoky, gely, tablety, kapsle,
vlédkna, filmy a houby. Lze ho pouzit pfi oralnim, ofnim, nosnim, vaginalnim,
bukalnim, parentalnim, intravezikalnim a transdermalnim podani a jako implantaty pro
podavani 1é¢iv v implantabilni 1 injekéni formé€. Vyuzivaji se zejména jeho
mukoadhezivni vlastnosti, gelace a komplexace (napt. s DNA) [8].

Medicina: Aplikace chitosanu zahrnuji farmaceutické formulace a podavani 1éCiv
razného typu (antibiotika, protizanétlivé latky, vakciny, proteiny, peptidy, rustoveé
faktory), antimikrobialni aplikace, genovou terapii, hojeni ran a popalenin,
regenerativni medicinu, tkanové inzenyrstvi (kosti, vazy, chrupavky, Slachy, jatra,
regenerace nervu a kuize), aplikace pro 1écbu rakoviny (terapie, diagnosticka strategie),
dermatologie, oftalmologie, stomatologie, biosenzory a mnoho dal$ich aplikaci, jako
je podpora imobilizovanych enzymu a veterinarni medicina. Chitosan se také pouziva
pro aplikace ve tkariovém inzenyrstvi jako ,,scaffold” a v hojeni ran jako bioaktivni
kryt. Jeho antibakterialni a protiplisfiové vlastnosti ve spojeni s biokompatibilitou jsou
zvlasté zajimavé pro osSetfeni ran. Materialy ve formé netkanych textilii, nanovlaken,
kompoziti, filma a houbi¢ek mohou urychlit hojeni ran a regeneraci ktuize. Tyto

materialy vyuzivaji také jeho hemostatické a mukoadhezivni vlastnosti ¢i jeho
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schopnost tvorby komplexti s rdznymi molekulami. Chitosan je biologicky
odbouratelny a enzymaticky se rozklada na oligosacharidy, které jsou nasledné
metabolizovany. Chitosan a jeho oligosacharidy maji také stimula¢ni u€inek na buriky.
Chitosan je potencialnim antioxidantem, ktery je schopen vychytavat volné radikaly
(napt. hydroxylové, DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) a superoxidové. Nékteré
studie ukazaly, ze chitosan vykazuje inhibi¢ni u¢inek na nadorové burnky [9, 10]. Pro
hojeni ran jsou vyznamné predevsim jeho ucinky na fibroblasty a jeho schopnost
potlaceni bakterialniho rastu [8].

Hojeni ran: Chitosanové materialy se v hojeni ran vyuzivaji v riznych podobach a
v kombinaci s celou fadou dalSich bioaktivnich latek. Hojeni ran zahrnuje piedevs§im
regeneraci poskozené mékké tkan€. Konkrétni forma krytu se voli na zakladé rozsahu
poskozeni, typu a hloubky rany, krvacivosti, pfitomnosti zanétu ¢i infekce a rady
dalsich faktora v¢. véku, vyzivy a zdravotniho stavu pacienta. U chitosanovych
hydrogela byla prokazana podpora reepitelizace a angiogeneze tkané. Pro podporu
dalsich d&ji je mozné chitosan kombinovat s dal§imi aktivnimi latkami. U
chitosanovych hydrogelt s chloridem lithnym byla prokazana schopnost snizit zanéty
rany, podpofit angiogenezi a urychlit regeneraci epitelu. Pti 1é¢bé€ infikovanych ran je
vyuziti chitosanu velice vyhodné. V pfipad€, kdy patogenni bakterie napadaji kizi a
podkozni tkan, vyvolavaji zanétlivy stav a znemoziuji hojeni, je nutné odstranéni
infekce 1 pfipadné nekrotické tkan€. Zde je mozné vyuzit pfirozené antimikrobialni
ucinky chitosanu a kombinovat je s jeho schopnosti vazat rizna 1éciva pro dosazeni
zvySeného antibakteridlniho uc¢inku. Byla popsana napfiklad inkorporace nanocastic
stiibra do chitosanovych hydrogelti. Dale byla popsana schopnost kombinace
chitosanu a ficinu inhibovat infekci a biofilm bakterie Staphylococcus aureus. U
chitosanovych membran s kurkuminem byla popsana schopnost inhibovat patogenni
bakterie a zaroven podporovat regeneraci vlaknité pojivové tkané. Zajimavé
biologické efekty pfi hojeni ran, jako napf. antioxidacni a imunomodulacni ucinek,
byly popsany také u riznych derivatd chitosanu. Napiiklad sulfat chitosanu muze
zlepsit funkci makrofagi tim, ze indukuje polarizaci makrofagi M1 na M2, a tim

podporuje hojeni diabetickych ran, u kterych se dysfunkce makrofagh vyskytuje [11].
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Bakterie jsou jednobunécné, prokaryotické organismy vyskytujici se v pude,
vzduchu 1 vodé (jsou vSudypfitomné). Buiika nese silnou tuhou buné¢nou sténu mimo
plazmatickou membranu (kvuli tomuto znaku jsou bakterie zafazeny do rostlinné fise).
Maji velkou variabilitu ve zpisobu vyzivy, to znamena, ze mohou byt autotrofni a
heterotrofni. Pii heterotrofnim zptisobu vyzivy mohou mit paraziticky saprofyticky nebo
symbioticky charakter. Vzhledem k jejich prokaryotické povaze jim chybi pravé jadro
(postradaji jadernou membranu a nukleol), geneticky material maji ve formé slozené
struktury genofor/ nukleoid/ zarodecné jadro. V bakterialni burice je ptfitomna DNA i
RNA (ribonukleova kyselina), kde DNA je ve formé& jednoho kruhového chromozomu a
v jeji DNA chybi zakladni bilkovina histon. Bunécna sténa je tvofena mukopeptidem.
Bakteriim chybi mitochondrie, Golgiho aparat, plastid a endoplazmatické retikulum.
Vsechny potiebné enzymy k dychani nalezneme v bunééné membrané. Vegetativni
rozmnozovani probihd zpravidla binarnim délenim, cystami, pu¢enim a endosporami

[12].

ribosomy

bicik

nukleoid

bun¥éna stena plazmaticka membrana

Obr. 2.1: Zakladni struktura bakterialni bunky (zdroj: autor).

Velikost bakterii se velmi lisi. Jsou tak nepatrné, Ze je nelze pozorovat pouhym
okem, ale kjejich pozorovani potfebujeme mikroskop. Kazda burika méfi priméme
1,25-2 um v prumeéru a 2-10 um na délku [12]. Dalo by se ocekavat, ze bakterialni buriky,
které jsou malé a relativné jednoduché, budou mit jednoduchy tvar a velikost, ale neni
tomu tak, protoze mikrobialni svét nabizi zna¢nou morfologickou rozmanitost. Dva
nejbéznéjsi tvary jsou vsak koky a tyCinky. Koky jsou zhruba kulovité buiky [13]
vétSinou s prumérem 0,5-1,25 um a nemaji bic¢iky [12], mohou existovat jednotlive, nebo
mohou byt sdruzeny v charakteristickych usporadanich, ktera mohou byt uziteCna pfi

jejich identifikaci. Mohou vznikat dlouhé fetézce kokd, a to, kdyz se buriky po opakované
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déleni slepi v jedné roving. Pfislusnici rodu Staphylococcus se déli v nahodnych rovinach
a vytvareji nepravidelné, hroznovité shluky. Tycinky, nékdy nazyvané bacily, se znacné
lisi pomérem délky a sitky [13], maji v priméru 0,5-1,2 pm na Sitku a v priméru 3-7 um
na délku a mohou, ale nemusi mit bic¢ik [12]. Tvar konce ty¢inky se u jednotlivych druht
Casto lisi a maze byt plochy, zaobleny, ve tvaru fotbalového mice nebo rozdvojeny.
Ackoli se mnoho tyCinek vyskytuje jednotlive, nékteré zistavaji po rozdéleni pohromadé

a tvori pary, nebo fetézce [13].

2.1.1 Klasifikace bakterii

Poté, co Christian Gram v roce 1884 vyvinul Gramovo barveni, se brzy ukazalo,
ze veétSinu bakterii lze rozdé€lit do dvou hlavnich skupin na zakladé jejich reakce na
Gramovo barveni. Grampozitivni bakterie se barvily fialoveé, zatimco gramnegativni
bakterie byly rizové nebo Cervené. SkuteCny strukturalni rozdil mezi témito dvéma

skupinami se ukézal az s pfichodem transmisniho elektronového mikroskopu (TEM).

Bunécna sténa typickych grampozitivnich bakteriich se sklada z jedné homogenni
vrstvy peptidoglykanu (mureinu) o tloustce 20-80 nm, ktera lezi mimo plazmatickou
membranu. Naproti tomu bunééné stény typickych gramnegativnich bakterii maji dvé
odlisné vrstvy: 2-7 nm silnou vrstvu peptidoglykanu pokrytou 7-8 nm silnou vné&jsi
membranou. Jednim zdualezitych znakt, ktery lze pozorovat u typickych
gramnegativnich bakterii, je prostor mezi plazmatickou membranou a vnéj$i membranou.
U typickych grampozitivnich bakterii se také nékdy vyskytuje mezi plazmatickou
membranou a bunécnou sténou. Tento prostor se nazyva periplazmaticky prostor a latka,

ktera tento prostor zaujima, se nazyva periplazma.

Mechanismus barveni podle Grama spociva v rozdilech v bunécné stén€¢ mezi
typickymi grampozitivnimi a typickymi gramnegativnimi bakteriemi. Pokud je bunécna
sténa odstranéna, typické grampozitivni bakterie se barvi gramnegativné. Pti barveni
Grama se bakterie nejprve obarvi krystalovou violeti, barvivem s kladnym nabojem, které
je pritahovano Cistym zapornym nabojem bakterialni buriky. Poté se oSetii jodem,
moftidlem, které interaguje s krystalovou violeti, vytvaii nerozpustny komplex, a tim
podporuje zadrzeni barviva. Kdyz se pak bakterie v kroku odbarveni oSetfi ethanolem,
pory tlustého peptidoglykanu, ktery se nachéazi vbunécnych sténach typickych
grampozitivnich bakterii, se zfejmé zmensi, coz zpusobi, ze peptidoglykan funguje jako
propustna bariéra, ktera brani ztraté krystalové violeti. Komplex barviva a jodu se tedy
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béhem kroku odbarvovani zachova a bakterie zlstavaji fialové i po pfidani druhého
barviva. Naproti tomu peptidoglykan v typickych gramnegativnich bunécnych sténach je
velmi tenky, neni tak silné€ zesitovany a ma vétsi pory. OSetieni alkoholem muze také
z vn¢j§i membrany ziskat dostatek lipidu, které dale zvysi porovitost bunécné stény.
Z téchto davodu alkohol snadnéji odstranuje komplex krystalové violeti (fialové) a jodu
a odbarvuje builky. Protibarvivo safranin, rovnéz barvivo s €istym zapornym nabojem,

snadno obarvi odbarvené buriky tak, ze se jevi Cervené nebo razové [13].

2.1.2 Bakterialni adheze

Bakterialni (bakt.) adheze a interakce s povrchem je zasadni pro kontrolu biofilmu
a je ovlivnéna chemickym slozenim a strukturou povrchu (hustota kladného naboje,
drsnost, topografie a smacivost). Vét§ina povrcha bakt. bunék je zaporné€ nabita a diky
elektrostatické sile je vysoce pfitahuje kladné nabity povrch. Naopak negativné nabity
povrch materialu maze bakterie odpuzovat. Roli zde vSak hraje cela tada dalSich
proménnych vCetn€ slozeni kultivacniho média, jeho pH ¢i pfitomnosti proteint, které

povrch mohou obalovat [14].
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Obr. 2.2: Tlustrace bakterialni adheze na nanovlaknech (pfevzato s upravami z [ 14]).
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U CHIT je znam jeho inhibi¢ni ucinek na bakterie. Ackoli pfesny mechanismus
antibakterialni aktivity neni dosud zcela objasnén, existuje fada teorii popisujicich princip
jeho ucinku. Nejrozsitenéjsi spociva v jeho vazbé na zaporné nabitou bunécnou sténu
bakterii, coz zpisobi naruseni buiky, a tim zménu propustnosti membrany. Tento i dalsi
mechanismy jeho ucinku jsou spojovany s aminoskupinou na jeho molekularnim fetézci.
Polykationicka struktura chitosanu je pfedpokladem antibakterialni aktivity vzhledem
k tomu, ze pH prostiedi je nizsi nez pKa chitosanu, hraje v antibakterialni aktivité
primarni roli elektrostatickd interakce mezi polykationtovou strukturou a prevazné
aniontovymi  slozkami  povrchu mikroorganismi (jako jsou gramnegativni

lipopolysacharid a povrchové proteiny bunék).

Aminoskupina ve struktufe chitosanu muze byt pfeménéna na protonovanou
aminoskupinu, ktera propujCuje chitosanu polykationtové vlastnosti. Bunétné stény
grampozitivnich bakterii se skladaji pfevazné z kyseliny teichoové, ktera je zaporné
nabita a muZze reagovat s chitosanem prostiednictvim elektrostatickych interakci, coz
vede k destrukci bakterialni bunécné stény, ztraté bunécné funkce, a nakonec k bunécéné
smrti. Protonované aminoskupiny v chitosanu interaguji s anionty lipopolysacharidi
pfitomnych na vnéj§i membran€ gramnegativnich bakterii, coz vede k bakteriostatickému
ucinku. Kromé toho muze chitosan prochazet membranami bakterialnich bunék a
narusovat transkripci a translaci genetického materialu, ¢imz ovliviiuje normalni

bunéénou funkci, zpsobi inhibici replikace DNA a nasledné bunécnou smrt [11].

Dalsim moznym mechanismem je, ze CHIT pusobi jako chelata¢ni ¢inidlo, které
se selektivné vaze na stopové prvky kovi, ¢imz zapfiCifiuje tvorbu toxint a inhibici

mikrobialniho rastu [11].

Chitosan vykazuje silngjsi antibakteridlni vlastnosti proti grampozitivnim
bakteriim nez proti gramnegativnim bakteriim [4].
Faktory ovliviiujici antibakterialni vlastnosti

Rozdily v baktericidni Gi¢innosti chitosanu jsou zptsobeny riznymi faktory. Mezi
takové faktory fadime koncentraci CHIT, molekulovou hmotnost, hustotu kladného
naboje, hydrofilni a hydrofobni charakteristiku, chelata¢ni schopnost, pH, iontovou silu,

fyzicky stav, teplotu a Cas a mikrobialni faktory [2]. Hustota kladného naboje stejné jako
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iontova sila a dalsi jsou pfimo zavislé na stupni deacetylace, a tedy poctu a stavu

aminoskupin na fetézci chitosanu. Kromé poctu aminoskupin navazujicich na C-2 na

fetézci je pro elektrostatické interakce dulezita mira protonace téchto skupin. Kdyz se

zvysi hustota kladného naboje chitosanu, zvysi se nasledné i antibakterialni u¢innost [2].

Faktory, které ovliviyji antibakterialni u€innost CHIT jsou definovany nize.

Koncentrace chitosanu: Pii nizSich koncentracich se CHIT véaze na negativné
nabity povrch buriky, narusuje bunéénou membranu a zptsobuje smrt bunky tim, ze
vyvolava unik intracelularnich slozek. Zatimco pifi vysSich koncentracich muze
protonovany chitosan pokryt povrch buriky a zabranit tiniku intracelularnich slozek.
Kromé toho se kladn€ nabité bakteridlni buiiky navzijem odpuzuji a zabrafuji
agregaci [2].

Molekulova hmotnost: Cetné studie baktericidni aktivity chitosanu pfinesly
nejednoznacné vysledky, pokud jde o korelaci mezi antibakterialni aktivitou a
molekulovou hmotnosti chitosanu. Nékteré studie uvadeji, ze zvySovani molekulové
hmotnosti chitosanu vede ke snizovani jeho aktivity vici E. coli, zatimco v jinych
studiich vykazoval chitosan s vysokou molekulovou hmotnosti vét§i aktivitu nez
chitosan s nizkou molekulovou hmotnosti [2].

Hustota kladného naboje: Vyznam polykationtové struktury v antimikrobialni
aktivité potvrzuje obrovské mnozstvi literatury. Vyssi hustota kladného naboje vede
k silnému elektrostatickému ptsobeni CHIT [2]. Cim vyssi je stupeii deacetylace
chitosanu, tim vyssi je poCet aminoskupin dostupnych pro protonaci a tim je silné;si
jeho antibakterialni aktivita [7]. Jedna studie uvadi, ze CHIT s vyS§im stupném
deacetylace je schopen i inhibice ristu patogenni bakterie Staphylococcus aureus,
ktera zpusobuje vyznamné komplikace u kontaminovanych ran [2].

Chelatacni schopnost: Chitosan ma vysokou chelata¢ni kapacitu pro rizné kovové
ionty v kyselych podminkach a je Siroce pouzivan k odstraniovani nebo regeneraci
kovovych iontd v rdaznych pramyslovych odvétvich. Ionty kovl, které se spojuji
s molekulami bunécné stény mikroorganismu, maji zasadni vyznam pro stabilitu
bunééné stény. Chelatace takovych kovovych ionti zprostfedkovana chitosanem
byla Casto uvadéna jako mozny zpusob antimikrobialniho ucinku. Chelatace hraje
roli nejen v kyselém stavu, ale je také schopna spojovat dvojmocné ionty kovi
v neutralnim stavu. Kromé toho se prostiednictvim chelatacni schopnosti pfipravuje

komplex chitosanu s kovy, ktery vykazuje silnou antimikrobialni aktivitu [2].
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pH: Antimikrobialni aktivita chitosanu je zavisla na pH. Chitosan je totiz rozpustny
v kyselém prostfedi a jeho molekula se pfi pH niz§im nez pKa (6,3-6,5) stava
polykationtni. Uvadi se, ze chitosan vykazuje antibakteridlni aktivitu pouze
v kyselém prostiedi, coz se neprokazalo jako zcela spravné — CHIT rozhodné
vykazuje silngjsi inhibi¢ni u€inek pfi niz§im pH, pficemz inhibicni aktivita slabne se
zvySujicim se pH. Nicméné pfi neutralnim pH neztraci CHIT svou antibakterialni
ucinnost zcela, jak se nékdy mylné uvadi. O antimikrobialni aktivité chitosanu
v alkalickych podminkéch je v§ak znamo jen malo [2].

Fyzicky stav (forma/struktura): Antimikrobialni aktivita chitosanu muze byt
ovlivnéna také formou, strukturou a mirou hydratace. VSechny tyto parametry mohou
ovlivnit dostupnost molekul chitosanu, a tim 1 rychlost jejich interakce s bunécnou
sténou ¢1 molekulami. CHIT dobfe dostupny na povrchu materialu v protonované
formé ma roztahujici vliv na antibakterialni ucinek. Z hlediska dostupnosti jsou pro
antibakterialni u€innost vyhodnéj$i hydratované formy (napt. hydrogely) ¢i mikro a
nanomateridly (mikrosféry, nanoc¢astice, nanovlakna). Vyznamnym parametrem je
zde ale také pripadna mira sitovani, které vede ke stabilizaci struktury, vSak muze
antibakterialni GiCinek snizovat [2].

Teplota, ¢as a stabilita: Antibakteridlni Gc¢innost chitosanu je pifimo ovlivnéna
dobou expozice a také vnéjSimi podminkami, jako je teplota. Vliv na vlastnosti
materiald maji také podminky skladovani. Bé&hem skladovani se mohou meénit
specifické vlastnosti chitosanu. Miaze dochazet k jeho degradaci, a tim ke zméné
molekulové hmotnosti i viskozity u hydrogelovych forem. Skladovani mize snizovat
antibakterialni aktivitu chitosanu [2].

Bakterialni faktory: Piestoze ma chitosan Siroké spektrum antimikrobiélni aktivity,
vykazuje riznou inhibi¢ni uc¢innost vi¢i riznym bakteriim v zavislosti na jejich typu.
Vyznamny rozdil byl zaznamendn mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi. Riiznorodost jeho Gi¢inku u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
je dana rozdilnymi vlastnostmi bunécného povrchu a slozeni bunééné stény, jak jiz

bylo popsano v 2.1.1 [2].
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Nanovlakna jsou nejéastéji definovana jako vlakna s primérem niz§im nez 100 nm.
Nékdy jsou timto terminem oznacovana také vlakna s primérem pod 1000 nm, pro ktera
by bylo vhodnéjsi oznacCeni ,,submikronova vlakna“ [15]. Vlastnosti nanovlaken a mozné

zpusoby jejich vyroby jsou popsany nize.

Vlastnosti nanovlaken: Nanovlakna jsou jedine¢na fadou vlastnosti v¢. fyzikalnich,
chemickych, mechanickych a elektrickych, které jim umoziiuji vyuziti v riznych

oblastech.

Mezi fyzikalni vlastnosti fadime vysokou porovitost, kontrolovatelné pory, malou
velikost port, vicerozmérnou strukturu a vysoky pomér povrchu k objemu. Zminéna
vysoka porovitost a kontrolovatelné pory poskytuji vyhodu pfi pouziti téchto vlaken
v obvazech na rany. Diky existenci malych poril je umoznéna vyména plyni mezi ranou
a okolim, a navic mala velikost pora zabrariuje pronikani bakterii do rany. Diky vysokému
pomeéru povrchu nanovlaken k jejich objemu a vysoké stabilité se Casto pouzivaji jako
filtry pro Cisténi vody a vzduchu. Nanovladkna jsou schopna odstrafiovat zvody
znecist'ujici latky, jako jsou té€zké kovy, organické latky a bakterie, ale jsou také schopna
odstraniovat ze vzduchu ¢astice prenasené vzduchem, jako je pyl a prach, coz z nich déla

idealni kandidaty pro pfislu§né filtry vody a vzduchu.

Mezi chemické vlastnosti patii biodegradabilita, biokompatibilita a netoxicita.
Tyto vlastnosti jsou vSak siln€ zavislé na konkrétnim materialovém slozeni. Vyuzitelnost
nanovlaken v mediciné a hojeni ran je tedy zavisla nejen na jejich strukture, ale zeyména
na jejich slozeni. To jim muze propujCovat bioaktivni charakter a pfimo podporovat

biologické déje v rané.

Mezi mechanické vlastnosti fadime flexibilitu, elasticitu, pfizpisobivost (self-
adjustment) a u nékterych 1 samoopravnost (self-repairing) [15]. Jejich flexibilita a
elasticita umoziuje pfizplisobeni tvarovym nerovnostem povrchu. Této vlastnosti se
vyuziva v riznych oblastech primyslu a vyhodna je také v hojeni ran, kdy nanovlakna

mohou dobfe kopirovat nerovnosti rany.

Mezi elektrické vlastnosti patii jejich schopnost reakce na podnéty z okoli, a
zejména vodivost. Pro dosazeni téchto vlastnosti, které umoziuji jejich vyuziti tfeba

v oblasti senzoriky, se vSak Casto vyzaduji dal§i modifikace.
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Nanovlakna poskytuji jedine¢né strukturni vlastnosti, ale maji také omezeni.
Mezi ta patii napt. nizka mechanické pevnost, ¢i omezena reprodukovatelnost s moznosti
prumyslové vyroby. VSechny tyto parametry jsou zavislé na konkrétnim sloZeni a

technologii vyroby [16].

Zpusobt, kterymi lze vyrobit nanovlakna, je hned né€kolik. Pfi rozdéleni do
zakladnich skupin na zakladé mechanismu formovani vlaken se jedna o technologie
vyuzivajici k tvorb& nanovlaken elektrickou silu, mechanickou silu a hydrodynamickou
silu. Tyto skupiny se dale déli dle specifik vyroby a spadaji do nich naptiklad vyroba
jednotlivych orientovanych submikronovych vlaken metodou dlouzeni (drawing),
odstredivého zvlaknovani, samoorganizace ¢i fazové separace [12, 15]. V praxi se
nejCastéji vyuzivaji a vyvijeji technologie na bazi elektrické sily — nejCastéji
elektrostatické zvlakniovani (electrospinning). Nejpouzivanéj§im zpusobem vyroby je
elektrostatické zvlakfiovani stejnosmérmym proudem (DC). Zvlakfiovani stejnosmérnym
elektrickym proudem se dale déli na elektrické zvlaknovani jehlové (zkapilar) a
bezjehlové. Elektrické zvlaknovani spociva na principu, ze rozdil elektrickych potencialti
mezi elektrodou a kolektorem ovliviiuje hladinu zvlaknované kapaliny, nejcastéji
mluvime o polymernim roztoku. Musi vybudit takzvanou nadkritickou hodnotu intenzity
elektrického pole E, ktera lokalné zpusobi zvySenou hodnotu elektrického tlaku nad
hodnotu kapilarniho tlaku (u kapilarmi elektrody). Kapilarni tlak je duasledkem
povrchového napéti a kiivosti kapalinového télesa. Timto dochézi k hydrodynamické
nestabilité, kterd se projevi v podobé polymernich trysek, znichz se po odpafeni

rozpoustédla vytvoii submikronova vlakna nebo nanovlakna [12].

Stabilni

tryska
Bicujici
nestabilita

Zdroj vysokého v A
napéti Roztok AN

- 0-6. - - Jehla x‘
1
+ =) |

Stfikackove
cerpadlo

» Vlakna

" Kolektor

Obr. 3.1: Zatizeni pro electrospinning (pievzato s upravami z [17]).
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Bezjehlové stejnosmémné elektrické zvlaknovani (needleless electrospinning) je
jedna z metod elektrostatického zvlaknovani za pouziti zvlaknovacich elektrod, které
neuzaviraji zvlaknovanou kapalinu v kapilafe. Nekdy se tyto metody oznacuji jako
metody zvladkfiovani z volné hladiny polymerniho roztoku. Objevuji se zde statické a
dynamické zvlaknovaci elektrody, kde dynamické zvlakniovaci elektrody pii zvlakinovani
vykonévaji pohyb, nejcastéji se jedna o rotacni pohyb ¢i ptimocary posuvny pohyb

(zatizeni Nanospider TM) [15].

Mezi ruznymi technikami uvadénymi v literatufe je systém electrospinningu
zvolné hladiny jednou znejvyuzivangjSich technologii pro kontinualni a masovou
vyrobu nanovlakennych vrstev. Technologie Nanospider byla poprvé vyvinuta panem
profesorem Jirsakem a kolegy v roce 2004 a poté byla komercializovana a zdokonalena
spolecnosti Elmarco. Puvodni princip zafizeni Nanospider byl zalozen na rotujici
elektrodé ponofené do polymerni lazné. Povrch rotujici elektrody byl pokryt tenkou
vrstvou polymerniho roztoku a vystavenim silnému potencidlu dochazelo na celém
povrchu valcové elektrody k formovani Taylorovych kuzelG a polymernich trysek.
Nejvétsi rozdil mezi prvni (zvlakiovani z odvalyjici se elektrody) a novou generaci
Nanospideru (dratovy electrospinning) je v typu elektrody a podavajici jednotky.
V technologii nové generace je pro podavani roztoku pouzita staticka draténa elektroda a
pohybliva jednotka s polymernim roztokem (nanéaSeci hlava). Efektivni elektrostatické
pole na tenkém dratu je vys§i nez na povrchu valecku, coz mize ovlivnit proces
zvlaknovani u riznych polymernich roztoktu. Uzavieny systém nanaseci hlavy zamezuje
odparu rozpoustédla a umoziiuje udrzet viskozitu roztoku v pribéhu Casu stabilni.
Zafizeni Nanospider pomoci dratové elektrody zabranuje nezddoucim zménam
polymerniho roztoku pfi dlouhodobém pouzivani. Vyhodou pouziti zatizeni Nanospider
s dratovou elektrodou je snadna tvorba nanovlaken na tenkém dratu. Mira produktivity je
velmi vysoka; vlakna jsou tenka (80-700 nm) a maji uzsi distribuci praimért (mensi

smérodatnou odchylku) [18].

26



N
=

Obr. 3.2: Schéma nanospideru nové generace.
(A) Nadrz na roztok ptivadejici roztok smérem k dratu, (B) dratova elektroda, (C)
plocha pro spradani, (D) odbérny valec pfipojeny k podkladovému materialu a (E) zdroj
vysokého napéti (pfevzato z [19]).

3.2 Vyuziti nanovlaken v mediciné

V oblasti mediciny maji nanovlakna celou fadu moznych vyuziti — ta zahrnuji
pokrocilé prostfedky osobni ochrany (rousky), membrany pro kapalinovou separaci,
membrany pro filtraci plynd (napf. interiérové antibakterialni filtry pro nemocnic¢ni
prostory), nanovlakenné kryty ran i systémy pro dopravu léciv. Hledaji se rizné u¢innéjsi
a kontrolovangj§i nosi¢e 1ékt napf. pro protinadorovou terapii. V soucasné dobé je
pozornost vénovana také moznému vyuziti nanovlaken jako scaffoldi pro tkariové
inzenyrstvi riznym typam tkani. Zde se vyuziva predpokladu podobnosti
nanovlakennych struktur a mezibunécné hmoty (ECM). Nanovlakenné tkafiové scaffoldy
jsou povazovany za velmi nadéjné feSeni, které by mohlo pomahat zdravi a kvalité zivota
mnoha pacientd po celém svété. Diky jejich usporadané porézni vlaknité strukture a
podobnosti nanovlaken s pfirozenymi biologickymi tkanémi mohou z mnoha divodu
vytvoftit jedine¢nou tfidu materiald. Povrchova plocha a povrchova energie nanovlaken
jsou ve srovnani s jinymi materidly mnohem vyssi, coz umoziuje lep§i adhezi bunék,
interakce s proteiny a lé¢ivy. Nanovlakna tedy predstavuji velice zajimava material, ktery
muize svou architekturou stimulovat dée na mikroskopické urovni, zatimco na

makroskopické arovni poskytuji mechanickou pevnost a fyziologickou pfijatelnost [20].

27



Polymery vhodné pro pfipravu nanovlakennych materialii v mediciné

Priprava nano- a mikrovlakennych materiali mize vychazet z riznych polymert
(syntetickych i pfirodnich), ale také jejich kombinaci. Pfi volb€ materialu se vzdy vychazi
z pozadavkii na finalni produkt zhlediska vlastnosti, jako doba biokompaibilita,
biodegradabilita, doba degradace, hydrofilita’hydrofobita povrchu, interakce s dal§imi
molekulami a mechanické vlastnosti. Vyznamné je také, aby nevyvolavaly ani nezadouct

imunologické reakce.

Z prirodnich polymera mizeme napiiklad uvést kolagen, zelatinu, hedvabi (silk
fibroin), chitosan, Skrob, kyselinu hyaluronovou nebo celuldzu. U piirodnich polymera
se objevuji 1jejich nevyhody, jako naptiklad rychl4 degradace, coz pro nas znamena vyssi
riziko pretizené tkané nebo limitace mechanickych vlastnosti a také jejich omezenost
v dostupnosti a variabilité slozeni. Zminénou variabilitou myslime variabilitu zdroju, a

tim padem i variabilitu vyslednych produkta.

Pfi pozadavku na zvySenou stabilitu ve vodném prostiedi a vys$i pevnost se
obracime na syntetické polymery, u kterych mizeme Iépe zajistit identickou chemickou
strukturu a s tim je spojena i stabilita vlastnosti vyslednych materiald. V tomto sektoru
polymert si mizeme vybrat z nékolika nasledujicich nebiodegradabilnich a pomalu
degradujicich polymerd. Radime sem polyuretany (PU), poly (dimethyl siloxan)
(PDMYS), poly (ethylen tereftalat) (PET), poly (methyl methakrylat) (PMMA), polyamidy
(PA) nebo tieba polystyren (PS).

Ze syntetickych polymera se zkoumaji také ty s kratsi dobou degradace. Zkouma
se jejich pouziti, napfiklad pro konstrukci scaffoldi pro tkanové inzenyrstvi. Zde se
predpoklada, ze po implantaci je jejich funkce docasna a struktura scaffoldu by méla byt
postupné zcela nahrazena novou tkani. Rychlost degradace polymeru by proto méla
odpovidat rychlosti obnovy poskozené tkané. Tyto scaffoldy mohou soucasné slouzit jako
nosice bioaktivnich latek (drug delivery systém), které se uvoliiuji v prubéhu degradace.
Pro tyto aplikace se nejlast&ji pouZivaji alifatické polyestery schvalené Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (Food and Drug Administration of the United States of
America, FDA). Mezi takové schvalené alifatické polyestery patii polykaprolakton
(PCL), kyselina polymlécna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a jejich kopolymery
PLGA (kopolymer kyseliny mlécné a kyseliny glykolové) a PLCL (kopolymer kyseliny

mlééné a kaprolaktonu). Degradace zminénych alifatickych polyesteri probiha
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hydrolyticky, to znamena §tépenim esterové vazby (RCOOR®) za piitomnosti vody.
Béhem této degradace nevznikaji zadné toxické produkty. VSechny uvedené piirodni 1
syntetické polymery byly uspésné zpracovany metodou elektrostatického zvlakiovani do
podoby nanovldken anebo vldken submikronovych. Rychlost degradace je kromeé
chemického slozeni nejzasadnéji ovlivnéna délkou molekularnich fetézcl, ale také
formou scaffoldu. Vzhledem k vysoké porozité a velkému specifickému povrchu dochazi

zpracovavanim do nanovlakenné podoby ke zkraceni doby degradace [15].

3.3 Nanovlakna s antibakterialnim ucinkem

V poslednich desetiletich se v dasledku rostouci rezistence bakterii vaci
antibiotikiim stal celosvétovou hrozbou vyskyt multirezistentnich (MDR) bakterii neboli
,,superbakterii“. Z toho divodu jsou hledany nové materialy se zvySenou antibakterialni
ucinnosti, které by mohly byt vyuzivany v oblasti filtrace, osobni hygieny i mediciny,
napf. pro kryti ran. Nanovlakna mohou bojovat proti bakteriim diky membranovému
efektu danému jejich strukturou. Elektrostaticky zvlaknéna nanovlakna vykazuji
jedinecné fyzikalné-chemické vlastnosti, které je mozné doplnit o antibakterialni uc¢inek
vhodnou upravou bez naruseni jejich struktury a ztraty porozity. Antibakterialniho u¢inku
nanovlaken je mozné dosahnout dvéma hlavnimi zptisoby — upravou povrchu, anebo
hmoty vlaken. Nejcastéji se vyuziva inkorporace antibakterialné aktivnich latek pfimo do

hmoty nanovlaken, jak ukazuje schéma viz.Obr. 3.3.
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Obr. 3.3: Schéma zvlaknovaciho zafizeni a varianty electrospinningu. (pfevzato
s upravami z [14]).
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Obr. 3.4: Znazornéni riznych mechanismu piisobeni antimikrobialnich latek
obsazenych v nanovlaknech na buriky bakterii.

Prostednictvim: 1) naruseni bunéné membrany/bunécné stény; 2) inhibice bunéénych
metabolickych drah; 3) inhibice DNA a genové exprese; 4) vyvolani bunécného stresu;
5) toxikace nanomaterialy na bazi kovt; 6) hyperpolarizace bunék. (pfevzato
s upravami z [14]).

Povrch nanovlaken 1ze modifikovat a funkéné€ vyuzit jako konformni povrchovou
vrstvu pro zajisténi fizené interakce s mikroorganismy. Povlakovani povrchu nanovladken
antibakterialnimi substraty muze dale zlepsit topografii nanovlaken, a podpofit tak
specifické interakce mezi bakteriemi a nanovlakny. Timto zptsobem mohou byt
upravovana nanovlakna z pfirodnich i syntetickych polymert. Tab. 3.1 shrnuje zakladni

vlastnosti nanovlakennych materialti pro antimikrobialni aplikace [14].
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Tab. 3.1: Klicové vlastnosti nanovlaken pro antimikrobialni aplikace (pfevzato z [14]).

Vlastnosti

Utinky

Odkazy

Nano velikost

Nanovlakna s velikosti pod 1000 nm, jsou
podobna velikosti bakterii, a mohou tak

zlepsit jejich zachyceni a inhibici.

[21-25]

Pomér plochy k objemu

Nanovlakna s mensim primérem poskytuji
vétsi pomér povrchu k objemu pro u€innou
inkorporaci antimikrobialnich

terapeutickych latek.

[26-29]

Vysoka porovitost a

malé pory

Vysoka porovitost umoziuje vyssi
dostupnost 1é¢iva nebo antimikrobialnich
latek do nanovlaken, zvySuje zachyt bakterii

na povrchu nanovlaken.

[30-32]

Propojené pory

Podporuji vymeénu kysliku a zivin, zajist'uji
strukturalni stabilitu, podporuji proliferaci
bunék a zajistuji trvalé uvolilovani

antimikrobialnich latek.

[31, 33-35]

Pfi vyrobé antibakterialnich nanovlaken se nejCastéji pouziva strategie

zabudovani antibakterialnich latek do vldken. Metoda zvlakiiovani potom urcuje ulozeni

aktivni latky do polymerniho roztoku pred electrospinningem, 1ze dosahnout homogenni

distribuce v celé hmoté vlakna. Vyuziti koaxialniho elektrostatického zvlaknovani vede

k tvorbé struktury ,,jadro/obal“ a k omezeni ucinné latky v jedné z téchto Casti vlakna.

Dal§i moznosti je zapouzdieni (enkapsulace) uc¢inné latky do nanocastic pied jejich

rozptylenim ve zvlakinovacim roztoku. Antibakterialniho u¢inku je mozné dosdhnout také

naslednou tpravou vlakna po electrospinningu za ucelem premeény prekurzoru na jeho

aktivni formu nebo navazanim a¢inné latky na povrch vlakna.
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Obr. 3.5: Ruzné metody inkorporace biocidli do elektrospunovanych nanovlaken.
1. michani/dispergace uc¢inné latky v roztoku polymeru pred electrospinningem; 2.
uzavieni aktivni (uc¢inné) latky v jadru vlakna pomoci koaxidlniho electrospinningu; 3.
zapouzdieni/adsorpce aktivni latky v nanostrukturach pfed disperzi v roztoku
electrospinningu; 4. preména prekurzoru na aktivni latku v nanovlakna po
electrospinningu; 5. pfipojeni aktivni latky na nanovlékna po electrospinningu. (pievzato
s upravami z [36]).

Do nanovlaken mohou byt jako antibakterialni slozka inkorporovany rizné typy

latek. Takovymi latkami jsou napftiklad:

Antibiotika: Obecné se polymer rozpusti v organickém rozpoustédle, jako je
DMF, chloroform, methanol nebo hexafluoroisopropanol. Antibiotikum se
nejprve rozpusti ve stejném nebo jiném rozpoustédle a za stalého michani se
pomalu pfidava do roztoku polymeru, aby vznikl homogenni roztok pted
electrospinningem. Touto metodou lze pfizpusobit velky rozsah mnozstvi
antibiotika, které ma byt vlozeno do nanovlaken, a to Upravou pocatecni
koncentrace 1éCiva v roztoku pro electrospinning. Koncentrace pouzitych
antibiotik se znacné lisi. Zahrnuti antibiotik do roztoku polymeru mize mit vliv
na zvlaknitelnost polymeru a na jeho vlastnosti, jako morfologie nanovlaken
v disledku zmén viskozity, povrchového napéti a vodivosti roztoku. Pro dosazeni
antibakterialni aktivity pfi zachovani vlastnosti nanovlakenné membrany muize

byt pouzito dvouproudové -electrospinningové usporadani, které umoziuje
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soucasnou vyrobu dvou riznych druhti nanovlaken na stejné membrané [37]. Tuto
metodu pouzil naptiklad v [38, 39] a dal§i. Vysledna kompozitni membrana
vykazovala vysokou elasticitu, pevnost v tahu a schopnost udrzet steh, ale vyrazné
snizenou smrstitelnost. Prestoze pfimichani antibiotik do polymerniho roztoku
pred electrospinningem je jednoduchad a univerzalni metoda, jak do prakticky
jakychkoli polymernich nanovlaken nahrat velké mnozstvi 1éCiv, je zfejma 1 jeji
nevyhoda. Antibiotika totiz maji v nanovlaknech tendenci se ve vodném roztoku
vyluhovat, coz je jev, ktery byl oznacen jako skokové uvolnéni 1éciva. Tento jev
by pravdépodobné snizil ucinnost nanomembran proti bakteriim, jakmile by
uvolnitelné mnozstvi dosahlo pod kritickou troven. K zajisténi prodlouzeného
uvoliovani bylo pouzito nekolik strategii. Jednim ze zpuisoblu je pouziti
technologie koaxialniho electrospinningu, kdy vné&jsi roztok obsahuje polymer a
vnitini roztok antibiotikum. Polymer tvofi plast (nebo obal), ktery zapouzdiuje
antibiotickou slozku (jadro) v nanovlaknech. Pristupy k dosazeni prodlouzeného
uvolfiovani jsou adsorpce nebo enkapsulace 1éCiva v nanostruktufe pied jeho
rozptylenim v roztoku polymeru [36]. Obéma metodami byla zvldknéna napft.
antibiotika tetracyklin a amoxicilin. Pfiklady dal§ich uspésné zvlaknénych
antibiotik jsou uvedeny v Tab. 3.2.

Antiseptika: Jedna se o latky Sirokospektralné ucinné proti grampozitivnim 1i
gramnegativnim bakteriim, které vSak maji nizkou toxicitu pro ¢lovéka. VétSina
téchto antiseptik byla pouzita na bézna vldkna a textilie pro antibakterialni Gpravu.
Stejné jako v pfipadé antibiotik se tyto biocidni latky s malymi molekulami
obvykle resuspenduji v polymernich roztocich pfed electrospinningem.
Jednoduché michani, stejn€ jako u antibiotik, téméf vzdy vede k narazovému
uvolfiovani u¢innych latek z nanovladken ve vodnych roztocich. Nékteré z téchto
latek vSak maji ve své struktufe funkéni skupiny, které mohou byt vyuzity
k navazani na povrch vlakna a zpomalit tak proces uvoliiovani [36]. Prikladem
uspesné zvlaknéného antiseptika je chlorhexidin.

Nanocastice stribra (AgNP): Stiibro (ionty a Castice) je jiz dlouho znamo jako
ucinna antibakterialni latka a pouziva se v lIékarstvi a pfi konzervaci potravin.
Pouziti AgNP jako antibakterialni latky vzbudilo zvlastni zajem, protoze
nanocastice samy o sobé mohou mit antibakterialni aktivitu a jejich velky povrch
usnadriuje uvolfiovani iontd kovu. AgNP Ize do nanovlaken vnést v riznych

fazich, tj. 1) pfimichanim (blending) pfedem syntetizovanych AgNP do
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polymerniho roztoku pfed electrospinningem, 2) syntézou de novo AgNP
v polymernim roztoku v prekurzoru a 3) syntézou AgNP in situ v nanovlakné po
electrospinningu. Nejjednodus$i a nejCastéji pouzivanou metodou vyroby
nanovlaken s obsahem AgNP je uplné rozptyleni pfedem piipravenych AgNP
v roztoku polymeru pied electrospinningem. Upfednostiiuji se koloidni roztoky
AgNP. Pridani predem piipravenych AgNP do polymerniho roztoku pred
electrospinningem je sice jednoduchy zplsob vyroby antibakterialnich
nanovlaken, ale tato metoda vyzaduje predchozi pfipravu nanocastic a mize byt
problémem uplné rozptyleni AgNP v polymernim roztoku. Mnoho studii proto
uvadi jednostupiiovou piipravu roztoku AgNP/polymer, pficemz jako prekurzor
se pouziva AgNOs (dusi¢nan stfibrny) a jako reduk¢ni Cinidlo pro syntézu AgNP
rozpoustédlo. Pfi této syntéze v roztoku vznika rovnomeérna disperze AgNP,
castecné diky stabilizacnimu ucinku. Nakonec je mozné syntetizovat AgNP in situ
pfi naslednych upravach nanovlaken z AgNQOs, které byly ptidany do roztoku pro
electrospinning. Nejbe&zné&jsi naslednou upravou je zahiivani nanovlaken. Sttibro
muze byt také naneseno na predem pfipravena nanovlakna, a to bud’ za pouziti
AgNP, nebo AgNOs jako prekurzoru [36]. Piiklady nanovldken s AgNP jsou
uvedeny v Tab. 3.2.

Nanocastice oxidu kovu: Nanocastice oxidu zineCnatého (ZnO) a oxidu
titani¢itého (TiO2) vykazuji kromé& dobfe znamé fotokatalytické aktivity a
absorpce UV zafeni také vynikajici antibakterialni aktivitu po nebo béhem UV
zateni. Ve srovnani s AgNP je vSak hlavnim omezenim oxidi kovu to, ze
k dosazeni antibakterialni aktivity potfebuji UV oSetfeni, coz je podminka, ktera
muze byt pfi pouziti nanovlaken (napft. jako biomaterial nebo filtraéni médium)
obtizné splnitelna. Stejné jako v pripadé AgNP lze i tyto nanocastice oxidi kovu
zavést do nanovlaken nekolika pfistupy. Zaprvé, predsyntetizované nanocastice
ZnO nebo Ti102 lze ptidat do roztoku polymeru pred electrospinningem. Zadruhé,
nanocastice oxidu kovl 1ze syntetizovat v roztoku polymeru z prekurzort. Zatieti
byl popsan hybridni proces dvojiho electrospinningu a elektrosprejovani k vyrobé
nanovlaken zdobenych nanocasticemi [36].

Chitosan (CHIT): Chitosan je deacetylovany derivat chitinu, podle rozsahlych
praci inhibuje rust mikrobti. Tato antibakterialni schopnost spolu s jeho
netoxicnosti, biologickou odbouratelnosti a biokompatibilitou usnadiiuje nové

vyuziti CHIT v medicin€. Pfirozend antibakterialni vlastnost CHIT umoziiuje
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vyrabét antibakterialni nanovlakna bez pouziti biocidu. Kvuli své polykationtové
povaze v roztocich vS§ak CHIT nelze snadno zpracovat do nanovlaken pomoci
electrospinningu. Cistd CHIT nanovlakna navic byvaji malo pevna a nachylna
k bobtnani v roztoku, pokud nejsou stabilizovana napf. zesitovanim
glutaraldehydem (GTA). K prekonani téchto problémt byl CHIT smichan
sruznymi jinymi latkami, aby wvznikla siln€j§i antibakterialni kompozitni
nanovlakna. CHIT nebo jeho derivaty se Casto pouzivaji v kombinaci s AgNP
k dalsimu zvySeni antibakterialni aktivity v kompozitnich nanovlaknech s jinym
polymerem. Vzhledem k nizké rozpustnosti CHIT ve vodnych roztocich a

organickych rozpoustédlech se obvykle rozpousti v silné organické kyseling,

pfiCemz nejcastéji se pouziva kyselina trifluoroctova, mravenci a octova.

Tab. 3.2: Prehled elektrostaticky zvlaknénych polymeri s ptislusnymi antibakterialnimi

latkami a metodou inkorporace [36].

Zvlakiovany polymer Antibakteriilni latky Metoda inkorporace
Antibiotika

PLA, PEVA, PLA/PCL, Tetracyklin Michani

PEUU/PLGA

PLGA Cefoxitin Michani

PLA Mupirocin Michani

coPLA, coPLA/PEG, PU Ciprofloxacin Michani

PLAGA Cefazolin Michani

PLGA Amoxicilin Michani

PLA, PLA/Colagen, PCL Gentamicin Jadro/obal

PLLACL Tetracyklin Jadro/obal

PMMA/nylon Ampicilin Jadro/obal

PLGA Amoxicilin Adsorpce/enkapsulace na

nanostrukturach

Neantibiotika

PCL/PLA Triclosan Michani

PLA Triclosan Komplexy s pg-CD

CA Chlorhexidin Michani

PAN, PLA, PLA/PEG QACs Michani

CA/PEU PHMB Michani

PAN PHMB Kovalentni imobilizace

PAN N-Halamin Michani

PEO/CHIT K5N8Q Michani

PDLLA, PEO Antibakterialni peptidy Michani
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AgNP

PVDF, PVA/PU, Nylon 6, PVP, | AgNP Disperze nanocastic

PLGA, PBS

Nylon 6, PAN, PLLCL, PCL, AgNP Syntéza

PVA v polymernim roztoku

PLA, PCL, PAN, PVA, PEO AgNP Syntéza in situ

PLA/CHIT AgNP Syntéza in situ

PEO/CHIT AgNP Syntéza in situ

PVA/CHIT AgNP Syntéza in situ

PVA/CHIT AgNP Disperze nanoc¢astic

PEO/CHIT AgNP Disperze nanoc¢astic
Nanocastice oxidu kovii

PU, PVA, Silk Fibroin Zn0, TiO, Disperze

PU TiO, Syntéza in situ

Nylon 6 ZnO Elektrosprejovani na

povrch

PMMA ZnO /TiO, Syntéza v roztoku
CHIT

PLA, PVA Derivaty CHIT Michani

PET, PCL, PEO CHIT Michani

PLA CHIT Jadro/obal

3.4 Chitosanova nanovlakna

Zpracovani cCisttho CHIT elektrostatickym zvlakiovanim je velmi omezeno
predevsim jeho polykationickou povahou v roztoku, rigidni chemickou strukturou a
specifickymi intra- a inter- molekularnimi interakcemi, které vytvafeji silné
intramolekularni vodikové vazby a méné fetézce CHIT béhem electrospinningu. Jednim
z hlavnich pfristupa k elektrospinovatelnosti CHIT je michani CHIT s polymery, které
usnadiiuje jeho zpracovani. Polymer s vynikajicimi vlastnostmi pro smésovani
s chitosanem je zeyména polyethylenoxid (PEO), ktery je rozpustny ve vod¢€. Pouzity v§ak
mohou byt 1 jiné (hydrofilni 1 hydrofobni) polymery. Jejich podil a charakter urcuje
vysledné vlastnosti nanovlaken [3]. Pomoci in sifu syntézy byla Gspé€$né zvlaknéna
elektrospinningem  kompozitni  nanovlakna o  slozeni = CHIT/sericin/PVA
(polyvinylalkohol). U téchto nanovlaken nebyl zaznamenan zadny antibakterialni ti¢inek

vucéi E. coli vlivem reakce chitosanu s proteinem sericin [40].
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Koaxialni electrospinning poskytuje alternativni zpusob pfipravy nanovlaken na
bazi CHIT. Pii této technice se chitosan a jiny polymerni roztok zvlakfuji pfes spinneret
slozeny ze dvou koaxialnich kapilar, aby se ziskala nanovldkna na bazi CHIT se
strukturou jadro-obal. Nguyen a kolegtim se povedlo uspésné piipravit kompozitni vlakna
PLA (kyselina polymlécnd)/CHIT pomoci koaxialniho electrospinningu (viz Obr. 3.6).
Tato nanovlakna byla schopna inhibovat rist . coli pouze po dobu 12 hodin [41]. Smés
polymerniho aniontu alginatu a polymerniho kationtu CHIT vytvafi diky iontovému
zesitovani mezi fetézci spontanni iontovy komplex, ktery 1ze pouzit k ziskani nanovlaken
s koaxialni (jadro-plast) strukturou. U téchto nanovlaken nebyla testovana antibakterialni
ucinnost, ale Ize predpokladat, ze vzhledem k vyuziti aminoskupin pfi vzniku komplexu
tato nanovlakna nemaji antibakterialni u¢inek [42]. Pomoci koaxialniho electrospinningu
byla pfipravena PEO (polyethylenoxid)/CHIT nanovlakna s jadrovou strukturou. Obr. 3.7
ukazuje zachovani chitosanového obalu po extrakci PEO jadra ve vodném prostiedi. Tato

nanovlakna s primérem 150 — 190 nm maji zajimavy potencial pro uvolfiovani 1éciv [43].

Obr. 3.6: Snimky FE-SEM
a) zvlaknénych CHIT nanovlaken; b) zvlaknénych PLA nanovlaken; c), d), e) koaxialné
zvlaknénych kompozitnich CHIT/PLA nanovlaken pfi rizném davkovani roztoku [41].

Kromé bézné 2D (plosné) struktury mohou nanovldkenné membrany na bazi CHIT
mit trojrozmérmou (3D) porézni strukturu a tim ucinn€ napodobovat pfirozenou
extracelularni matrici, coz pfitahuje rozsahlou pozornost v aplikacich hojeni ran. Pivodni
nanovlakenné membrany na bazi CHIT bez jakéhokoli dal§iho zpracovani vsak

vykazovaly i nékteré horsi vlastnosti, mimo jiné Spatnou stabilitu za mokra a nizkymi
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mechanickymi vlastnostmi ve vodném roztoku, coz negativné ovliviiuje jejich pouziti
jako inzenyrskych scaffolda a pro kozni tkariové inZenyrstvi. Z tohoto diivodu se vyuziva

stabilizace nanovlaken sitovanim [3].

Obr. 3.7: Extrakce vodorozpustného jadra CHIT nanovlaken [43].

3.4.1 Sitovani

Zesitovani je dulezitym procesem pro zlepSeni odolnosti proti vlhkosti a stability
elektrospunovanych nanovlaken na bazi chitosanu. Pfi vyrobé chitosanovych nanovlaken
se pouzivaji rizné sitovaci prostiedky a techniky sitovani. Chemické sitovani je jednou
z béznych metod modifikace CHIT nanovldkennych membran. Chemické sitovace
propojuji molekuly, zvySuji stabilitu za mokra a stabilitu mechanickych vlastnosti.
Chemické sitovani muze vést ke snizené dostupnosti funkcnich skupin v chitosanovych
zesitovanych vlaknitych membranach a potencialnimu zvySeni cytotoxicity v dusledku
mozné toxicity zpusobené chemickymi latkami a nekontrolovatelnym mnozstvi
sitovacich latek. Vyvoj ucCinnych obvazi na rany svelkou biokompatibilitou
(elektrospunovana vlaknitd membrana z chitosanu se zvySenou vlhkostni stabilitou 1
biokompatibilitou) pfedstavuje jeden z nejzajimavéjsich material pro podavani 1€Civ pii

hojeni ran [3].
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Chemicky zesitovana chitosanova nanovlakna lze vytvofit chemickymi reakcemi
mezi funk¢nimi skupinami CHIT fetézce sitovadly. Aminovou skupinu CHIT je mozné
zesitovat riznymi sitovadly, vCetné glutaraldehydu, epichlorhydrinu a genipinu atd. Bylo
prokazano, ze glutaraldehyd zesituje CHIT za wvzniku Schiffovy baze. Ackoli
glutaraldehyd vyznamné zlepsil stabilitu nanovlaken na bazi CHIT za mokra, ne€kolik
zprav naznacuje, ze materialy zesiténé glutaraldehydem jsou cytotoxické i pfi nizkych
koncentracich glutaraldehydu. Ten se mize béhem degradace vlaken vyplavovat do
lidského téla, coz méa za nasledek nizs§i bunécnou aktivitu. K prekonani omezeni
cytotoxicity spojené s glutaraldehydem byl jako biokompatibilni sitova¢ pro
elektrospunovana CHIT vlakna pouzit genipin [3]. Sarham a kolegové wvyrobili
kompozitni nanovlakenné membrany CHIT/med/PVA a nasledné srovnavali chemické
sitovani pomoci par glutaraldehydu (GTA) a fyzikadlni sifovani zahfivanim a
zmrazovanim/rozmrazovanim. Membrany vykazovaly antibakteridlni Gc¢innost jiz pfi
podilu 5 % chitosanu. Sitovani GTA vedlo k prokazanému poklesu viability fibroblastt
[44]. Ve studii [45] zvlaknovali rizné druhy CHIT a zesitovali je s vyuzitim par GTA
(viz Obr. 3.8). Ackoli v soucasné dobé¢ neni znamo, do jaké miry GTA pronika do CHIT

vlaken, je zfejmé, ze zesitovani mélo za nasledek zvyseni kiehkosti a zménu barvy [45].

Obr. 3.8: SEM snimek zesiténych CHIT nanovlaken [45].

Existujici protonované aminoskupiny chitosanu mohou vytvaret iontové interakce
s nékterymi zaporné nabitymi molekulami a anionty. Napfiiklad k sitovani CHIT
nanovlaken se bézné pouzivaly nékteré malé aniontové molekuly, vcetné
tripolyfosfore¢nanu sodného (TPP), kyseliny tiiselné (TA) a glycerolfosforecnanu (GP).

Konkrétné TPP je netoxicka a bezbarva anorganicka sloucenina Siroce pouzivana jako
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iontové sitovadlo, kterd vytvari stabilni iontové komplexy s chitosanem, coz je proces
nazyvany ionotropni gelace. TA je typ taninu, piirodni zluté polyfenolické slouceniny,
ktera je hojné zastoupena v rostlinach, zejména v zeleném c¢aji. Ve srovnani
s chemickymi sitovadly maji iontova sitovadla vyhodu mensi toxicity a mensiho

zneci§téni zivotniho prostredi [3].

Fyzikalné zesitovanych CHIT nanovlaken nebo hydrogelovych vlaken bylo
dosazeno predev§im pomoci fyzikalnich sil, jako jsou vodikové vazby, polarni vazby,
elektrostatické interakce a také Van der Waalsovy sily mezi molekularnimi fetézci.
Bunécna architektura a nanovlakenné struktura v matricich z nanovlaken SiO»/chitosanu
byly vyhodné pro adhezi a roztazeni lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék. Tyto
vysledky vyzkumu naznacily, ze fyzikalné zesiténé vlaknité materialy s chitosanem maji
velkou biokompatibilitu. Na druhou stranu, podobn€ jako u jinych fyzikalné
zesitovanych matric, bylo obtizné piesné kontrolovat velikost pord, chemickou
funkcionalizaci a degradacni chovani fyzikalné zesitovanych materiali [46], coz mohlo

vést k velkym rozdilim ve vlastnostech materialt in vivo i in vitro [3].
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Cilem experimentalni Casti této prace bylo ovérit vliv podilu chitosanu ve smésnych
nanovlaknech PCL/CHIT na interakce s modelovymi bakteriemi Staphylococcus
gallinarum (SG) a Escherichia coli (EC). Tato nanovlakna diky kombinaci CHIT
s hydrofobnim polymerem PCL nevyzadovala zadny proces sit ovani pro zachovani jejich
stability ve vodném prostiedi, coz muze predstavovat vyhodu pro aplikaci v hojeni

infikovanych ran.

Nejprve byly optimalizovany nékteré laboratorni metody vyuzité v této praci tak,
aby byla zajiSténa spolehlivost ziskanych vysledkd. Vysledky zjednotlivych
optimalizacnich experimenti nejsou v této praci, vzhledem k jejich zna¢nému rozsahu,

uvedeny.

Nasledné byly provedeny hlavni studie, jejich cilem bylo ovéfit vliv podilu
chitosanu na schopnost tvorby kolonii u bakterii po kratké expozici a dale na schopnost

bakterii adherovat na povrch nanovlaken.

Pfiprava testovanych nanovlaken nebyla soucasti této prace. Nanovlakenné
materialy byly pfipraveny bezjehlovym zvlakiiovinim na zafizeni Nanospider™ z
dratové elektrody (schéma viz obrazek nize). Série nanovlaken obsahovala Cista
nanovlakna z polykapolaktonu (PCL). Ta jsou dale oznaCovana také jako nanovlakna
CHIT 0 % a byla pouzivana jako kontrola bez pifimé&si chitosanu. Smeési PCL a chitosanu
byly pfipraveny s podilem CHIT ve finalnim hmotnostnim podilu 2,5 %, 5 %, 10 %,
20 %, 30 % ze suSiny.

Vstupni charakterizace zahrnovala ovéfeni nanovlakenné struktury elektronovou
mikroskopii (SEM) a dale dikaz pritomnosti chitosanu ve smési infracervenou

spektroskopii (FTIR). SEM analyza prokazala nanovlakennou morfologii u v§ech vzorkd.

Pfitomnost chitosanu v nanovlaknech PCL/CHIT a jeho rozdilny podil byl
prokazan FTIR analyzou. Naméfena spektra jsou na Obr. 4.1. Rozdil spekter byl
zaznamenan zejména u vrchol na vinoétu 3400 cm™ a 1590 cm™. Oba tyto vrcholy piimo

odrazeji pritomnost molekul chitosanu ve smésnych nanovlaknech. Vrchol kolem 3400
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cm™! souvisi s vibracemi —OH skupin. Vrchol kolem 1590 cm™ souvisi s vibracemi
aminoskupiny —NH». Jak je patrné, nejvétsi poCet aminoskupin v nanovlaknech byl
zaznamenan u nanovlaken 30 % CHIT. I z tohoto divodu lze u tohoto zorku predpokladat

nejvyssi antibakterialni ti¢innost.
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Obr. 4.1: FTIR spektra nanovlaken PCL/CHIT.
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5 Materialy a metody

5.1

Seznam nanovlakennych vzorki zkoumanych v této praci je uveden v Tab. 3.1. U

Pouzité materialy, chemikalie, pristroje a programy

material byla udrzovana podobna plosna hmotnost okolo 10 g/m?.

Tab. 5.1: Prehled testovanych materialu.

Smés cislo 1 2 3 4 5 6
Podil CHIT | 0% 25% | 5% | 10% | 20% | 30 %
Podil PCL | 100% | 97.5% | 95 % | 90 % | 80 % | 70 %

Vycet pouzitych chemikalii: ethanol (p.a., Penta Chemicals), glutaraldehyd (GTA, 4 %,
Sigma-Aldrich), Trypton s6jovy bujon (TSB, Thermo Fischer Scientific), Trypton sojovy
agar (TSA, Thermo Fischer Scientific), destilovana voda (dH20), chlorid sodny (NaCl,

p.a., Penta Chemicals), hovézi sérovy albumin (BSA, > 96 %, Sigma-Aldrich).

Tab. 5.2: Seznam pouzitych bakterii. Ceska sbirka mikroorganisma.

Jméno Podkmen | Cislo §arze Forma dodani
SG | Staphylococcus gallinarum | 3572 2209202328767 | GD (gelovy disk)
EC | Escherichia coli 7929 2610202328849 | GD (gelovy disk)

Tab. 5.3: Seznam pouzitych pfistroju a programda.

Pfistroje a programy Firma
Skenovam elektronovy VEGA 3 TESCAN
mikroskop
Fluorescen¢ni mikroskop | AXIO Imager.M2 ZEISS
Rotator Rotator SB3 Stuart
NapraSovacka QI150R ES PLUS Quorum
Pocitacka kolonii CC-200 Cole-Parmer®
Vortex BenchMixer™ V2 Benchmark Scientific
McFarland Turbidimetr Hannah Instrument
. HERMLE Labortechnik
Centrifuga Z 36 HK GmbH
Sqftwe:re pro analyzu Imagel Fiji Contributors
snimka
Software pro tvorbu MATLAB MathWorks
histogramu
Software pro tvorbu graft,
tabulek a zpracovani celé | Microsoft Office Microsoft Coorporation
prace
Prekladac DeepL DeepL SE
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5.2.1

Kolonie tvorici jednotku - CFU

CFU predstavuje ¢eskou zkratku pro anglicky pojem ,,colony forming unit“, coz

v prekladu znamena kolonie tvorici jednotku. Jedna se o kvantitativni mikrobiologicky

test. Jak jiz bylo zminéno, zkoumané materialy jsou smé&si PCL a CHIT, které byly

vyrazeny o pruméru 1 cm. Kazdy material byl testovan v duplikatu (viz tabulka nize).

Tab. 5.4: Prehled zkoumanych materiala.

Vzorek¢islo |1 |23 |4 (5|67 (8910|1112
Podil CHIT | 0% | 2,5% | 5% [ 10% | 20% | 30 %

Po nékolika optimaliza¢nich experimentech jsme stihly otestovat antibakterialni

ucinky na dvou bakterialnich kmenech (S. gallinarum a E. coli). Popis pouzitého postupu

je uveden nize.

Experiment 1

a) Staphylococcus gallinarum (SG)

1)

2)

3)

4)

Den pied experimentem byl oziven kmen SG vlozenim tablety do Trypton
sojového bujonu (TSB) v lahvicce.

V den experimentu byl pfipraven obohaceny (oboh.) fyziologicky roztok (FR)
s podilem 0,15 % hoveéziho sérového albuminu (BSA). Roztok byl
sterilizovan filtracné (porozita 0,2 um).

Lahvicka s bujonem a ozivenymi bakteriemi byla nejprve protfepana pomoci
vortexu. Jeji obsah byl nasledn& nafedén na koncentraci bakterii 7x10” na ml.
Byl zméfen zéakal bakterialni suspenze McF = 1,3 (McF = McFarland).
Bakterialni suspenze byla nafedéna na finalni koncentraci 103 bakterii na ml.
Do S5ml mikrozkumavek Eppendorf bylo vlozeno vzdy jedno kolecko
materialu (primér 1 cm) a ptidany 4 ml bakt. suspenze o koncentraci 10°.
Expozice probihala 2 hodiny pfi teploté 37 °C na rotatoru (40 ot./min).

V prabéhu expozice byl pfipraven slepy vzorek Blank 0, jednalo se o Cistou

bakterialni suspenzi o koncentraci 10° bez jakéhokoli ovlivnéni. Ten byl
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ockovan (1 ml) na Trypton sdjovy agar (TSA) v Case To a nasledné v case Ti20
(2 hodiny), aby byl vidét pfirozeny vyvoj bakterialni populace bez ovlivnéni
nanovlakny.

Pro usnadnéni pocitani kolonii bylo provedeno fedéni 4krat, a to bylo
vyockovano v dubletu.

5) Po 2hodinové inkubaci nanovlakennych vzorkd byly mikrozkumavky
vyjmuty z termostatu z rotatoru, protfepany pomoci vortexu a bakt. suspenze
byla ockovana vylitim 1 ml na TSA v Petriho misce. Nasledné bylo
provedeno fedéni 4krat a toto bylo vyockovano v dubletu na TSA stejnym
zpusobem.

6) Vyockované vzorky byly vlozeny do termostatu (37 °C) s tfepanim, aby se
suspenze vsakla, poté byly misky oto¢eny dnem vzhiru a byly inkubovany
bez tfepani do druhého dne.

7) Druhy den byly pocitany vyrostlé kolonie, pofizena fotodokumentace a
nasledné vyhodnocovany vysledky.

b) Escherichia coli (EC)

Experiment s bakterii £. coli byl proveden stejnym postupem. LiSila se pouze
vstupni koncentraci bakterii, ktera byla 108 (McF = 1,1). Déle se lisilo slozeni FR. Ten
byl pro EC neobohaceny, tedy neobsahoval zadné BSA. Den pred experimentem byl

oziven kmen EC vlozenim koralku do TSB v lahvicce.

Experiment 2

Z diavodu silné antibakterialni ucinnosti byl v piipadé bakterie SG u vybranych
vzorkli experiment opakovan s vys$si koncentraci bakterialni suspenze (10°), aby byla
nalezena hranice antibakterialniho ucinku v zavislosti na podilu chitosanu. Kromé vyssi
koncentrace bakterii byl postup zcela shodny s Experimentem 1. Doba expozice byla

zachovana na 2 hodinach.

5.2.2 Adheze na povrch materialu

Byl studovan vliv podilu chitosanu na bakterialni adhezi na povrch nanovlaken.
Pouzity byly oba modelové bakteridlni kmeny (SG, EC). Sledovan byl také vliv doby
expozice — a to 2, 4 a 6 hodin. Vzhledem k silnym interakcim fluorescencnich barviv

s nanovlakny nebylo mozné hodnotit pocet adherovanych bakterii pomoci fluorescencni
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mikroskopie. Z tohoto divodu byla vyuzita mikroskopie elektronova (SEM). Hodnocen

byl nejen pocet adherovanych bakterii na jednotku plochy, ale také jejich rozmér.

Priprava vzorkUl a hodnoceni

Vzorky pro bakterialni adhezi byly pfipravovany zarover s experimentem CFU
viz 5.2.1. Byla pouzita vstupni koncentrace bakt. suspenze — tedy 7x107 bakterii na ml.
Pro sady vzorku (inkubace 2, 4 a 6 hodin) byla suspenze nejprve stoCena na centrifuze (5
minut, 9000 rpm) a nasledné byly resuspendovany ve fyziologickém roztoku
(obohaceném pro bakt. kmen SG), aby byly odstranény zbytky TSB, které by mohly
interagovat s chitosanem. Byly pouzity vyfezy nanovlaken o priméru 12 mm. Inkubace
probihala ve 24jamkové kultivacni destiCce pii zatizeni sklenénymi valecky. Po zatizeni
valecky se na materialy pipetovalo 500 pl bakt. suspenze a byly ponechany 2 hodiny
v termostatu pii teploté 37 °C k inkubaci (staticky).

Po inkubaci byly odejmuty sklenéné valecky, nasledné probihala série oplachti
fyziologickym roztokem (FR) u vsech vzorku stejné (SG i EC). Poté byly bakterie na
vzorcich fixovany 500 pl 4% glutaraldehydu (GTA) po dobu 10 minut. Poté byly
materialy opét oplachnuty ve FR a byla provedena dehydratace v dehydratac¢ni fadé
roztoku ethanolu (30%, 50%, 70%, 80%, 90% a 100%). Vzdy 500 ul na vzorek po dobu
péti minut. Poté materidly byly na suSeni pfesunuty na rovnou a ¢istou plochu. Nasledné
byla na ¢asti kazdého vzorku provedena SEM analyza. Vzorky byly napraseny vrstvou
platiny (2 nm) a snimany pfi zvétSeni 0,5kx az 25kx. Pocet bakterii na plochu byl
hodnocen u zvétseni Skx a 10kx vzdy na dvou pozicich v Softwaru ImageJ ve Ctyfech
opakovanich. Velikost bakterii byla méfena pii zvétSeni 10kx na dvou pozicich také
softwarem ImageJ. U poctu bakterii byla vyhodnocena distribuce velikosti a zpracovana
do histogramu cCetnosti (absolutni) pro kazdy vzorek. K tomu byl pouzit software

MATLAB (R2023a).
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6 Vysledky a diskuse

6.1 Vysledky CFU

Experiment 1

Prehled dosazenych vysledka v Experimentu 1 u S. gallinarum je uveden v tabulce nize
a graficky zpracovan na Obr. 6.1. Vysledky dosazené u E. coli jsou uvedeny v tabulce
Tab. 6.2 a graficky na Obr. 6.2. Spolecnéa diskuse pro Experiment 1 a 2 je uveden na

strané 50.

Tab. 6.1: Pocet narostlych kolonii SG po inkubaci 2 h s piislu§nymi materialy.

Vzorek Bl 0 BL. 0
e | V| 2|3 4 |s|s|7|8 |9f10j|2] V| L
Podil o o o o o o Cista bakterialni
crrr | 0% 25% [5% |10% | 20% | 30 % Tt
105 | 482455483522 4|96 1]0]0] 0] 0] 508 580
103 |1281108|129]159|1]3|2l0l0l0 0] 0| 145 146
redéno | o 1ol 130 (129 1]0l1]olol o] o] o] 169 131
4krat

Pramér

103

L 121 139 125075 | o0 0 157 139
redéno

4krat

" w

) 120 W CHIT 0% (&isté PCL) 2

o — 3 o

0 e — 0

podil CHIT [%] podil CHIT [%]

Obr. 6.1: Graf vlivu podilu chitosanu na pocet narostlych kolonii.
Kmen SG, koncentrace 10°, 4krat fedéno (vpravo detailni pohled pro vzorky CHIT 5,
10, 20 a 30 %).
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Tab. 6.2: Pocet narostlych kolonii EC po inkubaci 2 h s ptislu§nymi materialy.

Vzorek Pramér 103
tislo Podil CHIT 103 103 fedéno 4krat Fedéno
4Kkrat
1 o 1060 304 310
2 0 % 908 238 298 288
3 o 980 269 284
4 2,5 % 1020 283 293 282
5 o 692 191 149
6 S % 808 214 211 191
7 o 486 144 142
8 10 % 728 230 203 180
9 o 812 252 221
10 20 % 656 280 258 253
11 o 888 271 246
12 30 % 864 262 266 261
Bl. 0 (To) Cista bakt. 1053 300 273 287
Bl. 0 (T120) kultura 1120 303 283 293
350
300
250 W CHIT 0 % (¢isté PCL)
’§ 556 B CHIT2,5%
Ej mCHIT5%
g 150 ECHIT10%
o mCHIT20%
m CHIT30%
50
0

podil CHIT [%]

Obr. 6.2: Graf vlivu podilu chitosanu na pocet vyrostlych kolonii.
Bakterialni kmen EC, koncentrace 10°, 4krat fedéno.

Experiment 2

Z divodu nedostatecné informace o reduk¢ni aktivité CHIT u materiald s vy$sim podilem
CHIT na bakt. kmenu SG byl proveden experiment s vys$si koncentraci bakterii
v suspenzi. Dosazené vysledky jsou v Tab. 6.3 a graficky na Obr. 6.3, opakovana byla
cel4 série 10° a pro koncentraci 10° byly vybrany vzorky (CHIT 5, 10, 20 a 30 %), pro
které je vysledek graficky zachycen na Obr. 6.4. Na bakt. kmenu EC byl proveden stejna
série experimentu jako v Experimentu 1 a pro tento experiment jsou uvedeny vysledky v

Tab. 6.4 a graficky znazornény na Obr. 6.5.
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Tab. 6.3: Pocet narostlych kolonii SG po inkubaci 2 h s piislu§nymi materialy.

uuuuuuuuu %]

Vzorek ¢islo | Podil CHIT | 10° 103 103 4krat Fedéno | Pramér
1 o 500 121 147
2 0 % X 482 112 113 123
3 o 466 112 67
4 2,5 % X 502 108 120 102
5 ] 25 5 4
6 S % X 42 X 10 5 6
7 53 |79 X 63
8 77 | 44
10 %
9 X 0 1 0 0 0.25
10 1 0 1 0 >
11 00 N 075
12 20 % 0| 3
13 X 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0
15 0 X 0,25
16 30 % 1 0
17 X 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0
) - !

podil CHIT [%]

Obr. 6.3: Graf vlivu podilu chitosanu na pocet narostlych kolonii.
Kmen SG, koncentrace 10°, 4krat fedéno (vpravo detailni pohled pro vzorky CHIT 5,
10, 20 a 30 %).
90

80

~N
o

D
o

(e
o

ECHIT10 %
m CHIT20 %
W CHIT 30 %

pocet kolonii
N w N
o o o

=
o

T

podil CHIT [%]

o

Obr. 6.4: Graf vlivu podilu chitosanu na pocet narostlych kolonii.
Kmen SG, koncentrace 10°.
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Tab. 6.4: Pocet narostlych kolonii EC po inkubaci 2 h s ptislu§nymi materialy.

Vzorek |\ 1 5 13| 4 | 5|6 | 7| 8|9 10]|11]12
cislo

Podil CHIT | 0 % 2.5% 5% 10 % 20 % 30 %
10° 698 | 708 | 556 | 1020 | 564 | 476 | 508 | 464 | 604 | 644 | 684 | 696

103 Fedéno | 181 | 172 | 152 | 283 | 147 | 131|134 | 111 | 162 | 153 | 205 | 183
4krat 176 | 177 | 159 | 293 | 150 | 135 | 137 | 105 | 166 | 162 | 147 | 172
Pramér 103
redéno 177 173 141 122 161 177

4krat

podil CHIT [%]

250

200

W CHIT 0 % (Cisté PCL)
mCHIT2,5%
ECHIT5%
ECHIT10%
HCHIT20 %

m CHIT30 %

pocet kolonii
N
(4]
o

=
o
o

50

Obr. 6.5: Graf vlivu podilu chitosanu na pocet narostlych kolonii.
Kmen EC, koncentrace 103, 4krat fedéno.

Diskuse vysledkt

Metodou CFU byl prokazan antibakteriadlni efekt nanovlaken PCL/CHIT pouze u
bakterialniho kmene SG. Jak je vidét zgrafu na Obr. 6.1, koncentrace CHIT
nanovlaknech 20 % a vyssi vedla k uplné eliminaci rastu bakterii SG a nebyly po 2
hodinach expozice formovany zadné kolonie. Jiz podil 5 % CHIT vedl k vyznamnému
snizeni poctu kolonii a objevovaly se pouze jednotky. Ve srovnani s kontrolou PCL
nanovlakny, kdy pfi fedéni 4krat narostlo 121 + 11 kolonii. V pfipadé 2,5 % CHIT

v nanovlaknech potom narostlo 139 + 14 kolonii.

Na rozdil od bakterii SG na bakterie EC nemél podil CHIT vyznamny vliv a nedoslo
k eliminaci riistu bakterialnich kolonii. Jak je vidét z vysledka zobrazenych na Obr. 6.2,
u vzorku s podilem CHIT 5 % a 10 % doslo k poklesu poctu kolonii na 191 a 180, tedy
zhruba o 25 %, tento pokles nebyl zaznamenan u nanovlaken s podilem nad CHIT 20 %.

Nanovlakna s podilem CHIT 2,5 % méla srovnatelné mnozstvi kolonii jako PCL.
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6.2 Vysledky adheze na povrchu materialt

6.2.1 Velikosti bakterii

Pro ucely vyhodnoceni adheze bakterii na nanovlaknech byly pouzity snimky o
zvétSeni Skx a 10kx (u obou téchto zvétSeni byly vzorky snimany na dvou mistech).
Konkrétné pro méfeni velikosti bakterii byly pouzity snimky se zvétSenim 10kx. U
kazdého vzorku byla hodnocena distribuce velikosti bakterii a sestaven histogram ¢etnosti
(absolutni). Nize jsou uvedeny ilustra¢ni snimky a zbylé snimky budou uvedeny viz
ptiloha. U bakterii EC byla meéfena jejich délka a u bakterii SG byl méfen jejich pramér

v jednom sméru.

0,8
— 0,75

0,7

——SG - inkubace 2h

0.65 —#—SG - inkubace 4 h

—&—SG - inkubace 6 h

priimérna velikost bakterii [um

0,6

0,55
0 2,5 5 10 20 30

podil CHIT [%]

Obr. 6.6: Prehledovy graf primérnych velikosti bakterii. Kmen SG.
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16 —=te=EC - inkubace 4 h

«=@=FC - inkubace 6 h

1,4

primérna velikost bakterii [um]

o
[N]

0 2,5 5 10 20 30
podil CHIT [%]

Obr. 6.7: Ptehledovy graf primérnych velikosti bakterii. Kmen EC.

Diskuse vysledkt

Grafické zobrazeni souhrnnych vysledkt primérné velikosti bakterii na nanovlakennych

vzorcich jsou na Obr. 6.6 a Obr. 6.7.

Snimky z elektronové mikroskopie (SEM) a histogramy Cetnosti pro jednotlivé vzorky
jsou uvedeny na nasledujicich obrazcich: Obr. 6.8, Obr. 6.9, Obr. 6.10, Obr. 6.11, Obr.
6.12, Obr. 6.13.

U SG je vidét podobny trend ve vSech Casech expozice. Rostouci rozmér s podilem CHIT
v nanovldknech mirné roste pro vSechny koncentrace CHIT. Nejvétsi rozdil byl
zaznamenan u expozice 6 hodin, kde primérna velikost SG na PCL nanovlaknech byla

0,6 um a u vzorku s podilem CHIT 30 % byla primérna velikost 0,74 um.

U EC byl podobny rostouci trend pouze do koncentrace chitosanu 20 %. Tam byla
zaznamenana délka bakterii EC 1,94 um oproti hodnoté 1,41 um u PCL nanovlaken. U
vzorka s podilem CHIT 30 % nastalo skokové zmenseni primérné velikosti bakterii na
hodnotu 1,78 um. Velikost bakterii mize byt ovlivnéna riznymi faktory, které souviseji
se syntézou bunécné stény, fazi bunécného cyklu a jsou také ovlivnény latkami okolniho
prostfedi a stresem [47]. Dosazené vysledky jasné ukazuji souvislost mezi velikosti
bakterii a podilem chitosanu v nanovlaknech. Nebyly vSak provedeny zadné dalsi testy,
které by vysvétlily mechanismus tohoto u€inku. Lze predpokladat, ze vysledky souvisi se

stresem z naruSeni bakterialni stény.
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SG -doba inkubace bakterialni suspenze na nanovlaknech byla 2 hodiny:

CHITO0% | ~CHIT 2,5 % ‘ CHIT 5 %

T

@ SG:0 % CHIT (2h) - $G:2,5% CHIT (2 h) i SG: 5 % CHIT (2h)
Priimérné velikost: 0,65 ym Priimérna velikost: 0,63 ym Primérna velikost: 0,64 ym
35 Smérodatna odchylka: 0,13 60 Smérodatné odchylka: 0,16 Smérodatna odchylka: 0,14
30
25
%
2 20
3
0
15
10
5
] 0
0 01 020304050607 0809 1 1112131415 0 010203 040506070809 1 111213 1415 0 01 0203 040506070809 1 111213 1415

Velikost [im] Velikost [m] Velikost [im]

_CHIT 10 % CHIT 20 % _CHIT30%

SG:10 % CHIT (2 h) SG: 20 % CHIT (2 h) SG:30 % CHIT (2 h)

20 60
Primérna velikost: 0,67 um ” Primérna velikost: 0,74 um Primérna velikost: 0,72 ym
7 Smérodatna odchylka: 0,14 Smérodatné odchylka: 0,13 o Smérodatné odchylka: 0,15
16
60
14
)
» 12
¥ % %
7 g g
£40 £10 £ 30
§ § §
3 3 3
30 8
20
6
2
"
10
f : B B
0 0 0
0 0.1 0203 040506070809 1 111213 14 15 0 0.1 0203 040506070809 1 111213 14 15 0 0.1 0203 040506070809 1 111213 14 15
Velikost [1im] Velikost [um] Velikost [jam]

Obr. 6.8: Velikost bakterii SG po inkubaci 2 hodiny.
A — SEM snimek vzorku, B — histogram distribuce velikosti bakterii (absolutni ¢etnost).
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SG -doba inkubace bakterialni suspenze na nanovlaknech byla 4 hodiny:

SG:0 % CHIT (4 h)

SG: 2,5 % CHIT (4 h)

CHIT 5 %
o 9 o~

SG: 5 % CHIT (4 h)

Pramérna velikost: 0,68 pm
70 Smérodatna odchylka: 0,13

0
0 01 0203 040506070809 1 111213 1415
Velikost (iim]

CHIT 10

[

SG: 10 % CHIT (4 h)

Priimérné velikost: 0,67 um
Smérodatna odchylka: 0,12

B

0
0 01020304 0506070809 1 111213 14 15

Velikost [um]

CHIT 20 %

o

SG: 20 % CHIT (4 h)

Cetnost

Primeérna velikost: 0,69 um
Smérodatna odchylka: 0,13

0
0 0.1 0203 04 0506 07 0809 1 11 12 13 14 15

CHIT 30 %

%o T8

SG:30 % CHIT (4 h)

100 60 50
- Primémé velikost: 0,66 um im&rmé velikost: 0,70 ym - Priimémé velikost: 0,73 pm
° Smérodatna odchylka: 0,14 o érodatnd odchylka: 0,15 Smérodatna odchylka: 0,17
80 40
7 35
40
5 00 - _ %
3 3 3
g g 4
£ 50 £30 25
3 3 3
3 3 S
40 20
20
30 15
20 10
10
o B B : B
0 0

0 010203 040506070809 1 111213 1415
Velikost [im]

0
0 010203 040506070809 1 1112131415

Velikost [um]

0 010203 040506070809 1 111213 1415
Velikost [im]

Obr. 6.9: Velikost bakterii SG po inkubaci 4 hodiny.
A — SEM snimek vzorku, B — histogram distribuce velikosti bakterii (absolutni ¢etnost).
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SG - doba inkubace bakterialni suspenze na nanovlaknech byla 6 hodin:

CHITO% CHIT25% o CHIT 5 %

I \ 'A.)Alvﬂ|>,
-‘l\‘ f f’upk ’

o

’

@
75
>

=
Ll
A\ 2 )
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‘ Ij;gﬁ?f& 2%

- SG:0 % CHIT (6 h) - SG: 2,5 % CHIT (6 h) - SG: 5 % CHIT (6 h)
o Priimérné velikost: 0,60 ym Priimérna velikost: 0,65 ym % Primérma velikost: 0,67 um
Smérodatna odchylka: 0,13 - Smérodatné odchylka: 0,14 Smérodatna odchylka: 0,14
80 80
70 70
8
60 60
% % %
H g g
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10 10
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0 01 020304050607 0809 1 1112131415 0 010203 040506070809 1 111213 1415 0 01 0203 04 0506 07 08 09 1 11

CHIT 10 % CHIT 20 % CHIT 30 %

;«W 2

SG: 10 % CHIT (6 h) SG: 20 % CHIT (6 h) SG: 30 % CHIT (6 h)

60
- Priimérné velikost: 0,66 um Priimérna velikost: 0,69 ym Primérna velikost: 0,74 pm
Smérodatna odchylka: 0,14 o Smérodatna odchylka: 0,16 - Smérodatna od chylka: 0,18
80
70
40 20
60
3 o @
H 2 A
£ 50 & £15
3 3 3
QO L) kel
40
20 10
30
20
10 5
o B B
0 0 0
0 01 020304050607 0809 1 1112131415 0 010203 040506070809 1 111213 1415 0 01 0203 04 0506 07 08 09 1 11
Velikost [im] Velikost [um] Velikost [um]

Obr. 6.10: Velikost bakterii SG po inkubaci 6 hodin.
A — SEM snimek vzorku, B — histogram distribuce velikosti bakterii (absolutni ¢etnost).
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EC - doba inkubace bakterialni suspenze na nanovlaknech byla 2 hodiny:

~_CHIT0% e CHIT25% CHITS% _
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Obr. 6.11: Velikost bakterii EC po inkubaci 2 hodiny.
A — SEM snimek vzorku, B — histogram distribuce velikosti bakterii (absolutni ¢etnost).
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EC - doba inkubace bakterialni suspenze na nanovlaknech byla 4 hodiny:
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Obr. 6.12: Velikost bakterii EC po inkubaci 4 hodiny.
A — SEM snimek vzorku, B — histogram distribuce velikosti bakterii (absolutni ¢etnost).
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EC - doba inkubace bakterialni suspenze na nanovlaknech byla 6 hodin:
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Obr. 6.13: Velikost bakterii EC po inkubaci 6 hodin.
A — SEM snimek vzorku, B — histogram distribuce velikosti bakterii (absolutni ¢etnost).

58



6.2.2 Pocty adherovanych bakterii

Pro ucely vyhodnoceni poctu bakterii na plochu byly pouzity snimky se zvét§enim
5kx a 10kx (vzorky byly snimany na dvou mistech). Souhrnny graf primérnych pocta je
na Obr. 6.26 a Obr. 6.27. Uvedeny nize jsou SEM snimky se zvétSenim Skx a zbylé
snimky, které byly zahrnuty do vysledkd, jsou v 6.2.1 a v piilohach.

-

Obr. 6.14: SEM snimky vzork.
SG — doba inkubace 2 h, A — CHIT 0 %, B — CHIT 2,5 %, C — CHIT 5 %,
D — CHIT 10 %, E — CHIT 20 %, F — CHIT 30 %.
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Obr. 6.15: Graf primérného podtu bakterii SG na 1 mm? po 2 h inkubace.
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Obr. 6.16: SEM snimky vzorkd.
SG — doba inkubace 4 h. A — CHIT 0 %, B — CHIT 2,5 %, C — CHIT 5 %,

D — CHIT 10 %, E — CHIT 20 %, F — CHIT 30 %.
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Obr. 6.17: Graf primérného podtu bakterii SG na 1 mm? po 4 h inkubace.
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Obr. 6.18: SEM snimky vzork.
SG — doba inkubace 6 h. A — CHIT 0 %, B — CHIT 2,5 %, C — CHIT 5 %,
D — CHIT 10 %, E — CHIT 20 %, F — CHIT 30 %.
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Obr. 6.19: Graf primérného podtu bakterii SG na 1 mm? po 6 h inkubace.
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Obr. 6.20: SEM snimky vzorkd.
EC — doba inkubace 2 h. A — CHIT 0 %, B — CHIT 2,5 %, C — CHIT 5 %,

D — CHIT 10 %, E — CHIT 20 %, F — CHIT 30 %.
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Obr. 6.21: Graf primérného podtu bakterii EC na 1 mm? po 2 h inkubace.
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Obr. 6.22: SEM snimky vzork.
EC — doba inkubace 4 h. A — CHIT 0 %, B — CHIT 2,5 %, C — CHIT 5 %,
D — CHIT 10 %, E — CHIT 20 %, F — CHIT 30 %.
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Obr. 6.23: Graf primérného podtu bakterii EC na 1 mm? po 4 h inkubace.
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Obr. 6.24: SEM snimky vzork.
EC — doba inkubace 6 h. A — CHIT 0 %, B — CHIT 2,5 %, C — CHIT 5 %,
D — CHIT 10 %, E — CHIT 20 %, F — CHIT 30 %.
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Obr. 6.25: Graf primérného podtu bakterii EC na 1 mm? po 6 h inkubace.

64



N
o

35
30
2

2 B SG-inkubace2h
1 m SG-inkubace4h
1 I III m SG - inkubace6 h
. I O
0 2,5 5 10 20 30

podil CHIT [%]

o1

t bakterii na 1 mm?2

o

[=2Ne

o

o

primérny poce

Obr. 6.26: Graf porovnani priimérného poctu bakterii SG na 1 mm? ve viech
inkubacnich Casech.
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Obr. 6.27: Graf porovnani priimérného poctu bakterii EC na 1 mm? ve viech
inkubacnich Casech.
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Diskuse vysledkt

Graficka zobrazeni souhrnnych vysledkd primérného poctu bakterii na plochu na

nanovlakennych vzorcich jsou na Obr. 6.26 a Obr. 6.27.

Snimky z elektronové mikroskopie (SEM) a grafy (umistény pod snimky) pro
konkrétni sérii vzorkt jsou na: Obr. 6.14, Obr. 6.16, Obr. 6.18, Obr. 6.20, Obr. 6.22, Obr.
6.24.

U bakterie SG byl ve vSech ¢asovych bodech zaznamenan rostouci trend poctu
adherovanych bakterii az do koncentrace 10 % chitosanu, nasledné u vysSich koncentraci
pocet klesal. PoCet adherovanych bakterii se vyznamné nelisil u jednotlivych vzorka
v ruznych Casovych bodech, protoze lze predpokladat, ze dle vysledki CFU byl
bakterialni rist inhibovan. Vyjimku tvoii vzorek 2,5 % chitosanu u kterého doslo po 6
hodinach k vyznamnému nartstu adherovanych bakterii, tento vzorek neprokazal inhibici
bakterie SG ani u metody CFU. Viabilita adherovanych bakterii bohuzel nemohla byt
prokazana pomoci fluorescencniho barveni zivych a mrtvych bunék, které by prokazalo,

zda adherované bakterie jsou viabilni.

U bakterie EC nebyl pozorovan zadny trend. U vzorkt s 20 % a 30 % chitosanu
po 6 hodinach expozice doslo k vyznamnému nartstu adherovanych bakterii. Da se
predpokladat, Ze je to zpusobeno rostoucim poctem bakterii v suspenzi, protoze ani
metoda CFU neprokazala antibakterialni uc¢inek chitosanu vaci bakterii £. coli. Do
vysledki také mohla vstoupit piitomnost proteini v médiu. Z tohoto duvodu jsme
suspenzi stoCily pred zah4jenim experimentu, aby neobsahovala zbytky TSB. Vzhledem
k minimalnimu uc¢inku chitosanu na EC lze predpokladat nejen narGst poctu bakterii
v suspenzi po 6 hodinach, ale také pfitomnost metabolickych produktd, které mohly
interagovat s povrchem nanovlaken. Lze pfedpokladat, ze tato interakce by vzrustala
s rostoucim nabojem, a tedy i1 podilem chitosanu v nanovlaknech. Takto je mozné
vysvétlit narast po¢tu bakterii EC na povrchu nanovlaken s podilem 20 % CHIT a vys$im
po 6 hodinach expozice. Je to vSak domnénka, kterou by bylo vhodné potvrdit

dalsi analyzou.
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Dosazené vysledky castecné potvrdily data dostupna v literature (napt. [4]). Byl
prokazan vyznamny vliv typu bakterie s ohledem na slozeni bunécné stény. Jako citlivejsi
na pritomnost chitosanu se prokazal byt S. gallinarum (SG). Jedna se grampozitivniho
hodinach expozice u nanovlaken s obsahem 5 % chitosanu a vyssim. Podil chitosanu 20
% ve smésnych nanovlaknech PCL/CHIT byl dostate¢ny pro snizeni poctu bakterii SG o
5 fadt (hodnoceno metodou CFU). U gramnegativni bakterie F. coli (EC) zadné redukcni
ucinky nebyly pozorovany. Pouzité modelové bakterie se 1isi slozenim bakterialni stény,
coz vyznamn¢ ovlivnilo jejich reakci na podil chitosanu v nanovlaknech. Diky
dosazenym vysledkim byly potvrzeny vysledky studie [45], ktera udavala krajni mez,
kdy se zacal projevovat antibakterialni i¢inek vaci SG jiz u podilu 5 % chitosanu. Tento

poznatek ma vyznam z hlediska zpracovatelnosti nanovlaken a jejich pfipadné ceny.

Bakterialni adheze na nanovlékna se také lisila dle typu bakterii. U bakterie SG
klesal pocet adherovanych bakterii od vzorkd spodilem 20 % CHIT a knardstu
nedochazelo ani po 6 hodinach inkubace. Toto podporuje vysledky metody CFU a
predpoklad, ze u bakterie SG v pfitomnosti vice nez 5 % CHIT nedochazi k déleni. U EC
nebyl stejné jako u metody CFU pozorovan vyznamny vliv podilu chitosanu na
antibakterialni u€inek nanovlaken. Byl zaznamenan rozdil ve velikostech adherovanych
bakterii u obou kment v zavislosti na podilu chitosanu. U bakterie SG se prumérna
velikost adherovanych bakterii s podilem chitosanu zvySovala. Stejny trend byl
pozorovan u bakterie EC az do koncentrace 20 % chitosanu. Ve vSech ¢asovych bodech

doslo ke zmenseni velikosti EC pfi podilu 30 % chitosanu v nanovlaknech.

Je také dulezité zminit, ze kazda metoda pouzita v této praci vyzadovala
optimalizaci, aby poskytla méfitelné vysledky. Tak je mozné vysvétlit i rozdilné vysledky
metody CFU a bakterialni adheze. Pro bakterialni adhezi byla pouzita vstupni
koncentrace bakterialni suspenze 7x107 (SG) a 10® (EC), ktera je mnohonasobné vy3si
nez koncentrace u CFU (10°-10°). Pii pouziti nizsich koncentraci bakterii nedochazelo
k bakterialni adhezi u EC. Zadna metoda nemohla byt pouZita jako univerzalni, protoze
by nebyla vyhovujici pro vsSechny provedené analyzy. Jednotlivé metody se

pfizptisobovaly danym potfebam a moznostem.
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Tato bakalarska prace se zabyvala vlivem podilu CHIT na antibakterialnich
ucincich nanovlaken. Tento vliv byl pozorovan na dvou modelovych bakterialnich
kmenech. Teoretickd Cast prace shrnuje problematiku chitosanovych nanovlaken,
antibakterialnich uc¢inktit CHIT nanovlaken, ale také na rozdil ve stavbé grampozitivnich

a gramnegativnich bakterii.

Cilem praktické (experimentalni) Casti bylo ovéfit vliv podilu chitosanu ve
smeésnych nanovlaknech PCL/CHIT na jejich antibakterialni u¢inky nékolika metodami.
Soucasti experimentalni casti bylo i hledani optimalnich metod testovani. Pavodné
zamyslenou metodou hodnoceni viability adherovanych bakterii pomoci fluorescen¢niho
barveni LIVE/DEAD nebylo mozné vzhledem vysoké sorpci barviv nanovlakny.
Z tohoto divodu byla vyuzita analyza elektronovou mikroskopii (SEM). Ta sice

neumoznila hodnoceni viability bakterii, ale bylo mozné hodnotit jejich rozmér.

Provadény byly testy inhibice ristu metodou CFU, dale hodnoceni bakterialni
adheze a velikosti adherovanych bakterii. Byly pozorovany rozdilné odezvy bakterii na
PCL/CHIT nanovlaknech v dasledku rozdilného slozeni. Jako dalsi vyznamny parametr
se ukazal typ bakterie. U grampozitivnitho koku Staphylococcus gallinarum byla
pozorovana vyrazna citlivost na pfitomnosti jiz malych davek chitosanu (5 %). Tento
vysledek potvrzuje néktera jiz publikovana data. Citlivost u gramnegativni tyCinky
Escherichia coli nebyla potvrzena ani u davky 30 % CHIT v nanovladknech. Nezbytny
obsah chitosanu pro dosazeni antibakterialni aktivity ma vyznam z nékolika divodu a je
nutné ho dale zkoumat i na jinych bakterialnich kmenech, aby tyto poznatky byly

ovéfeny.

Tato bakalarska prace nabizi spoustu moznosti pro dalsi vyzkum. Takovymto
podnétem je naptiklad prozkoumani antibakteridlniho ti€inku na dal§ich grampozitivnich
a gramnegativnich bakteriich, aby byl potvrzen ¢i vyvracen vliv typu bakterialni stény na
antibakterialni u¢inek chitosanu. Muze byt také zkouman vliv stafi nanovlaken s obsahem
CHIT na jejich antibakterialni ucinky. Pro tuto praci byly pfipraveny Ccerstvé
nanovlakenné vrstvy a je otazkou, zda dochazi vlivem ¢asu k chemickym reakcim, které

by ovliviiovaly antibakterialni uc¢inky.
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Pfilohy

Priloha A: snimky ze SEM

Dopliiujici snimky k analyze adheze (poCty a velikosti bakterii)
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Obrazek A 1: SEM snimky vzorkd.
SG — doba inkubace 2 h. A — SEM snimek se zvétSenim 5kx na druhé pozici, B— SEM
snimek se zvétSenim 10kx na druhé pozici.
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Obrazek A 2: SEM snimky vzorkd.
SG — doba inkubace 4 h. A — SEM snimek se zvétSenim 5kx na druhé pozici, B— SEM
snimek se zvétSenim 10kx na druhé pozici.
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Obrazek A 3: SEM snimky vzorkd.

SG — doba inkubace 6 h. A — SEM snimek se zvétSenim 5kx na druhé pozici, B— SEM
snimek se zvétSenim 10kx na druhé pozici.
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Obrazek A 4: SEM snimky vzorkd.

EC — doba inkubace 2 h. A — SEM snimek se zvétSenim 5kx na druhé pozici, B — SEM
snimek se zvétSenim 10kx na druhé pozici.
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azek A 5: SEM snimky vzorkd.
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Obrazek A 6: SEM snimky vzorkd.

EC — doba inkubace 6 h. A — SEM snimek se zvétSenim 5kx na druhé pozici, B — SEM
snimek se zvétSenim 10kx na druhé pozici.
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