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Bakalarska prace se zabyvd vzdjemnym porovnanim vybranych sterilizacnich metod,
které byly aplikovdny na pfipravené nanovlakenné nosi¢e. Cilem prace je porovnat jak
ucinnost jednotlivych sterilizacnich metod, tak uréit jejich pfipadny vliv na strukturu
nanovldkenné vrstvy. Nosice byly pfipraveny pokrytim nosné nité vrstvou z polyuretanovych
nanovlaken, které byly vyrobeny prostfednictvim electrospinningu stejnosmérnym

a stfidavym proudem.

Nanovlakenné nosi¢e byly nasledné sterilizovany vybranymi fyzikdlnimi a chemickymi
sterilizaénimi metodami. Prostfednictvim optického a elektronového mikroskopu byly
pofizeny snimky nosi¢d pred a po aplikaci vybranych metod sterilizace. Na téchto snimcich

byly vzajemnym porovnanim detekovany vlivy na strukturu nanovlakenné vrstvy.

Vysterilizované nanovldkenné nosice byly ddle analyzovany kultivaénimi mikrobiologickymi
a molekularné genetickymi metodami. Analyza byla provedena za Uucelem detekce
pfitomnosti kultivovatelnych i nekultivovatelnych mikroorganismi, ¢imz byla stanovena

ucinnost jednotlivych steriliza¢nich metod.

Sterilizace; nanovldkna; nosi¢e biomasy; kultivacni mikrobiologické metody; molekularné

genetické metody; elektronovy mikroskop.



The bachelor thesis deals with the comparison of selected sterilization methods, which were
used for sterilization of nanofiber carriers. The main goal of the thesis is to compare the
effectiveness of individual sterilization methods and to determine their possible influence on
the structure of the nanofibrous layer. The carriers were prepared by covering the
supporting threat with polyurethane nanofibrous layer made by direct and alternating

current electrospinning.

Nanofibrous carriers were subsequently sterilized by selected physical and chemical
sterilization methods. By means of optical and electron microscopy, images of carriers were
taken before and after application of selected sterilization methods. In these pictures, the

effects on the structure of the nanofibrous layer were distinguished by mutual comparison.

The sterilized nanofiber carriers were further analyzed by cultivation microbiological and
molecular genetic methods. The analysis was performed to detect the presence of cultivable

and uncultivable microorganisms thus efficiency of sterilization methods was determined.

Sterilization; nanofibers; biomass carriers; cultivation microbiological methods;

molecular genetic methods; electron microscope.
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1. Uvod

Procesu sterilizace je v dne$ni dobé vénovana znac¢na pozornost, jelikoz absence
mikrobidlniho znecisténi je velmi zasadni pro nespocCet oborii a oblasti lidské c¢innosti.
Sterilizaci 1ze dosdhnout takového prostiedi, ve kterém nejsou pfitomny zadné
mikroorganismy. Sterilizace je proto vyuZzivana ptfedevSim v mediciné a potravinaistvi.
V medicin¢ je nejvice uplatiiovana sterilizace chirurgickych néstrojii, nejriznéjsich povrcht
¢i nemocni¢niho obleCeni. Pro potravinaisky primysl je typicka sterilizace vody, povrchi,
stroji a nastrojl, které jsou v kontaktu s potravinami, ale je nezbytna také pii baleni potravin
nejen v ochranné atmosféfe. Jiz po uvedeni téchto piikladi se da s jistotou poznamenat,
7e bez efektivni sterilizace by nemohla byt provedena napt. operace pacienta bez vyznamné
vysokého rizika infekce a trvanlivost potravin by byla né€kolikanidsobné nizsi.

Nanotechnologie maji ¢im dal vice praktickych aplikaci. Hraji ¢im dal dilezitéjsi roli
v odvétvich, kde je nutna sterilizace. Vyvijeji se zde stdle nové metody a jejich kombinace
pro $irsi a efektivnéj$i vyuziti v téchto oblastech. Jiz velmi roz§ifené je ¢iSténi a dezinfekce
vody pomoci nanomaterialii za ucelem zvySeni efektivity a také snizeni ¢asové ndrocnosti.
To pozdéji hraje zasadni roli naptiklad v potravinafském primyslu pifi zpracovani potravin.
Pro antimikrobidlni u¢inky je pouzivano nanostiibro, které je Casto aplikovano na obleceni
nebo do riznych kosmetickych ptipravki. Biotechnologie poskytuje opravdu Siroké spektrum
pro vyuziti nanotechnologii. Je tomu napiiklad u ¢isténi pady, které spolu s ¢iSténim vody
bude mit do budoucna velky dopad na Zivotni prostiedi.

Cilem bakalafské prace je proto porovnani vybranych sterilizaCnich metod za ucelem
dosahnout sterilniho nanovladkenného nosic¢e biomasy, ktery bude kromé sterility povrchu

vykazovat minimalni nebo nejlépe zadné strukturalni deformace nanovlakenného nanosu.
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2. Teoreticka cast

2.1 Definice sterility a sterilizace

Sterilita maze byt definovana mnoha zplsoby. Nejjednoduseji jako neptitomnost
vSech zivotaschopnych mikroorganismti. Pokud je tato definice splnéna, lze dany
objekt/povrch povazovat za sterilni. Sterilita je v pravém slova smyslu absolutni termin.
Bud’ je néco sterilni, nebo nesterilni. Neexistuji proto pojmy jako naptiklad "lehce sterilni"
nebo "témér sterilni" (Sandle, 2013).

Sterilizace je destrukce jakéhokoliv viru, bakterie, houby nebo jiného
mikroorganismu, bud’ ve vegetativnim, nebo v ne¢inném stavu spor a je definovana redukci
vrozsahu 10° warovné mikroorganismii (TS03 Inc., 2013). Pomoci fyzikalni, chemické
nebo pokrocilé metody je sterilizace pouzivana ke zni¢eni veskerého mikrobialniho Zivota,
véetné vysoce rezistentnich bakterialnich endospor. Destrukce bakterialnich spor znamena,
ze sterilizace je proces kompletné zamezujici Zivota a reprodukce zivotaschopnych
mikroorganismi, na rozdil od dezinfekce, ktera je pouzivana pouze pro redukci mikrobialni
populace naptiklad jeji inaktivaci (Sandle, 2013).

Kvantitativni posouzeni sterility muze byt zajisténo pomoci tzv. SAL (sterility assurance
level), coz je termin pouzivany k popisu pravdépodobnosti vyskytu nesterilni jednotky poté,
co byla podrobena sterilizacnimu procesu. Druhym dulezitym bodem je, ze SAL neni piesné
definici zajiSténi "sterility"; spiSe je to pravdépodobnost "nesterility". Termin SAL se pouziva
k popisu pravdépodobnosti, ze dany proces ¢i metoda sterilizace nedokazal sterilizovat
vSechny pfitomné mikroorganismy. To je divod, pro¢ je pojem definovan
jako pravdépodobnost, ze oSetfeny predmét zlstane kontaminovan jednim nebo vice
zivotaschopnymi mikroorganismy a nikoliv, jak je nékdy uvaddén chybné, pravdépodobnost
uspésné sterilizace (Sandle, 2013). Metody sterilizace snizuji pocet mikroorganismi
logaritmicky. Hodnota D je €as potfebny ke sniZzeni poc¢tu mikroorganismi o 1 log (sniZeni
090 %). SAL je ovlivilovan pocatenim poctem mikroorganismut, jejich odolnosti
a predevsim ucinnosti steriliza¢niho procesu. Aby byl predmét povazovan za sterilni, musi byt

hodnota SAL mensi nez 10°® (Baume et al., 2016).
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Obr. 1: Znazornéni D-hodnoty a vztahu logaritmu k poctu zijicich bakterii (Baume et al.,
2016)

2.2 Historie sterilizace

V soucasné dobé zndme mnoho zpisobil sterilizacnich procest, které se stale vyviji.
Pribyva také nespocet vyuZiti pro medicinu, potravinaistvi, primysl a dalsi odvétvi. Zpisoby
sterilizace maji vSak svou bohatou historii. Nejznaméj$i je asi sterilizace vlhkym teplem
(sterilizace sytou vodni parou). Nasycena para vznikd zvySovanim teploty vrouci vody
V uzavieném prostoru. Plivodné ma para a parni pfistroje pocatek v obycejné kuchyni.
Nejjednodussim autoklavem je vlastné znamy Papiniv hrnec. Ten umozZiuje vytvofit vyssi
tlak a voda se tak vafi pfi vyssi teplot€¢ nez v bézném hrnci. Zpocatku se Papintiv hrnec
pouzival v laboratofich, pozdé&ji i v prumyslu (Podstatova, 2005). Papintv hrnec vSak neni
jediny historicky steriliza¢ni pfistroj. Dal$i nesou jména také po svych vynalezcich. Jedna
se naptiklad o Kochiv parni sterilizator a Arnoldv autoklav.

Dal§im vyndlezcem je Robert Koch. Zkoumal dfive hlavni zdravotni
problém - anthrax, ktery zabil stovky lidi a desetitisice hospodaiskych zvitat. Jako prvni
pouzil kondenzator a prvni publikoval fotografie bakterii. Jeho nejslavnéj$im objevem je
bakterie zptsobujici tuberkulézu, pojmenovana po ném Kochiv bacil. Objevil také bakterii,
ktera vyvolava choleru asijskou (Blevins a Bronze, 2010). JelikoZ ¢asto pobyval v rizikovych
zemich jako je Afrika a Indie, doSel k dalSim vyznamnym objeviim u lepry, spavé nemoci

amalarie. Vyznam Kochova hrnce je zejména Vv mikrobiologické laboratofi,
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protoze umoziiuje 1 V soucasné dobé nckteré pracovni postupy. Umoziuje sterilizaci
Vv proudici pare o teploté¢ az 100 °C. MizZeme fici, ze vyznamné rozdily v ucinku suchého
a vlhkého tepla jsou znamé jiz od dob Roberta Kocha. Napodobném principu funguje
Arnolduv piistroj (Podstatova, 2005).

Historie sterilizace a sterilizaCnich pfistroju je tizce spojena s méstem Brnem. Jedna
se o povalecné obdobi a pfedevsim o 60. az 80. 1éta minulého stoleti. Malé firmy vyrabéjici
zdravotnické a laboratorni pfistroje se postupné spojovaly a specializovaly zejména na oblast
vyroby parnich a horkovzdusnych sterilizatori a rentgenovych piistroji. Jejich spojenim
v roce 1952 vznikl podnik Chirana Brno, s. p., ktery v riznych podobach rozvinul vyrobu
sterilizatorti a rentgend na mezindrodni uroven. Pozdgji firma dostala jméno BMT Medical
Technology, s. r. 0., které nese dodnes (BMT Medical Technology s.r.o., 2019).

V 70. a 80. letech nastaly zmény v metodach sterilizace. VSe se vyvijelo a byly stéale
vys§i naroky na efektivitu. Vodni vafie prestaly byt zédkladnim vybavenim laboratofi.
Protoze tc¢inek varici vody nebo proudici pary za normalniho atmosférického tlaku nelze
povazovat za sterilizujici. Byla to vlastné jen pouha dezinfekce varem. Vatice byly proto
vyfazeny a nahrazeny parnim nebo horkovzdusnym sterilizdtorem. Na operacnich séalech
se pro sterilizaci pouzivaly tlakové vafice.

Vyjimku ziskal jiz zminovany Arnoldiv a Kochlv pfistroj vhodné upraveny
na beztlakovou paru, pouzZivany za standardnich podminek pouze v mikrobiologickych
laboratotich. Sterilizace parou a horkym vzduchem nebyly zdaleka jediné metody. V zubnich
laboratofich se provozovala sterilizace v oleji. Byla to velmi pracnd metoda, ¢asov€ narocna
apozdeji, stejné jako vodni vafiCe, byla oznaCena jako nepfipustnd. PouZzivala
se pro sterilizaci nasadcl a kolének. Po zruSeni olejové sterilizace bylo nutné najit jiné feSeni.
Ceskoslovenské autoklavy i horkovzdusné sterilizatory dosahovaly jiz tehdy svétové urovné.

Pozdé&ji pfichazi nova metoda, plasmova sterilizace a Sni prototyp plasmového
sterilizatoru. Pfedpokladalo se, Ze kratka expozi¢ni doba piedurcuje tuto metodu sterilizace
k SirSimu vyuziti ve zdravotnictvi. Metoda je pravem oznacovana jako sterilizace 21. stoleti.
Princip metody spociva ve vytvofeni vakua v komote sterilizatoru, vstiiknuti roztoku
peroxidu vodiku, ktery je poté odpatfen. Molekuly peroxidu prochéazeji plazmou a S$tépi
se na volné radikaly, které se slucuji a reaguji s molekulami zivé hmoty (DNA, RNA,
enzymy, bilkoviny...). Po steriliza¢nim procesu neziistdvaji Zadné volné radikaly. Plazmova

sterilizace je vyuzivana fadou nemocnic, v¢etné vojenské nemocnice v Praze.
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2.3 Vyznam sterilizace

Sterilizace je naprosto zasadni v celé fad¢ odvétvi a oblasti. Mezi ty nejzasadnéjsi

odvétvi patii zdravotnictvi a potravinarstvi.

2.3.1 Vyuziti ve zdravotnictvi

Sterilizace zastupuje velkou cast ve zdravotnictvi. Ke sterilizaci zdravotnickych
prostiedkit mohou byt pouzivany pouze sterilizaéni pfistroje za podminek stanovenych
pro zdravotnické prostiedky. Sterilizace je provadéna fyzikalnimi nebo chemickymi
metodami nebo jejich kombinaci. Fyzikélni sterilizace je provadéna vlhkym teplem,
proudicim horkym vzduchem, plazmatem, UV zéfenim popiipad¢ radiaci. Sterilizace vlhkym
teplem (sytou vodni parou) v parnich pfistrojich je vhodna pro zdravotnické prostiedky
z kovu, skla, porcelanu, keramiky, textilu, gumy a plastl. Sterilizace cirkulujicim (proudicim)
horkym vzduchem je uréena pro zdravotnické prostiedky z kovu, skla, porcelanu, keramiky
a kameniny (Zakon ¢. 306/2012 Sb. 2012). Horkovzdus$nou sterilizaci je také mozné pouzit
pro ucely sterilizace 1ékt predev§im masti a praskd. Dal§i metoda sterilizace vyuzivana
ve zdravotnictvi je radiacni, kterd vyuZziva radioaktivni kobalt gCo. Metoda je pouzivana
ke sterilizaci novych (pfipadné exspirovanych) predméta z plastické hmoty, které ptisobenim
ozafeni nezméni svllj vzhled ani vlastnosti. Déle pro textilie, bunifinu, Sici material,
farmaceutické vyrobky, radiovakciny a radioantigeny. Sterilizace UV zéafenim je pouzivana
ke sterilizaci vzduchu, pracovnich ploch a prostor zejména operacnich sall, piteven,
odbérovych mistnosti. Jak jiz bylo zminéno vySe, ve zdravotnictvi jsou aplikovany také
chemické metody. Je to predevsim sterilizace formaldehydem, kterd je pouzivana u nastroji
a pomticek, které nesnesou vysokou teplotu. Dale je pouzivana sterilizace ethylenoxidem,

ktera je aplikovana na kovové kloubni nahrady (Maskova, 2015).

2.3.2 Vyuziti v potravinarstvi
Své dilezit¢ zastoupeni ma sterilizace 1 v potravinafstvi. A to predevSim
Vv potravinafskych obalech. Lehce sterilizovatelné jsou obaly sklenéné, které maji vysokou
chemickou odolnost, dobrou omyvatelnost a prihlednost (Stencl, 2013).
Ozon ma po fluoru nejsilngjsi oxidacéni ucéinek. Tato vlastnost byla pouzita
pti sterilizaci pro potravinaiské a zpracovatelské zavody. Neni zde nebezpeCi zistatku

toxickych zbytkl, jako u steriliza¢nich metod na bazi chloru. Na zakladé téchto vyhod
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Se ozon pouziva pii upraveé vody a ovzdusi pro potravinaiské vyrobky. Pouzivani ozonizované
vody se rychle rozsifuje v potravinafském pramyslu, zejména pii dezinfekci potravinovych
povrchil, zafizeni na zpracovani potravin, pfistroji a nastroji. Ozonizace vody zvySuje
trvanlivost potravin, které jsou ji oSetfeny. To samé zajiStuje baleni potravin v ozonové
ochranné atmosféie. Ozon je uCinny jako sterilizacni prostfedek v potravinatském primyslu
pro zeleninu, ovoce, ryby a zpracovani motskych produktd, obiloviny, cukraiské vyrobky,
maso a masné vyrobky. Je dilezité, aby se koncentrace ozonu liSila v zavislosti
na oSetfovanych materialech, mikroorganismech a podminkach prostiedi (Naito a Takahara,
2006).

2.3.3 Ostatni vyuziti
Sterilizace je také vyzadovana a tudiz hojné vyuzivana v kosmickém pramyslu
zejména pii pripravé kosmickych sond a celé dalsi fady nejriznéjSich materiali, aby nedoslo
ke kontaminaci vesmirného prostoru. Podobné je na tom automobilovy primysl, kde je ¢asto
sterilni prostfedi také nutné pro vyrobu jednotlivych komponent, naptiklad brzd. Dalsi vyuziti
spo¢iva ve sterilizaci polymert, naptiklad termoplasti pro elektrotechniku a ve sterilizaci
textilu. U textilu to je predev§im sterilizace pacientského, lozniho a opera¢niho pradla

pouzivaného v nemocnicich.

2.4 Metody sterilizace

Metody sterilizace jsou zakladné déleny na fyzikalni a chemické. Existuje cela fada
sterilizaCnich metod a jejich vzdjemnych kombinaci, které jsou dnes v praxi vyuzivéany.
Mezi ty nejznaméjsi fyzikalni metody patii napiiklad sterilizace parou, UV zafenim, plazmou,
ultrazvukem, mikrovinnym zéafenim a radiaci. Nejpouzivangjsi chemické metody zahrnuji
naptiklad sterilizaci etanolem, oxidem chlori¢itym, peroxidem vodiku, ethylenoxidem,

ozonem, kyselinou peroctovou ¢i formaldehydem.

2.4.1 Fyzikalni metody

a) Parni sterilizace
Provadi se nasycenou vodni parou pod tlakem 170 — 300 kPa a rozmezi teploty

115 - 134 °C. Se zvysujici se teplotou tlak pary nad kapalinou roste. Doba sterilizace
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je urena charakterem pouziti od 4 do 60 minut. Vyhlaskou ¢. 306/2012 Sb. je dano,
ze sterilizace pii teploté 121 °C (205 kPa) musi trvat nejméné 20 minut a pii 134 °C (304 kPa)
10 minut. Pro nebalené kovové nastroje k okamzitému pouziti lze aplikovat zkraceny
sterilizacni program o teploté 134 °C po dobu 4 minut. Celkova expozice trva piiblizné
hodinu. Vyhodou sterilizace parou je dobra schopnost pronikat do poréznich materiald.
Sterilizacni médium je nekarcinogenni a netoxické. Nasycena para muize vyvolat korozi
kovovych materiali. Dalsi nevyhodou je vysoka pofizovaci cena sterilizatoru, avSak naklady
na jednotlivé sterilizacni cykly jsou velmi nizké (Maskova, 2015). Touto metodou lze
sterilizovat 1 prasky, mékky parafin a glycerin. Je nevhodna pro plasty a latkové vyrobky

(SiLiNdiR a Ozer, 2009).

b) UV zareni

UV zéfeni je elektromagnetické zafeni o vlinové délce kratSi nez viditelné svétlo.
Jeho zdrojem v piirodé je zafeni Slunce. UV zafeni lze generovat i uméle. Podle vinové
délky, ucinku a vyskytu rozeznavame UVA, UVB a UVC zafeni. UVA zéafeni ma vlnovou
délku 400 az 320 nm. Setkdvdme se s nim zejména u terapeutickych zafi¢i (napft. 1écba
lupénky) a v solariich. Hlavni negativni G€inek je zrychleni procesu starnuti kiize. UVB zateni
ma vinovou délku 320 az 280 nm. Zpusobuje pozdni zhnédnuti kiize a plsobi pfimo na DNA
bunék. Paprsky s vlnovou délkou kratsi nez 300 nm maji baktericidni G€inky a jsou uZzivany
az 270 nm). Tyto zétice jsou vSak pouze doplitkovou dezinfekéni metodou.

Primarné je tato metoda vyuZzivana ke sterilizaci pracovnich ploch a prostort.
Vyhodou jsou nizké pofizovaci a provozni ndklady, spolehlivost a jednoduchost pouziti. UV
zafeni lze aplikovat pouze na fotostabilni materidly. Germicidni lampy jsou vyuzivany

napiiklad v potravinafstvi, lazenstvi, laboratofich a zdravotnictvi (Maskova, 2015).

¢) Plazmova sterilizace

Vyuzivd plazmy vznikajici ve vysokofrekvencnim elektromagnetickém poli,
které ve vysokém vakuu plsobi na pary peroxidu vodiku nebo jiné chemické latky.
Steriliza¢ni parametry a podminky sterilizace, jakoz 1 druhy materialu, ktery se timto
zpusobem sterilizuje, jsou dany typem pfistroje. Sterilizace plazmou neni pouzivana
ke sterilizaci porézniho a savého materialu a materidlu vyrobeného na bazi celulozy.
Sterilizace plazmou je idealni pro sterilizaci biomedicinskych zafizeni. Je méné toxicka
nez pii pouziti ethylenoxidu. Dalsi podstatnou vyhodou je kratkd doba trvani sterilizacni

procedury (Bruchanov, 2005).
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d) Ultrazvuk
Principem této techniky je rozruSeni buné¢k pomoci vysokofrekvencniho ultrazvuku.
Akusticko-mechanické kmity pronikaji do bungk, které zanou rezonovat, a tim se narusi

integrita bunécné stény. Vlivem ultrazvuku dochazi k chemickym zménam ve struktute buiky

(Maskova, 2015).

e) Mikrovinné zdreni

Elektromagnetické zateni reaguje s dipoly vody, které kmitaji stejnou frekvenci
jako mikroviny. Tim dochazi k rezonanci molekul, zvySuje se jejich kineticka energie a tedy
i teplota. Cytoplasma bakterii obsahuje 65 — 90 % vody. Mikroviny pronikaji pfes bunéénou
sténu do buiky, kde dojde k reakci s molekulami vody a tepelnému ohfevu. Builka vlivem
vysoké teploty ztrati integritu a rozpadne se. Mikrovinné zafeni nelze aplikovat na kovové
predméty, jelikoz kovy toto zatreni odrazeji (Maskova, 2015). Volné elektrony na povrchu

se mohou rozkmitat a vznika tak elektricky vyboj.

f) Radiace

U radia¢ni sterilizace je pouzivano piedevS§im gama zafeni. Jako zdroj gama zafeni
se pouzivéa gCo0. Mechanizmem U¢inku gama zatfeni je ionizace vnitrobunééné vody a vznik
hydroxylovych radikalii, které reakci s dulezitymi molekulami poskozuji bunku. Zareni
je pouzivano pro malo kontaminované predméty, které mohou byt diky pronikavosti zafeni
jiz zabalené. Idealni je proto pro oSetfeni pravé vyrobenych zdravotnich pomucek na jedno
pouziti, antibiotik a jinych preparati biologického plivodu. Tato metoda nesmi byt pouzita

Vv piipadé, Ze doslo ke kontaminaci virem HIV (Dvoiakova, 2012).

2.4.2 Chemické metody

a) Etanol

Etanol je ¢ird, bezbarva, tékavd kapalina s charakteristickym zapachem a chuti.
Je zatfazovan mezi alkoholy. Jeho teplota tani je pfiblizné -114 °C a teplota varu 78 °C.
Ma baktericidni aktivitu a casto je pouzivan jako lokdlni desinfekéni prostiedek,
jako rozpoustédlo a konzervaéni prostfedek ve farmaceutickych ptipraveich.

Jak jiz bylo vySe zminéno, etanol se pouziva predevSim pro desinfekci.
Ale ve sterilizaci ma také své vyuziti, naptiklad u eloxovanych povrchi. Eloxovani je postup

zvySovani pfirozené vrstvy oxidu, vytvofené na povrchu hliniku, kdyz pfijde do kontaktu
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s kyslikem. Po sterilizaci etanolem maji eloxované povrchy mnohem vys$i povrchovou

energii nez lestény povrch (Zhao et al., 2010).

b) Oxid chloricity

Oxid chlori¢ity je zndmy jako velmi ucinné oxidacni c¢inidlo. Je to Zzluty
az nacervenaly plyn snepfijemnym chlorovym zapachem. Pii vdechovani je toxicky.
Pro sterilizaci je mimo jiné vyuzivan, protoze jeho aplikaci nevznikaji Zadné vedlejsi
potencialné karcinogenni produkty. Navic na G¢inek oxidu chlori¢itého si bakterie nemohou
vytvofit resistenci, jelikoz plsobi pfimo na energetické centrum bunky - mitochondrie.
Nejcastéji je pouzivan v plynném skupenstvi, ale mnohdy také jako saturovany vodny roztok.

Mimo sterilizaci povrchil je ¢asto pouzivan pii dezinfekei vody. Pripravuje se piimo
na Upravnach vody napt. reakci chloritanu sodného s chlorem (chlornanem sodnym)
nebo kyselinou chlorovodikovou. Vznikly koncentrovany roztok oxidu chlori¢itého je
pak davkovan do pitné vody. Pfi vysSich hodnotach pH pitné vody se oxid chlori¢ity mize
pfeménit na chloritan, jehoz koncentrace je v pitné vodé limitovana (Janda et al., 2004).

Mimo to je pouzivan také na béleni.

c) Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je anorganicky peroxid skladajici se ze dvou hydroxylovych skupin
spojenych kovalentni jednoduchou vazbou. Je pomérné nestabilni a Vv roztoku se Casem
rozklada, pokud nejsou stabilizovany napt. pridavkem acetanilidu. Ma ulohu oxida¢niho
¢inidla, dezinfek¢éniho prosttedku, vybuSniny, antimikrobialniho ¢inidla, neurotoxinu, bélidla
nebo také biomarkeru.

Peroxid vodiku neni nebezpecny pro zivotni prostredi. Sterilizace s vyuzitim peroxidu
vodiku miize byt dosazena v ¢asovém intervalu 28 az 74 minut. Pfi procesu neni tfeba vétrani.
Je vhodny pro sterilizaci materialii citlivych na teplotu. Neni vhodny pro sterilizaci kapalin

(SiLiNdiR a Ozer, 2009).

d) Etylenoxid

Je to bezbarvy jedovaty (karcinogenni) a hotlavy plyn. Ethylenoxid je baktericidni,
fungicidni® a sporicidni® dezinfek&ni prostiedek. Je G&inny proti vét§ing mikroorganismil,
véetné virt. PouZiva se jako fumigant® pro potraviny a textil a jako prostiedek pro plynnou

sterilizaci farmaceutickych a chirurgickych material.

! Zneskodnéni houbovych organizmu
2 Zneskodneéni spor bakterii
3 Tekavy pesticidni ptipravek uzivany v plynném stavu k niceni chorob a skadcia
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Pro sterilizaci se pouzivaji pary ethylenoxidu o teploté¢ 37 - 55 °C pii tlaku vySSim
nez 20 kPa. Protoze pary se vzduchem vybuchuji, pouziva se nékdy smés s inertnim plynem
materiadl dikladn€ odvétrat, coz muze trvat i nékolik dni. Po odvétrani nezistavaji zadna
rezidua. Diky tomu, Ze ethylenoxid pronika vétSinou umélych hmot, je mozné sterilovat
jiz zabalené predméty (Dvorakova, 2012).

Je vhodné&jsi pro sterilizaci materialii, které jsou citlivé na teplo. Nevyhodou je dlouha
doba sterilizace a nutnost kvalitni ventilace, jelikoz v pribéhu procesu vznika
etylenchlorhydrin, ktery je toxicky (SiLiNdiR a Ozer, 2009). RovnéZ je vyzadovano kvalitni

provzdusnéni vysterilizovaného materialu, aby se odstranily zbytky etylenchlorhydrinu.

e) Ozon

Ozon je ptirodni plyn a ptirozené se vyskytuje ve stratosféie ve vysce 25 — 35 km.
N¢kdy je nazyvan jako aktivni kyslik. Vznika pfi interakei kysliku s UV zafenim. Ozon ma
velmi silné oxidacni schopnosti a silny dezinfekéni G€inek, proto je vyuzivan napf. pii Upraveé
vody, ¢isténi vzduchu a zpracovani potravin.

Ozon uvoliluje béhem rozpadu atomérni kyslik, coz je silné oxidacni cinidlo,
které poté reaguje napf. s thiolovymi skupinami proteind, ¢imz zméni prostorovou
konformaci. Silné ucinkuje na bakterie, spory i neobalené viry a velmi dobfe pronika

i do poréznich materialt. Uginkuje i za nizkych teplot (Dvorakova, 2012).

f) Kyselina peroctovad

Kyselina peroctovd je bezbarvd kapalina se silnym, Stiplavym zapachem. PouZziva
se jako baktericid a fungicid, zejména pii zpracovani potravin; jako Cinidlo pii vyrobé
glycerolu; jako oxida¢ni ¢inidlo pro piipravu epoxidovych sloucenin; jako bélici ¢inidlo;
sterilizacni ¢inidlo; a jako polymerac¢ni katalyzator pro polyesterové pryskyfice.

Mechanizmus sterilizace je obdobny jako u ozonu. Také zde dochazi k inhibici
diilezitych bunécnych struktur oxidaci. Pro sterilizaci se pouzivaji pary 3% roztoku kyseliny
peroctové v uzavieném prostoru, kde se poté rozlozi na netoxicky peroxid vodiku a kyselinu
octovou (Dvotakova, 2012).

Jedn4 se o méné Skodlivy proces nez napiiklad sterilizace parou a je kompatibilni
s celou fadou materidlt - plast, pryZe a predméta citlivych na teplo. JelikoZ se jedna se

0 proces jednorazového pouziti, neni zde riziko kontaminace (SiLiNdiR a Ozer, 2009).
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g) Formaldehyd

Formaldehyd je vysoce reaktivni plyn s desinfekénimi a konzervacnimi ucinky,
ktery ma Siroké vyuziti také pii vyrob¢ pryskyfic a textilii.

U této metody se vyuziva odpatrovani plynu formaldehydu z formalinu (40% vodny
roztok formaldehydu). V prvni fazi se z komory odsaje vzduch. Poté se formaldehyd smisi
s vodni parou pfi teploté 60 — 80 °C, vlhkost v komote stoupne na 75-100 %. Velmi reaktivni
molekuly formaldehydu uc¢inné poskozuji buné¢nou sténu. Sterilizace probihd v podtlaku
(Maskova 2015). Po ukonceni sterilizace musi dojit k dikladnému odvétrani zbytkového
formaldehydu. (Dvorakova, 2012).

Je vhodnéjsi pro materialy, které jsou citlivé na vysoké teploty. Protoze je toxicky

a karcinogenni, nemize byt pouzit pro sterilizaci tekutin (SiLiNdiR a Ozer, 2009).

2.5 Metody hodnoceni sterilizace

Pro vyhodnoceni, zda je vzorek sterilni, jsou pouzivany piedev§im kultivacni
mikrobiologické metody, které jsou zalozeny na rustu bakterialnich kolonii na daném zivném
médiu za definovanych podminek. Mimo téchto metod jsou pro hodnoceni sterility vyuzivany

metody molekularni genetiky zacilené na analyzu nukleovych kyselin.

2.5.1 Kultiva¢ni mikrobiologické metody

Pii analyze pfitomnosti nezadoucich bakterii jsou provadény tzv. kultivaéni metody.
Bakterie jsou kultivovany na tekutych nebo pevnych zZivnych ptidach. Zatimco tekuté pudy
jsou slozeny ze smési zivin rozpuSténych ve vod¢, pevné Zivné pudy jsou sloZeny z Zivin
obohacujicich agarovy gel. Tekuté pady jsou pouzivany spiSe k pomnozeni bakterii pro ucely
dalsi diagnostiky. Vyhodou tekutych médii je snadny pfistup vody a zZivin, mikroorganizmy
Vnich snaze rostou. Nevyhodou je rhst mikroorganizmi projevujici se zakalenim,
sedimentem nebo blankou. V tekut¢ém médiu nelze urcit, zda se jedna o Cistou kulturu
nebo smés vice druhti, rodd. Na pevnych pudach tvoii bakterie nejéastéji uchovavané
V Petriho miskach nakupeni biomasy tzv. kolonie. Vyhodou kultivace na pevném médiu
na Petriho misce je moZznost pozorovani izolovanych kolonii (kloni jedné buiky),
tedy izolovanych kment. Pfedpokladem kultivace je, Ze jedna buika se mize na pevném
médiu namnozit na kolonii bunék. Pro stanoveni celkového poctu zivotaschopnych bunék

je pouzivana jednotka KTJ, tedy kolonie tvofici jednotku.
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2.5.2 Metody molekularni genetiky
Jelikoz méné nez 1% mikroorganisml pfitomnych v mnoha prostfedich je snadno
kultivovatelnych  (Amann et al.,, 1995), doslo krozvoji molekularni genetiky

umoznujici identifikaci i nekultivovatelnych mikroorganizmd.

a) Izolace DNA

Znalost mikrobialni rozmanitosti v pfirodnich ekosystémech je jiz dlouho omezena,
protoze pouze mensina pfirozené¢ se vyskytujicich mikrobi miize byt kultivovana pomoci
standardnich technik. Neddvno bylo vyvinuto n¢kolik protokold pro extrakci nukleovych
kyselin pfimo z matrice. Protokoly zahrnuji hlavni extrakéni postupy, které se v soucasné
dobé pouzivaji pro ziskani mikrobidlni DNA ze vzorkli. Zplsoby izolace DNA mohou
zahrnovat extrakci bun¢k nebo piimou lyzu v zéavislosti na tom, zda jsou mikrobidlni bunky
izolovany z matrice. Protokol extrakce obecné zahrnuje tii kroky: bunécnou lyzu, ktera mtize
byt chemicka, mechanickd a enzymatickd, odstranéni bunécnych fragmentl, precipitaci
a purifikaci nukleovych kyselin. Pfimé metody lyzy jsou Castéji pouzivany nez metody
extrakce bungk, protoze jsou méné ¢asové naro¢né a poskytuji lepsi vyuziti. Pfi ptimé lyze
se vSak také extrahuji necistoty, které maji negativni ucinek na extrakt DNA. V disledku
toho je vyzadovan rozsahlejsi krok cisténi. Obvykle se pouzivaji nejméné Ctyii typy
¢iSténi: koncentracni gradient chloridu cesného pfi centrifugaci, chromatografie, elektroforéza
a dialyza a filtrace. Roztok chloridu cesného se pouziva proto, Ze pii jeho koncentraci 1,6
az1,8 g/ml je jeho hustota blizka hustot¢ DNA. Po né€kolikahodinové centrifugaci
pii vysokych otackach a pretizeni kolem 100 000 G se vytvoii koncentrani gradient,
kdy vyssi koncentrace je u dna zkumavky. Tento gradient se vytvoii rovnovaznym puisobenim
protichudnych procesti: difuze a pusobeni odstfedivé sily. Makromolekuly DNA potom
mohou byt oddéleny na zékladé riznych proporci AT : GC: par AT je lehci nez par GC,
tedy dva rizné typy DNA se stejnou délkou ale riznym pomérem AT : GC mohou byt
ultracentrifugaci v koncentra¢nim gradientu CsCl oddéleny tak, Ze molekuly s vysSim
obsahem parit AT jsou dale od dna a s vy$§im obsahem parti GC jsou bliZze ke dnu zkumavky.
K odstranéni vSech kontaminantii by se mohlo doporucit, aby se v zavislosti na matrici
prostiedi kombinovalo n&kolik postupti ¢&isténi. Uginnost extrakce a ¢&isténi zavisi
na vlastnostech vzorku prostiedi a kazdy krok extrakéniho postupu musi byt upraven
pro kazdy vzorek. Pomoci ziskané DNA je provadéna detekce specifickych organismi

nebo posouzeni celkové struktury mikrobialnich komunit (Roose-Amsaleg et al., 2001).
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Bunécna lyza je obecné obzvlasté dilezitym krokem pii extrakci DNA. Je navrzena
tak, aby uvolnila DNA poruSenim bunécné stény a membran mikroorganismil. V nékterych
vyzkumech byl zahrnovan krok promyvani vzorku pifed lyzou, aby se odstranily rozpustné
inhibitory a extracelularni DNA (Tsai et al., 1991; Tsai a Olson, 1991). Bunky mohou byt
naruseny chemickymi, enzymatickymi nebo mechanickymi postupy. Bunécna 1yza mtize byt
provedena inkubaci s detergentem nebo lytickymi enzymy, bud’ inkubaci s isothiokyanatem
guanidia nebo rdznymi mechanickymi tUpravami. Nejpouzivanéj§im detergentem je
dodecylsulfat sodny (SDS). Dalsi pouzivany detergent je pufr sulfaitu sodného. Chemicka
nebo enzymaticka 1yza jsou relativné Setrné, ale neproniknou tplné do vzorki nebo sedimentt
(Holben et al., 1988; Pitcher et al., 1989). Lysozym je nejbéznéji pouzivanym enzymem
pro hydrolyzu neuropeptidti polysacharidovou slozkou stény bakteridlni buiky, kterd dodava
buiice tuhost a osmotickou ochranu. Nukleové kyseliny mohou byt také uvolnény nékterymi
protedzy”, jako je napiiklad proteiniza K (Porteous a Armstrong, 1991). Vzorky, u nichz
ani lyza detergentem, ani enzymatické $tépeni neni efektivni, jsou zpracovavany mechanicky.
Tento jev mize zpusobit extrémné rezistentni bunécna sténa. Mechanicka lyza je provadéna
tepelnym Sokem, homogenizaci kulicek z pfislusnych materidld, mikrovinnym ohfevem
nebo ultrazvukem (Volossiouk et al., 1995). Ultrazvuk je G¢innym prostiedkem
pro uvolnovani bakterii. Mikrovinny ohfev je velmi U€inny pro gram-pozitivni bakterie,
ale zahtivani musi byt mirné, protoze nukleové kyseliny mohou byt poskozeny (Picard et al.,
1992). Pro vétsi efektivitu (mnozstvi DNA) je pouzivana kombinace chemické a mechanické
lyzy. Podle (Gray a Herwig, 1996) je to proces homogenizace a nasledné inkubace v pufru
SDS (high salt — SDS).

Mnoho  vyzkumniki  provedlo klasickou deproteinizaci v  organickych
rozpoustédlech: fenol, fenol-chloroform a chloroform-isoamylalkohol (Ogram et al., 1987;
Tsai a Olson, 1991). Proteiny mohou byt také vysoleny za pouziti nasycenych roztoka soli,
jako je chlorid sodny, chlorid draselny, octan amonny, octan draselny nebo octan sodny
(Holben et al., 1988). Proteiny se srazi béhem centrifugace pii nizké rychlosti a nukleové
kyseliny se izoluji v supernatantu. Nukleové kyseliny se koncentruji srdZenim s etanolem,
isopropanolem nebo polyetylenglykolem (PEG). Misto etanolu lze pouzit PEG
nebo isopropanol pro snizeni celkového objemu vzorku (Ogram et al., 1987).

Ultracentrifugace koncentra¢niho gradientu chloridu cesného (CsCl) byla pouzita

v nékterych prvnich molekularnich studiich mikrobialni DNA (Holben et al., 1988).

* Proteaza je skupina enzymu, které $tépi proteiny.
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CsCl a ethidium bromid se ptidaji ke vzorkiim a rizné slozky lyzatu (proteiny, polysacharidy,
chromozomalni nebo plazmidovd DNA, RNA) se béhem centrifugace ptesouvaji do stabilnich
zon koncentracniho gradientu tvofeného CsCl v zavislosti na jejich koncentraci (viz prvni
odstavec). Postup je vSak pracny a c¢asové naro¢ny (vzorky mohou byt odstfedény
pii 150 000 x g po dobu 48 hodin). Tato metoda také neposkytuje vzdy Cisté vzorky a velka
mnozstvi DNA mohou byt ztracena (Ogram et al., 1987).

b) Polymerdzova retézovd reakce

Silny a viestranny zptsob amplifikace® DNA, zndmy jako polymerézova fetézova
reakce (PCR), poskytuje ptistup klonovani DNA, zejména u organismd, jejichz uplna
sekvence genomu je znama. Technika mize selektivné¢ amplifikovat jakoukoliv
nukleotidovou sekvenci. Na rozdil od replikace bunééné DNA, ktera amplifikuje veSkerou
DNA buitky béhem replikaéniho cyklu, PCR cili amplifikaci pro replikaci pouze segmentu
DNA ohrani¢eného dvéma primery, které urcuji, kde DNA polymeraza zacina replikaci.
Tam, kde je dvousroubovice DNA rozvinuta, probihd proces amplifikace. RNA primery,
které ,,nasedaji* na vlakna DNA, fidi syntézu novych vldken. Jejich syntézu katalyzuje
termostabilni DNA polymeraza od 5° konce k 3’ konci vzdy zac¢inajici od primert. Nasledné
vzniké novy komplementarni fetézec k templatové DNA. Z poc¢atku je pfitomno velmi malé
mnozstvi poZzadovaného useku DNA. Po urcitém poctu cykll v zavéru reakce je pfitomno
jiz n€kolik miliard kopii vybrané DNA (Alberts et al., 2015). Princip amplifikace DNA

je uveden na Obr. 2.

1. cyklus 2. cyklus 3. cyklus 30. cyklus
/V
J—> \
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templatova DNA ™~
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_r 230 = 10° kopii
A|—> \
L B
L /
~
2' = 2 kopie 22 = 4 kopie 23 = 8 kopii

Obr. 2: Schéma cyklt amplifikace DNA. Prevzato z (Thermo Fisher, 2019).

> Proces piipravy mnoha kopif ur¢itého useku DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR)
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Kazdy cyklus PCR zahrnuje tfi kroky: denaturaci, nasednuti primert (annealing)
a syntézu DNA (extension), z nichz kazda probihd pfi jiné teploté¢ (Obr. 3). Pii nejvyssi
teploté probiha denaturace. Primery jsou pfitomny v piebytku nad templatem. To je dulezité,
protoze kazdy nové vytvoieny fetézec DNA zacind z primeru. Prvni krok procesu zahrnuje
oddéleni vldken cilové DNA zahfatim na témét var. Dvoufetézcovd molekula DNA
se po dobu 20-30 sekund zahiiva na teplotu 94-98 °C. Pii této teploté dochazi k rozruSeni
vodikovych mustki v dvouietézcové molekule DNA a k rozvolnéni této dvousroubovice.
Vznikaji tak dvé jednofetézcové molekuly DNA, na které mohou v dalSim kroku nasednout
primery. Dale se roztok ochladi na teplotu, kterou upfednostituje komplementarni sekvence
DNA, na které se navzajem nachézeji a vytvareji pary bazi, coz je proces zvany annealing.
Teplota se snizi na 50-65°C, coz umoziuje nasednuti primerti na specifickd mista DNA.
Na dvouvldknové useky DNA/primer se vaze DNA polymeraza. Ve tfetim kroku procesu
DNA polymeraza replikuje DNA prodlouzenim z 3' konce primeru, ¢imz se vytvoii novy
fetézec DNA. Na konci prvniho cyklu je dvojnasobné mnozstvi molekul DNA, stejné jako
v bunécné replikaci. Teplota pouzitd v této fazi zavisi na pouzit¢é DNA polymeraze.
Nejbéznéjsi Taq polymeraza ma optimum aktivity pii 72-80 °C. V PCR se proces opakuje,
obvykle mezi 25 a 30 cykly. Pocet kopii se zvySuje exponencialné (Ahern et al., 2016).

Schéma PCR

v v

5 3’
3 5
'L DENATURACE

vytvofi jednofetézcove
molekuly DNA

95°C/15 s

ANNEALING/NASEDNUTI
primerd na jednofetézcovy
templat DNA

62°C/1 min l

primer A
5 5" m—
I 5

primer B

ELONGACE

72°C/1 min 30's l syntéza novych fetézcl DNA

5- 5'_ 1
" — 5

30x V kazdém cyklu se pocet 30x%
molekul zdvojnasobi

Obr. 3: Schéma prvniho kroku amplifikace. Pfevzato z (Mendelova univerzita v Brn¢, 2019).
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¢) Real-time kvantitativni PCR (qPCR)

Real-time kvantitativni polymerazova fetézova reakce umoznuje piesnou kvantifikaci
specifickych nukleovych kyselin v komplexni smési, i kdyz je vychozi mnozstvi ve velmi
nizké koncentraci. Toho je dosazeno sledovanim amplifikace cilové sekvence v realném case
za pouziti fluorescenéni technologie (Fraga et al., 2014). M¢feni amplifikace DNA v pribéhu
reakce v realném case je velkym rozdilem oproti klasické PCR. To umoznuje kvantifikaci
pocatecnich mnozstvi cilovych tseki DNA prostfednictvim poctu amplifika¢nich cykla
pozadovanych pro piekroCeni prahové hranice fluorescenéniho signalu (trashhold).
Fluorescenc¢ni signal je vyobrazen pomoci amplifika¢ni kiivky. Zdroj fluorescence je tvoren
fluorescenénimi barvivy nebo sondami (Obr. 4). Nejpouzivangj$im barvivem je SYBR Green.
Cim vice kopii cilové DNA je pfitomno na zaGatku experimentu, tim méné cykla PCR
je zapotiebi k prekro¢eni zminéné prahové hranice. Jedna se o nepiimou Uméru tzv. Ct
hodnoty. Ct hodnota reflektuje cyklus, kdy dochazi k nartstu fluorescence nad prah pozadi,
které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zaznamenana detektorem. Cislo daného
cyklu je vyjadieno pravé jako Ct hodnota. Pomoci této hodnoty je vypocitana relativni
kvantifikace DNA a muze byt porovnavana s relativni kvantifikaci referenéniho vzorku

(Pabinger et al., 2014).

Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvouretézcovou
DNA, tak vydavaji fluorescenci

DENATURACE DNA
Uvolfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA:
@ fluorescence klesa

@ reverse
NASEDANI PRIMERU primer

@ @ Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici
@ dvouretézcové molekuly DNA: fluorescence se zvySuje
forward @

primer

SYNTEZA DNA

Mira fluorescence je dvounasobna oproti pavodnimu templatu

Obr. 4: Proces navazani fluorescenéniho barviva (LabGuide.cz, 2014).
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3. EXperimentalni ¢ast

3.1 Priprava nosici

Pro sterilizacni metody byly v rdmci této prace pfipraveny dva typy nanovlakennych
nosicl. LiSily se hustotou nanovlakenného nénosu a zpisobem vyroby. Nanovldkenna vrstva
byla vyrobena pomoci elektrostatického zvldknovani z volné hladiny ve vysokonapétovém
elektrickém poli - electrospinningem stejnosmérnym (DC) a sttidavym (AC) proudem.
Prvni typ m¢l hustotu nanovldken 10 dtex (plo$na hustota 1,12 g/cmz, rychlost vyroby
108 m/min) a druhy byl vyroben s podstatné vétsi hustotou nanovlaken 165 dtex. Zakladni
vlakno byla nosna nit z polyesterového hedvabi SLOTERA (oznaceni: 167f 25x1x1),
na kterou byla nanesena polyuretanova nanovlakna (Larithane 1083) vyrobena bud’ DC
nebo AC elektrospinningem. Polyuretan byl zvolen, protoze je odéruvzdory, pevny a pruzny,
ale zejména umoznuje snadnou mikrobialni kolonizaci, zejména diky své hydrofobni povaze
avysokému poméru povrchti k objemu (Kiiklavova et al.,, 2010). Na nosna vlakna
s nanovlakennou vrstvou vyrobenou prostfednictvim DC elektrospiningu byl navic umistén
ktizovy tangencialni ovin z polyamidu 6, jehoz funkci bylo zpevnéni a mechanicka stabilizace
nanovlakenné vrstvy. Finalni vlakno bylo navic kompaktnéjsi, tudiz nedochéazelo k deformaci
nanovlakenné vrstvy vlivem roztaZnosti materidlu nosného vlakna.

Nosi¢e byly vyrabény ve form¢é kruhového uspofddani. Nosna nit s danym
nanovlakennym nanosem byla navijena na ty¢ o pruméru 1,6 cm. V ramci jednoho nosice

byl pouzit 1 m nosného vlékna. Vysledné tvarové varianty jsou uvedeny na obrazku 5.

Obr. 5: Fotografie DC nosi¢e (vlevo) a AC nosice (vpravo).

30



3.2 Metody sterilizace nosict

Pro ucely testovani sterilizaci nanovlakennych nosi¢ti bylo vybrano nékolik metod.

Ty zahrnovaly tti fyzikalni a ¢tyfi chemické metody.
U vsech sterilizacnich metod byla manipulace s nosicem vzdy provadéna sterilni
pinzetou, aby nedoSlo kjejich sekundarni kontaminaci. Destilovand voda pouzivana
pro proplach nosi¢iit po jejich sterilizaci chemickymi metodami byla pfedem vysterilizovana

v autoklavu stejné jako vSechny pouzivané kadinky a zkumavky.

3.2.1 Fyzikalni metody
Mezi fyzikalni metody, které byly vyuzity v ramcitéto bakalaiské prace,
patii sterilizace parou prostfednictvim autoklavu, svételna sterilizace UV zéfenim a sterilizace

ultrazvukem.

a) Autoklav

Sterilizace parou prob&hla v suchém stavu a v destilované vodé. Pro obé varianty
byl zvolen stejny program autoklavu. Teplota byla nastavena na 121 °C a tlak odpovidal
211 kPa. V programu byly také 2 faze suseni s dobou 2 minut.

Nejprve byla provedena sterilizace parou v suchém stavu. Nanovlakenny nosi¢
byl umistén do suché 100ml laboratorni sklenéné lahve a po uzavieni nadoby byl vlozen
do autoklavu, kde probéhla sterilizace podle stanoveného steriliza¢niho programu. Sterilizace
V destilované vodé byla provedena snovym nosiem a za stejnych podminek (totozny
sterilizaéni program) jako sterilizace v suchém stavu. Nanovlakenny nosi¢ byl ponoien
do sterilni destilované vody ve 100ml laboratorni sklenéné lahvi a po uzavieni nadoby

byl vloZzen do autoklavu.

b) UV zareni
Nanovladkenny nosi¢ byl umistén na sterilni hodinové sklo, které bylo vlozeno do PCR

boxu. Zde probéhla sterilizace pomoci UV zafeni 0 vinové délce 254 nm po dobu 30 minut.

c¢) Ultrazvuk

Nanovlakenny nosi¢ byl vlozen do 100ml suché laboratorni sklenéné lahve
a po hermetickém uzavieni nadoby byl umistén do vodni l4zné v ultrazvukové Cisti¢ce na 15
minut. Frekvence byla nastavena na 35 kHz a sterilizace byla provedena pii teploté 20 °C.

Posléze probéhla metoda v destilované vodé€ S jinym nosicem, kde byl postup stejny,
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jako v suchém stavu, az na ponofeni nosic¢e do sterilni destilované vody ve 100ml laboratorni
sklenéné 1ahvi.
Vsechny nanovldkenné nosice byly po sterilizaci uchovavany ve sterilnich 100ml

sklenénych lahvich a sterilnich PE saccich pii -80 °C.

3.2.2 Chemické metody
Mezi chemické metody, které byly vyuzity v rdmci této bakalarské prace, patii sterilizace

absolutnim etanolem, peroxidem vodiku a vodnym roztokem oxidu chloricitého.

a) Absolutni etanol

Do sterilni 50ml zkumavky bylo napipetovano 50 ml absolutniho ethanolu.
Nanovldkenny nosi¢ byl ponotfen do absolutniho ethanolu po dobu minimélné 5 minut, béhem
kterych byl obsah zkumavky zvortexovan. Po uplynuti doby expozice byl nosi¢ promyt

ve tfech kéadinkach se sterilni destilovanou vodou pro odstranéni rezidui sterilizacni latky.

b) Peroxid vodiku

Do sterilni 50ml zkumavky bylo napipetovano 50 ml 30% peroxidu vodiku,
do n¢hoz byl nasledné umistén nanovlakenny nosi¢. Zkumavka byla vortexovana po dobu
5 minut, coz zaroven odpovidd dobé expozice se sterilizatnim cinidlem. Poté byl nosi¢

ze zkumavky vyjmut a tiikrat promyt ve sterilni (vzdy nové) destilované vodé.

c) Roztok oxidu chloricitého

Posledni chemicka metoda, testovana v ramci této bakalaiské prace, byla sterilizace
vodnym roztokem oxidu chlori¢itého o koncentraci 0,5 %. Ten byl pfipraven piesné podle
protokolu dodavatele (TwinOxide, 2019).

Do sterilni 50ml zkumavky bylo napipetovano 50 ml 0,5% vodného roztoku oxidu
chlori¢itého, do néhoz byl nédsledné umistén nanovldkenny nosi¢ po dobu minimalné 5 minut.
Béhem téchto 5 minut byla zkumavka zvortexovana. Po uplynuti doby expozice byl nosi¢

promyt ve tiech kadinkach se sterilni destilovanou vodou.

d) Ozon na sucho
Nanovldkenné nosice byly umistény do sklenéné pritocné kolony, ke které byl
pfipojen zdroj plynného ozonu. Expozice nanovlakennych nosi¢li ozonu trvala 30 minut.

Vyvoj ozonu byl zajistén pomoci generdtor ozonu OT6 (firma Ozontech), fada
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ANIHILATOR, ktery produkuje ozon ze vzduchu. Produkce ozonu byla udrzovana na 10 g/h,

coz odpovida koncentraci ozonu 2 obj. %.

e) Ozon v destilované vodé

Nanovldkenné nosi¢e byly umistény do sklenéné kolony naplnéné fyziologickym
roztokem. Ke kolon¢ byl pfipojen zdroj plynného ozonu z generatoru ozonu OT6 (firma
Ozontech), fada ANIHILATOR, ktery produkuje ozon ze vzduchu. Produkce ozonu byla
udrzovéna na 10 g/h, coz odpovidd koncentraci ozonu 2 obj. %. Nosice byly exponovany

po dobu 30 minut.

3.3 Molekularni genetické metody

Molekularni genetika byla pouzita pro piesnéjsi pohled na ucinnost sterilizacnich
metod. Prostfednictvim izolované DNA je mozné detekovat i mikroorganismy, které nejsou
kultivovatelné, ¢imz byly zanalyzovany vSechny moznosti vyskytu zivotaschopnych

mikroorganismu.

3.3.1 Izolace DNA
Pro izolaci DNA z nanovlakennych nosi¢t byl pouzit komeréné dostupny izola¢ni kit
FastDNA Spin Kit for soil (MP Biomedicals, USA).
Nejprve byl do zkumavky Lysing Matrix E vloZen nosi¢, ze kterého bylo izolovano

DNA.

Vysrazeni

Vzorek proteint Navazani DNA Promyvani DNA Izolované DNA

V-¥-E-1-7

Obr. 6: Schéma hlavniho postupu izolace DNA

Nasledné byla provedena homogenizace a lyza bun€k. Do zkumavky Lysing Matrix E
bylo pfidano 122 ul MT pufru a 978 ul pufru fosfatu sodného. Vzhledem k tomu,
ze kazdy nosi¢ mél rozdilnou hmotnost a objem, mnoZstvi pufru fosfatu sodného

se do zkumavky se vzorkem ne vzdy veslo. V téchto pfipadech bylo tedy napipetovano mensi
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mnozstvi, ale takové, aby zkumavka byla plna. Poté¢ byl vzorek homogenizovan
ve zkumavkovém homogenizatoru BeadBlaster 24 dvakrat po dobu 40 s pii rychlosti 6,0 m/s
s pauzou mezi cykly 30 s. Probéhlo mechanické naruseni bunéénych stén mikroorganismu
auvolnovani nukleovych kyselin do ochranného pufru. Po homogenizaci byl vzorek
centrifugovan na centrifuze Smart R17 pfi rychlosti 14 000 x g po dobu 10 minut. Poté bylo
do kazdé¢ cisté 2ml Eppendorfovy zkumavky napipetovano 250 ul precipita¢niho ¢inidla PPS.
Posléze byl ze zkumavky Lysing Matrix E pfenesen supernatant obsahujici uvolnény obsah
bun¢k do2ml Eppendorfovy zkumavky obsahujici 250 pl precipitacniho cinidla PPS.
Zkumavka byla 10krat rucné¢ promichana opakovanym otoenim dnem vzhiru.
Probéhlo odd¢leni rozpusténych nukleovych kyselin od bunéénych zbytka a flokulace micel
obsahujicich proteiny. Poté byla zvortexovana suspenze Binding Matrix obsahujici SiO;
kulicky, a nasledné byla napipetovana po 1 ml do 15ml zkumavek. Vzorek se supernatantem
byl stocen v centrifuze po dobu 5 minut pii rychlosti 14 000 X g. Probéhlo vysrazeni proteind.

Nasledoval proces navazani DNA. Supernatant zbaveny proteinovych necistot
byl ptenesen do 15ml zkumavky obsahujici 1 ml suspenze Binding Matrix. Tato zkumavka
se vzorkem byla umisténa na 2 minuty na tzv. kyvacku, kde byl obsah pomalu promichan.
Nasledn¢ probéhla sedimentace SiO; kulicek, pii stani zkumavek po dobu minimalné 3 minut.
Nukleove kyseliny se navazaly na matrici oxidu kiemicitého v pfitomnosti chaotropnich soli®.
Po sedimentaci bylo z 15ml zkumavky opatrné odebrano 600 pl supernatantu tak, aby nedoslo
k odebrani SiO; kuli¢ek s navazanou DNA. Zbytek vzorku ve zkumavce byl promichan
na vortexu. Poté bylo pfeneseno 750 pl vzorku do kolonky umisténé ve sbérné zkumavce
ze soupravy SPIN Filter tube. Tato zkumavka byla centrifugovana pii rychlosti 14 000 x g
po dobu 1 minuty. Nasledné¢ byla vyjmuta kolonka, obsah sbérné¢ zkumavky byl vyprazdnén
a kolonka byla umisténa zpé&t do zkumavky. Zbytek vzorku v 15ml zkumavce byl promichan
na vortexu a poté bylo pfeneseno maximalngé 750 pl do kolonky ve vypradzdnéné sbérné
zkumavce. Vzorek ve SPIN Filter tube byl znovu centrifugovan pii rychlosti 14 000 x g
po dobu 1 minuty. Sbérna zkumavka byla nasledné¢ opét vyprazdnéna. Postup pipetovani
vzorku z 15ml zkumavky do kolonky, vyprazdnovani sbérné zkumavky, centrifugace
a vyprazdnéni SPIN Filter tube byl opakovan, dokud v pocate¢ni zkumavce nezbyl zadny
vzorek.

Nésledovalo promyti DNA. Do kolonky SPIN Filter tube bylo pfidano 500 pl

promyvaciho roztoku SEWS-M. Vzorek byl opatrné promichan pipetou a nasledné 1 minutu

® Vytésuji z molekul DNA/RNA molekuly vody ¢éimz potlac¢uje jiné nez iontové interakce (guanidin
hydrochlotid — potla¢uje vodikové vazby a hydrofobni intetakce uvnitf molekul DNA/RNA a nebo proteint)
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centrifugovan pii rychlosti 14 000 x g. Poté byla sbérnd zkumavka vyprazdnéna a vzorek
byl znovu centrifugovan pfi stejné rychlosti po dobu 2 minut. Promyti roztokem SEWS-M
odstraniuje centrifugaci necistoty, zatimco DNA je stidle navdzano na kulicky oxidu
kfemicitého.

Postup izolace pokracoval fedénim DNA. Kolonka ze SPIN Filter tube byla pfenesena
do sbérné zkumavky Catch Tube. Peletka s DNA byla susena Vv otevienych zkumavkach
pti laboratorni teplot¢ po dobu 5 minut, aby se odpafil zbytkovy etanol z promyvaciho
roztoku. Po 5 minutach bylo pfidano do kolonky 100 pl DES a opatrnym promichanim
byla peletka pipetou resuspendovana. Poté byl vzorek inkubovan po dobu 5 minut pii teploté
55 °C v inkubatoru. Vy¢isténé nukleové kyseliny se vymyly z SiO; s porusenim kationtového
mustku, protoze promyvaci roztok rehydratuje jak oxid kiemicity, tak DNA.
Nésledné probéhla centrifugace po dobu 2 minut pfi rychlosti 14 000 X g.

Na zavér byla kolonka ze SPIN Filter tube odebrana a sbérna zkumavka Catch Tube,
kterda obsahovala vzorek izolované DNA, byla uzaviena. Cely postup byl provadén
pro 22 rizn¢ sterilizovanych nanovldkennych nosic¢t. Pokud se ¢ast pipety neobsahujici
Spicku dotkla stény zkumavky, byla nasledné ocisténa etanolem, aby nedoSlo k nechténé

kontaminaci a naruSeni izola¢niho postupu.

3.3.2 Méreni koncentrace DNA

Po uspésné izolaci DNA bylo provedeno méfeni jeji koncentrace. Proces byl proveden
pomoci pfistroje Qubit® 2.0 a soupravy Qubit® dsDNA Assay Kit. Méfeni probihalo
na zéklad¢ fluorescence, ke které dochazi pii navazani fluorescenéniho barviva na DNA.
Nejprve bylo pomoci standardd z Kitu nakonfigurovano zafizeni. Nasledné bylo do specialni
zkumavky napipetovano 190 ul fediciho roztoku a 10 ul vzorku. Poté byla smés promichana
na vortexu po dobu piiblizné 3 sekund a rychle centrifugovana. Po dvouminutovém stani

zkumavek byla métena koncentrace DNA pomoci fluorometru.

3.3.3 Real-time PCR
Nejprve bylo navrhnuto umisténi vzorkd do 96 jamkové PCR desticky. Vzorky DNA
byly nafedény a zvortexovany. Pro kazdy testovany primer musela byt testovana i slepa
kontrola (NTC) — misto vzorku DNA byla kreakéni smési ptidana PCR voda (1 pl),

kterd byla pouZita pro piipravu smési. Kazdy vzorek byl testovan v duplikatu, stejné
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jako slepa kontrola. PCR UV boxy byly pouzity pro bezpeénou manipulaci s primery.
Vsechny pouzité plastové néstroje byly sterilni.

Pted pouzitim byly rozmrazeny testované primery. Nasledn¢ zacala piiprava reakéni
smési. Nejprve byla do ¢istych 1,5ml zkumavek v chladicim stojanku napipetovana PCR
voda. Dany primer byl vortexovan a centrifugovan, poté ptidan do patiicné zkumavky s PCR
vodou. Nasledovalo pfidani fluorescencniho barviva SYBR Green I Master (SybrM) do smési
PCR vody a primeru. Smés byla zvortexovana. Posléze byl pfipraven chladici stojanek
s destickou a folii.  Podle navrhu rozlozeni vzorkli v destiCce bylo napipetovano
do kazdé jamky 9 ul reakéni smési. Poté bylo pfidano do dvou jamek od kazdého primeru
1 ul PCR vody jako negativni kontrola. PCR desticka byla zakryta PCR f6lii. Néasledné byl
zapnut UVP box na 40 minut pro dikladnou dezinfekci. Chladici stojanek s destickou a folii
byl ptesunut do vydezinfikovaného UVP boxu.

ZPCR desticky byla odstranéna folie. Poté byl napipetovan 1 ul vzorku DNA
pod okraj jamky v duplikatu podle navrhu desticky. Folie byla umisténa zpét a desti¢ka byla
utésnéna. Nasledné byly odtrzeny okraje folie a desti¢ka byla zcentrifugovana. Po centrifugaci
byla zapnuta dalsi dezinfekce UV svétlem po dobu 30 minut. Po ub&hnuti doby dezinfekce
byla desti¢ka vloZena do termocykleru, kde byl nastaven a spustén piislusny program qPCR
analyzy, ktera trvala pfiblizné 1 hodinu a 35 minut (Tabulka 1). Po skonceni analyzy byla
desticka vytazena, zkontrolovdna a v ptfipad€¢ zddné kontaminace uloZena na dal$i pouziti.
Poté byla analyza pomoci softwarového navodu vyexportovana do poznamkového bloku (Ct

hodnoty).
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Tab. 1: Program qPCR analyzy

« . ilova Rychlost
Pocet | Mod Cilov Doba yv, ., .
Programy cvklit | analvz teplota [mm:ss] ohiivani | Poznamka
y Yzy [oC] . [OC’S_l]
Podate¢ni | 4 Zadny 95 05:00 4.4 .
denaturace
95 00:10 4.4 -
PCR_ ) 45 kvantifikace 55-60 00:15 22 )
amplifikace detekce
72 00:20 4.4
fluorescence
. analyza - i 0.06 detekce
- . continuous | 0,
Krivka tani kiivky tani fluorescence
Chlazeni |1 Zadny 40 00:10 2 -

Nakonec bylo provedeno testovani kvality vzorkd uréenim pfitomnosti inhibitord,
které mohou zpusobit ¢aste¢né zpomaleni priabéhu reakce az jeji tplné zastaveni. Vzorky byly

vhodné nafedény a podrobeny qPCR analyze. Poté prob&hlo porovnani C; hodnot.

3.4 Kultivac¢ni mikrobiologické metody

Kromé& molekularné genetickych metod byly k hodnoceni sterility pouZzity kultiva¢ni
mikrobiologické metody.

Za timto ucelem byl piipraven tzv. Plate Count Agar (PCA). Jedna se o médium
pouzivané primarn€ pro aerobni mikroorganiSmy. Pro pfipravu byl pouZit enzymovy
hydrolyzat kaseinu, kvasnicovy extrakt, dextr6za a agar. VSechny slozky byly smichany
a nasledné klavovany pii 121 °C po dobu minimalné¢ 20 minut. Poté bylo navaZzeno 6,25 g
PCA do Fisher ldhve, kterad byla dolita 300 ml destilované vody.

Nezbytna byla také piiprava fyziologického roztoku, ktery byl slozen z chloridu
sodného a destilované vody (2,55 g NaCl ve 300 ml destilované vody).

Na Petriho misku s zivnym médiem bylo napipetovana 0,2 ml vzorku, ktery byl
pomoci sterilni sklenéné tycinky rozetten po povrchu. Jiz vyrobeny Plate Count Agar (PCA)
byl pouzit jako vhodné kultiva¢ni prostiedi. Podle ocekavaného vysledného poctu kolonii
(15 - 300) byl zvolen stupen fedéni. Desetinasobnym fedénim vzorku byly naockovany i dalsi

agarové plotny. Po zaschnuti pfi laboratorni teploté¢ byly misky dnem vzhlru umistény
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do inkubatoru. Inkubace probihala aecrobné nebo anaerobné pii 22 a 36 °C po dobu 48 hodin.
Po uplynuti doby inkubace byly spocitany kolonie a tim byl stanoven pocet mikroorganizmu

v mililitru nebo gramu vzorku.

3.5 Charakterizace nanovlaken

Jednim zcila této bakalaiské prace bylo nalézt sterilizaéni metodu, ktera bude
dostate¢n¢ ucinnd, ale nebude mit negativni vliv na strukturu nanovlakenné vrstvy.
Za timto ucelem bylo provedeno tzv. materidlové vyhodnoceni ucinku steriliza¢nich metod.
Pomoci optického a elektronového mikroskopu byly pofizovany snimky nanovlakenné vrstvy
pfirizném zvétSeni. Tim bylo umoznéno porovnavani strukturdlnich zmén jednotlivych
nosicl podle provedenych sterilizacnich metod.

Pro prvni typ snimki byl pouzit opticky mikroskop Olympus BX51M, na kterém byly
fotografie pofizovany pii zvétSeni 100x a 200%. Pro detailni studium strukturdlnich zmén
nanovlakenné vrstvy byl vyuzit skenovaci elektronovy mikroskop Carl Zeiss Ultra Plus.

Snimky byly potfizeny pfti zvétSeni 100%, 500x a 2500x.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Vliv na strukturu nanovlakenné vrstvy

4.1.1 Nosice sterilizované fyzikalnimi metodami

Na Obr. 7-10 jsou uvedeny snimky z optického a elektronového mikroskopu DC a AC
nanovlakenného nosice, které byly sterilizovany fyzikalnimi metodami. Prvni dvojice snimku
je referencni, tedy nesterilizovany nosic.

Nejvétsi zména byla zaznamenana pii sterilizaci autoklavem v destilované vodé
zateploty 121 °C a tlaku 211 kPa. U DC nosi¢e ponofen¢ho v destilované vodé
a sterilizovaného v autoklavu doslo ke kompresi kiizového tangencialniho polyamidového
ovinu. Vlivem toho se nosna nit s nanovlakennou vrstvou viditeln¢ zdeformovala. Dale doslo
k roztaveni nanovlakenné vrstvy na velké ¢asti povrchu nosného vldkna, coZ zplisobila vysoka
teplota. Byla pozorovana také zména barvy nanovlakenné vrstvy, a to z Sedé
k fialovo-Gervené. U metody autoklavu na sucho (DC nosi¢) byl vysledek podobny
az na zmeénu barvy. Témer zadnd zména barvy ¢i struktury nebyla zaznamenana u sterilizace
UV zéafenim a ultrazvukem v destilované vod¢ i v suchém stavu.

U AC nosict byly zmény barvy a struktury podobné. Jelikoz AC nosic¢e nedisponovaly
ktizovym ovinem, nedochéazelo pfi sterilizaci autoklavem v destilované vodé a Vv suchém
stavu k jeho kompresi a nasledné deformaci vlakna. Barva byla zménéna z bilé na fialovou.
Tak jako u DC nosici nebyla téméf zadna zména barvy nebo struktury zaznamenana u UV
zéfeni a ultrazvuku.

Na snimcich z elektronového mikroskopu (SEM) jsou lépe vidét jednotlivé shluky
vlaken. Proto jsou tyto snimky dobré pro popis struktury. Nejsou na nich vSak vidét zmény
Vv barve, které jsou pozorovany u optického mikroskopu. Nejvétsi strukturni deformace

je vidét pomoci SEM u sterilizace autoklavem a ozonem v destilované vod¢ i na sucho.
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Obr. 7: Snimky DC nosi¢t z optického mikroskopu, které prosly sterilizaci fyzikalnimi

metodami
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Obr. 8: Snimky DC nosi¢i z elektronového mikroskopu (SEM), které prosly sterilizaci

fyzikalnimi metodami
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4.1.2 Nosice sterilizované chemickymi metodami
Po sterilizaci chemickymi metodami byly zmény velmi podobné jak u DC, tak u AC
nosicd. Snimky nanovldken z optického a elektronového mikroskopu jsou uvedeny
naObr. 11— 14. Nejvétsi zménu vykazovala sterilizace ozonem v destilované vodé
i vsuchém stavu. Nanovlakenna vrstva velmi zkiehla a zacala se uvoliiovat z nosné nité.
Na velké ¢asti povrchu nosného vlakna se nanovlakenné vrstva oddélila jiz pfi samotném
procesu sterilizace. Kde nanovlakenna vrstva zustala, doSlo kjejimu oddéleni

I pfi sebemensim mechanickém puasobeni. Po sterilizaci etanolem, roztokem oxidu
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chloricitého a peroxidem vodiku byly zmény ve struktufe a barvé detekovatelné az pti velkém
zvétseni na snimcich z elektronového mikroskopu (SEM). Vldkna se nepatrné shlukla k sobé,

u nesterilizovaného vzorku byla tedy jednotliva vlakénka dale od sebe.
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Obr. 11: Snimky DC nosi¢i z optického mikroskopu, které prosly sterilizaci chemickymi

metodami
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Obr. 12: Snimky DC nosi¢t z elektronového mikroskopu (SEM), které prosly sterilizaci

chemickymi metodami
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Obr. 14: Snimky AC nosi¢u z elektronového mikroskopu (SEM), které prosly sterilizaci

chemickymi metodami

4.2 Vysledky kultiva¢nich mikrobiologickych metod

Jednim ze zpisobi vyhodnoceni sterility nanovldkennych nosi¢li byla kultivace
mikroorganismi na agarovych plotnach. Vysledky této metody jsou uvedeny v Tab. 2.
V ramci této prace bylo vykultivovano celkem 22 vzorki z nanovldkennych nosicu,
z nichz polovina byla typu DC a polovina typu AC. Kultivace byla zacilena na aerobni

i anaerobni skupiny kultivovatelnych mikroorganismd.
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Na nesterilizovanych nosi¢ich byly detekovany pouze Kkolonie aerobnich
mikroorganismi narostlych pfi 36 °C. Ostatni hodnoty téchto nosici byly nulové.
Dalsi nulové hodnoty vykazaly vzorky nanovlakennych nosi¢u sterilizované autoklavem, UV
zéatfenim, roztokem oxidu chlori¢it¢ho, peroxidem vodiku a ozonem. Tyto metody vysly
tedy z hlediska po¢tu kultivovatelnych bakterii nejlépe.

Po sterilizaci nanovlakennych nosic¢t ultrazvukem v suchém stavu byly zjistény
kolonie aerobnich i anaerobnich mikroorganismi pfi obou teplotach. Nejvétsi stanovena
hodnota u této metody byla na AC nosi¢i u anaerobnich mikroorganismi pii 36 °C.
Vysledky po sterilizaci ultrazvukem na sucho byly velmi rozdilné s vysledky sterilizace
ultrazvukem v destilované vodé. Metoda s destilovanou vodou zputisobila, ze vyrostly pouze
aerobni mikroorganismy pii vyssi teploté a to na vice jak dvojnasobné mnozstvi v porovnani
se suchym stavem. U sterilizace etanolem byly pocéty mikrobialnich kolonii nejvyssi.
Byly detekovany ob¢ skupiny mikroorganismi, ov§em nejvice kolonii narostlo pii teploté
36 °C za aerobnich podminek.

Jako nejvhodnéjsi sterilizaéni metody, hodnocené na zdkladé kultivacnich
mikrobiologickych metod, se jevi sterilizace autoklavem, UV zafenim, roztokem oxidu
chlori¢itého, peroxidem vodiku a ozonem. Za méné ucinné metody pro nanovlakenné nosice
testované v ramci této bakalaiské prace lze povazovat sterilizaci ultrazvukem a etanolem.
AC nosi¢ vykazal témét vzdy niz§i hodnoty kultivovatelnych kolonii v porovnani s DC
nosicem, a to u kazdé metody. Vyjimkou byla metoda ultrazvuku v suchém stavu, kde pocet
anaerobnich mikroorganismi po inkubaci za teploty 36 °C pievySoval pocet detekovany u DC
nosice. Obecné 1épe dopadly chemické sterilizaéni metody, u kterych, kromé etanolu, nebyly

detekovany zadné kolonie kultivovatelnych mikroorganismu.
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Tab. 2: Pocty heterotrofnich kultivovatelnych mikroorganismt (KTJ/ml) pro jednotlivé

steriliza¢ni metody a typy nanovlakennych nosict

Aerobni [KTJ/ml] Anaerobni [KTJ/ml]
nI;’i‘;e Metoda sterilizace 22°C 36 °C 22°C 36 °C
DC o 0 7,30E+01 0 0
AC Plvodni 0 1,40E+01 0 0
DC , 0 0 0 0
AC Autoklav na sucho 0 0 0 0
DC Autoklav v destil. 0 0 0 0
AC vodé 0 0 0 0
DC 0 0 0 0
AC uv 0 0 0 0
DC 9,70E+01 9,27E+01 4,55E+00 | 4,55E+00
ac | Ultrazvuknasucho g hor 6 5 00E+01 | 4,55E+00 | 2,05E+402
DC Ultrazvuk v destil. 0 2,14E+02 0 0
AC vodé 0 1,32E+02 0 0
DC 0 8,27E+02 5,00E+01 0
AC EtOH 0 4,55E+02 0 0
DC 0 0 0 0
AC Clo; 0 0 0 0
DC 0 0 0 0
AC H:0; 0 0 0 0
DC 0 0 0 0
AC Ozon na sucho 0 0 0 0
DC o 0 0 0 0
AC Ozon v destil. vodé 0 0 0 0

4.3 Vysledky molekularné genetickych analyz

Molekularné genetické metody byly pouzity pro detekci ptitomnosti veskerych, tzn.
kultivovatelnych 1 nekultivovatelnych bakterii. Cely proces zahrnoval izolaci pfitomné DNA,
zméfeni jeji koncentrace a qPCR analyzu. U vSech steriliza¢nich metod jsou jednotlivé
koncentrace cilové DNA a Ct hodnoty uvedeny pro oba typy nosic¢u
v Tab. 3 anaObr. 15 - 17.

Bylo zjisténo, Ze jiz u nesterilizovanych nanovlakennych nosi¢ti byla koncentrace
DNA velmi nizka. Konkrétné u AC nosi¢e byla koncentrace DNA pod mezi detekce,

tedy pod 0,0005 ng/ul (,,too low*). U nosi¢t po sterilizaci byly koncentrace DNA obecné
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velmi nizké ¢i pod mezi detekce. Vyjimku tvofil AC nosi¢ sterilizovany roztokem oxidu
chlori¢itého, kde byla naopak detekovana mirné vyssi koncentrace DNA v porovnani

S nesterilizovanym nosic¢em.

Tab. 3: Prehled Ct hodnot a koncentraci DNA zjisténych na obou typech nanovldkennych

nosicl po jejich expozici jednotlivym sterilizaénim metoddm

n-(l)-zige Metoda sterilizace HITOOSEQSSt Kon([:ﬁggifse][) NA Ct hodnota
DC o 0,098 135 21,82
AC pivodni 0,207 to0 low 29,39
DC i 0,214 too low 26,96
AC autoklav na sucho 0,474 t00 low 29,02
22 autoklav v destil. vodg 8::2; :22 :gx 2;:;2
DC UV 0,101 23,2 22,22
AC 0,216 too low 26,85
DC ultrazvuk v suchém stavu 0,103 29,5 22,071
AC 0,210 10,1 24,33
DC ultrazvuk v destil. vodé 0,330 3,03 25,16
AC 0,641 too low 26,27
DC 0,419 too low 25,60
AC EtOH 0,571 too low 25,47
DC 0,359 too low 26,58
H,0,
AC 0,571 too low 26,56
DC 0,354 7,12 23,66
ClO,
AC 0,593 48,2 19,29
DC Oz0n na sucho 0,138 too low 27,12
AC 0,222 171 23,57
DC . . 0,342 6,14 24,62
AC Ozon v destil. vodé 0.526 100 low 29.23

Intepretace ziskanych Ct hodnot je zaloZena na nepfimé tméfe. Cim vys§i je Ct
nanovldkenné nosi¢e obsahovaly maly pocet bakterii uz pted sterilizaci. Na zaklad¢ vysledk
Ct hodnot se jako vhodnd metoda ukazala sterilizace parou v destilované vodég, kde byly Ct
hodnoty nejvyssi, tedy nejnizsi koncentrace cilové DNA. AvSak z hlediska vlivu této metody
na strukturu a charakter nanovlakenné vrstvy nelze metodu doporucit, jelikoz byl pozorovan

znacny destruktivni vliv pravé na nanovlakennou vrstvu.
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Obr. 15: Ct hodnoty primeru U16SRT na DC nosi¢ich u jednotlivych steriliza¢nich metod
s vysledky negativni kontroly

U AC nosice pied sterilizaci byla Ct hodnota v porovnani s negativni kontrolou
podobna. Vzhledem k velmi malému poctu bakterii na tomto nesterilizovaném nosici byly
po sterilizaci  zjistény jen nepatrné rozdily v mnozstvi  bakterialni  biomasy,
které se pohybovalo Vv rozmezi chyby stanoveni. Malé mnozstvi bakterii pFitomnych
na nanovldkennych nosi¢ich jiz pfed sterilizaci mohlo byt zplisobeno piitomnosti
antimikrobialnich latek pochazejicich ziniciace a terminace polymerizace polyuretanu

nebo z pripravy nanovlakenné vrstvy.
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Obr. 16: Ct hodnoty primeru U16SRT na AC nosicich u jednotlivych steriliza¢nich metod
s vysledky negativni kontroly

Na Obr. 17 je uvedeno porovnani Ct hodnoty zjisténych na obou typech
nanovldkennych nosic¢i. Rozdil u jednotlivych sterilizaénich metod pro DC a AC nosi¢
je patrny a navic lze porovnat hodnoty s ptuvodnimi, tedy nesterilizovanymi, nosici.
Pokud je naptiklad porovnan vzorek z AC nosice po jednotlivych sterilizatnich metodach,
je vidét, ze Ct hodnoty nabyvaji téméf vzdy mensich hodnot. Jedinou vyjimkou je sterilizace
autoklavem v destilované vod¢. U DC nosict jsou Ct hodnoty v porovnani s pivodnim
vzorkem vzdy vys$i. Velmi podobné si jsou hodnoty DC a AC nosice u sterilizace etanolem

a peroxidem vodiku.
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Obr. 17: Porovnani Ct hodnot primeru UI6SRT DC a AC nosi¢i u jednotlivych

sterilizaé¢nich metod

Kromé analyzy Ct hodnot byla spocitana relativni kvantifikace vzorki, kterd popisuje

relativni zménu mnozstvi daného primeru (U16SRT) vici referenénimu vzorku.
relativni kvantifikace = EF~Ctsmple™Cteed
EF ... ucinnost prumeru (EFyi6spT = 2,004)
Ctsampie --- pramerna Ct hodnota vzorku (normalizovana na mnozstvi vzorku)

Ctres --. pramérna Ct hodnota referencniho vzorku (normalizovana na mnozstvi vzorku)

Hodnoty relativni kvantifikace byly porovnavany s referenénim vzorkem,
jehoz relativni kvantifikace je 1. Jako referen¢ni vzorek byl zvolen ptivodni DC a AC nosic.
U DC nosicu je vidén pokles mnozstvi biomasy témét u vSech sterilizacnich metod kromé UV
zafeni a ultrazvuku v suchém stavu. Nejvétsi pokles u tohoto typu nanovlakennych nosict byl
zaznamenan po sterilizaci autoklavem v destilované vodé. Na AC nosi¢ich byl v mnoha
ptipadech zjistén naopak mirny nartist biomasy, nejvice vSak po sterilizaci 0zonem na sucho,
roztokem oxidu chlori¢itého a ultrazvukem v suchém stavu. Naopak pokles biomasy u tohoto
typu nosice byl zaznamenan po sterilizaci autoklavem v obou stavech a 0zonem v destilované

vodé.
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Obr. 18: Relativni kvantifikace DC a AC nosi¢i u jednotlivych metod v porovnani

S ptivodnimi nosici

Porovnanim Ct hodnot s nulovymi hodnotami KTJ zjisténymi kultiva¢nimi metodami
je patrné, ze ackoliv tyto vzorky neobsahovaly zadné kultivovatelné mikroorganismy, byla
na nosicich zjisténa pritomnost nekultivovatelnych mikroorganisma. To indikuje porovnani
S puvodnimi vzorky, kde byly Ct hodnoty niz§i. Podle neptimé timéry mély tyto vzorky
sniz§i Ct hodnotou vétsi mnozstvi cilené DNA, tudiz vice tzv. nekultivovatelnych
mikroorganismd.

Vysledky z kultivacnich mikrobiologickych a molekuldrné genetickych metod vysly
nejlépe po sterilizaci autoklavem v destilované vodé. U této sterilizaéni metody byl
v8ak zjistén znané negativni vliv na nanovlakennou vrstvu a strukturu jednotlivych
nanovldken. Metoda proto nemize byt povazovana za vhodnou pro ucely sterilizace
nanovlakennych nosi¢ biomasy. Podobné vysledky byly dosazeny také u sterilizace ozonem
v obou stavech (mokrém a suchém prostiedi). U roztoku oxidu chloricitého a UV zafeni byly
sice pocty kultivovatelnych bakterii nulové, ale Ct hodnoty a koncentrace DNA byly nizsi
V porovnani s puvodnimi vzorky. Ct hodnoty nabyly nizsich ¢isel a koncentrace DNA byla
naopak vyssi.

Po vyhodnoceni a interpretaci vsech dosazenych vysledki se jako nejlepsi sterilizaéni metoda
ze vSech testovanych metod jevi sterilizace prostfednictvim peroxidu vodiku. Sterilizace
peroxidem vedla k efektivni eliminaci ptitomného mikrobialniho znecisténi a zaroven méla

minimalni nebo zadny vliv na nanovlakennou vrstvu.
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5. Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo porovnani efektivity a ucinku vybranych
sterilizatnich metod na nanovlakenné nosi¢e biomasy a na zaklad¢ toho vybrat
tu nejvhodnéjsi. Za vhodnou metodu sterilizace byla povazovana ta, kterd vytvoii sterilni
prostiedi bez mikroorganismi a zarovenn zpusobi minimalni nebo zadné zmény struktury
nanovlakenné vrstvy nosice biomasy.

Zmény struktury nanovlakenné vrstvy byly hodnoceny na zéklad¢é snimkl potizenych
optickym a elektronovym mikroskopem. Nejvyznamnéjsi strukturalni zména byla zjiSténa
U nosicu po sterilizaci parou (v autoklavu) a ozonem v destilované vodé€ i v suchém stavu.
Minimélni poSkozeni nanovldkenné vrstvy bylo zaznamendno u metody sterilizace
ultrazvukem v destilované vodé i v suchém stavu, UV zafenim, etanolem, roztokem oxidu
chloricitého a peroxidem vodiku.

Prvni metodou hodnoceni sterility nanovldkenné vrstvy byly kultivacni
mikrobiologické metody. Nulovy pocet kultivovatelnych mikroorganismi byl zjistén
u nanovlakennych nosici, které byly sterilizovany autoklavem a ozonem v obou stavech, UV
zafenim, roztokem oxidu chlori¢itého a peroxidem vodiku.

Druhou metodou byly molekularné genetické metody pro zjisténi piitomnosti
kultivovatelnych 1 nekultivovatelnych  mikroorganismi. Na zékladé Ct hodnot
se jako nejefektivnéjsi metoda sterilizace jevila sterilizace autoklavem v suchém i mokrém
stavu. Nejnizsi koncentrace DNA byly detekované na nanovlakennych nosi¢ich po sterilizaci
autokldvem, etanolem a peroxidem vodiku.

Po porovnani vSech sterilizacnich metod na zékladé stanovenych vysledkii bylo
jiz mozné provést konecné hodnoceni. Jako nejefektivnéjsi byla z provedenych metod
vyhodnocena sterilizace peroxidem vodiku. Kombinace sterilizacniho uc¢inku a vlivu
na nanovlakennou vrstvu zde byla na zakladé podminek uvedenych v tivodu tohoto zavéru
nejvhodnéjsi.

Vyzkum v této oblasti bude i nadale pokracovat. Sterilizace peroxidem vodiku byla
sice vV ramci prace stanovena jako nejvhodnéjsi, ovSem Ct hodnoty detekované u této metody
by mély idealn€ nabyvat jesté¢ vysSich hodnot. Pokracovani vyzkumu by mélo zahrnovat
opakované provedeni sterilizacnich metod, piipadné zatazeni dal$ich metod ¢i jejich

vzajemnych kombinaci za rtiznych podminek.
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