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ABSTRAKT

Téato diplomova praca sa zaobera stanovenim antimikrobialnej aktivity povrchov s biocidnym
uc¢inkom pomocou rezasurinového testu. Resazurinovd metdoda stanovenia je neinvazivna
kolorimetrickd metoda s vel'kym potencionalom pre Siroké vyuzitie. Jej doterajSie pouzitie je vSak
obmedzené, ked'ze nie je zaradena medzi normované metddy. V predlozenej praci je tito metoda
vyuzivana ako sposob zhodnotenia G¢innosti imerznych experimentov s vyuZzitim antimikrobialnych
folii a bakterialneho kmenia Escherichia coli. Intenzita fluorescencie farbiva v suspenziach, na ktoré
posobili jednotlivé folie, bola zachytena fotografickym zaznamom a nasledne sa vyhodnotila pomocou
obrazovej analyzy. Namerané a vypoc¢itané hodnoty antimikrobialneho G¢inku troch vzoriek aktivnych
folii  srozdielnou koncentraciou biocidnej latky sa porovnavali s vysledkami ziskanymi
v podmienkach s mensou chybovostou (plate-reader) aj s vysledkami ziskanymi prostrednictvom
normovanej metddy na preukdzanie relevancie resazurinovej metddy a postdenie antimikrobidlnej

aktivity studovanych povrchov.

KEUCOVE SLOVA

resazurin, imerzné experimenty, antimikrobidlna aktivita, kolorimetricka metdda, E.coli

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the determination of antimicrobial activity of surfaces with biocidal
effect using the resazurin test. The resazurin method of determination is a non-invasive colorimetric
method with great potential for widespread use. However, its use so far has been limited as it is not
included among standardized methods. The colorimetric method was used as a way to evaluate the
effectiveness of immersion experiments using antimicrobial films and the bacterial strain Escherichia
coli. The fluorescence intensity of the dye in the suspensions, which were affected by the individual
foils, was captured by photographic recording and subsequently evaluated using image analysis.
The measured and calculated values of the antimicrobial effect of three samples of active foils with
different concentrations of the biocidal substance were compared with the results obtained
in conditions with a smaller error rate (using plate-reader) and with the results obtained through a
standardized method to demonstrate the relevance of the resazurin method and to assess the

antimicrobial activity of studied surfaces.
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1 UVOD

V sucasnosti je vo viacerych biologickych aj enviromentalnych systémoch potrebné posudzovanie
ucinnosti antimikrobialnych 1atok a povrchov proti bakteridlnym kmefiom. Jedna sa zva¢$a o povrchy
a materialy, ktoré sa vyuzivaji v odvetviach ako zdravotnictvo, stavebnictvo, potravinarstvo
a domacnosti. Na postdenie ucinnosti antimikrobidlnych latok je nutné poznat ich viabilitu
a koncentraciu prezivsich bakteridlnych buniek. Na to sa §tandardne vyuzivaji normované postupy,
ktoré ponukaju spolahlivé vysledky a st aplikovatelné na Siroku Skalu materidlov. Pre potreby
dnesného vyuzitia si vSak vyzaduju vel’kl ¢asovu narocnost’.

Alternativou Kk Standardnym stanoveniam st metabolicko-kolorimetrické testy, ktoré poskytuju
casovo efektivnejSie vysledky o koncentraciach baktérii in vitro. Kolorimetricky test na baze
resazurinu bol vyvinuty ako ¢asovo kineticky test, prave na tieto ucéely. Toto farbivo je do urcitej
miery netoxické a nedestruktivne pre mikroorganizmy. Prave preto, je vyuzivany na kvantifikaciu
mikrobialnych populacii a stanovenie G¢innosti systémov. Na to aby bolo jeho vyuzitie mozné vo
viacerych odvetviach je nutna optimalizacia tejto metédy na zvySenie jej relevancie voci
Standardizovanym postupom. Vdaka tomu, Ze je technologicky nenaro¢na anie je potrebna
preduprava analyzovanych vzoriek ma velky potencial pre rdzne vyuzitia anielen na prvotné

skriningy baktérii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antimikrobidlne latky

Latky spadajuce do tejto kategorie slizia ako prevencia a vyuzivaju sa taktiez k lieCbe infekénych
chordb. Ak su tieto latky mikrobialneho pévodu pozname ich pod nazvom antibiotika. Tym, ktoré su
vyrobené chemickou cestou hovorime chemoterapeutikd. Vzhl'adom na to, ze v sii¢asnosti patri medzi
antibiotika vacsina latok s antimikrobidlnym G¢inkom, je pojem antibiotikd pouzivany na vsetky latky
bez rozdielu pdvodu ucinkujice na baktérie.

Na to, aby sa antimikrobialne latky dali vyuzit aj ako lie€ivy prostriedok musia zabijat’ alebo aspon
inhibovat’ mikroby v davkach, ktoré nie st pre makroorganizmus $kodlivé. Z tohto dovodu musia byt
antimikrobialne lieCiva selektivne toxické pre rb6zne druhy mikrébov. Toxicitu vyjadruje
chemoterapeuticky index, ktory je dany pomerom davky toxickej pre hostitel'a a davkou ucinnou na

mikroby. Cim je index vys§i, tym je latka pre makroorganizmus menej $kodliva.®

2.1.1 Typy ucinku antimikrobialnych latok

Pri pouziti je dobré vediet’ aky typ ucinku jednotlivé antimikrobidlne latky maju. Primarne ich
delime medzi baktericidne a bakteriostatické latky. Do skupiny baktericidnych latok sa zarad’uju také,
ktoré usmrcuju mikrobialnu bunku. Posobia ireverzibilne a rychlo (klinicky ucinok sa dostavuje do
48 hodin).Vyuzivaju sa pri zavaznych ochoreniach alebo pri zniZenej obranyschopnosti pacienta.

Na druht stranu, bakteriostatické latky reverzibilne zastavuji rast a mnozenie mikrobov. Ich efekt
je mozné pozorovat’ az vV ramci 3 — 4 dni. Ked’ sa latky prestani podavat’ mikroby s schopné sa opét
zacat’ mnozit. Rozdiely medzi u€inkami antibakteridlnych latok nie su pevne stanovené a zdvisia na
viacerych faktoroch. St to napriklad druh latky, koncentracia alebo druh mikroorganizmu. Predstavu o
ucinkoch na jednotlivé mikréby nam davajii hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) a
minimalnej baktericidnej koncentracie (MBC). MIC sa rozumie najnizSia koncentricia
antimikrobidlnej latky, ktora zabrafiuje nérastu konkrétneho mikroorganizmu.! MBC je definovana ako
najnizsia koncentracia lieciva, ktora v Standardnych podmienkach (24 h) usmrti minimalne 99,9 %
populécie testovanych baktérii.? Baktericidne latky maju hodnoty MBC len niekol’kokrat vyssie ako
MIC. Naproti tomu bakteriostatické by museli mat’ mnohonéasobne vyssiu koncentraciu ako MIC aby
nimi bolo mozné mikroorganizmy zabijat’ a to sa obvykle neda docielit’. Pri vybere spravneho lieciva
sa berie do uvahy viac faktorov ako len MIC. Z pohl'adu farmakokinetickych a farmakodynamickych
vzt'ahov sa antimikrobidlne latky delia na latky s ucinkami zavislymi na cCase a na latky s ucinkami

zavislymi na koncentracii.!



2.1.2 Mechanizmus uc¢inku antimikrobialnych latok

Antimikrobialne latky moézu posobit réznymi spdsobmi a na rozlicnych miestach buniek

mikroorganizmov. Hlavnymi ciel'mi ti¢inku su:

Inhibicia syntézy bunkovej steny - baktericidne latky ako napr. netoxické
beta-laktamové antibiotika, niektoré glykopeptidy a niektoré antituberkulitika

Inhibicia syntézy nukleovych kyselin - baktericidne ale toxickejsie latky, napr. nitroimidazoly
(rozrusuji DNA), chinolény (ovplyviiuji DNA-gyrazu u baktérii), ansamyciny (interferaza
syntézy mRNA) atd’.

Poskodenie funkcie bunkovej membrany- toxické baktericidne polypeptické antibiotika
Inhibicia proteosyntézy (syntéza bielkovin) - bakericidne pdsobia aminoglykozidy
Antimetabolity - bakteriostatické, podsobia na zaklade kompetitivnej inhibicie,

napr. sulfonamidy.*

2.2 Zauzivané metédy stanovenia antimikrobialnosti povrchov

2.2.1 M26-A: Metoédy pre urcovanie baktericidnej aktivity antimikrobialnych

zastupcov

Norma M26-A je vydand organizaciou Clinical and Laboratory Standards institute (CLSI) a

poskytuje pokyny pre stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) antimikrobialnych latok.

Tato metdda sa pouziva na posudenie ucinnosti antimikrobialnych latok proti bakterialnym kmenom.

Struény suhrn postupu normy:

Vyber testovanych kmeiniov: testovacie kmene sa musia vybrat’ tak, aby zahrnali r6zne typy
baktérii, ktoré sa Casto vyskytuju v klinickej praxi. Vhodné kmene sa musia uchovavat’ pri
nizkych teplotich a to by ich malo uchovavat’ cerstvé.

Priprava inokulovanej kultiry: Kmen sa musi kultivovat’ v zivnom médiu az do fazy, ked’ ma
dostatocnu koncentraciu buniek na testovanie. Nésledne sa musi odmerat’ optickd hustota
kultary a vyrovnava sa na pozadovanu hodnotu.

Priprava riedeni antimikrobiélnej latky: Antimikrobidlna latka sa musi rozpustit’ v zivnom
médiu a potom sa pripravia sériové riedenia.

Priprava a inkubacia testovacich ploch: Na testovanie sa pouZzivaju zivné média obsahujuce
rozne koncentracie antimikrobialnej latky. Na kazda dosticku sa aplikuje 0,1 ml inokulovanej
kultary.

Inkubacia: Platy sa inkubuju pri optimalnych podmienkach, ktoré zabezpecuju rast baktérii. Po
inkubacii sa pozoruje, ktoré riedenie antimikrobidlnej latky inhibovalo rast baktérii.
Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) sa urci ako najnizSia koncentracia antimikrobialnej
latky, ktora inhibuje rast baktérii.

Interpretacia vysledkov: Vysledky sa interpretuji na zaklade hodnoty MIC.



Latka sa povazuje za G¢innu proti testovaciemu kmeiu, ak jej MIC je nizsia ako prahova hodnota.
Prahova hodnota sa lisi pre rozne typy baktérii a antimikrobialnych latok. Tato metdda sa pouZziva v
klinickych laboratoriach na posudenie uc¢innosti antimikrobialnych latok a pomaha pri vybere spravnej
liecby pre pacientov s infekciami. Vzhladom na to, ze baktérie neustdle mutuju je dolezité
monitorovat’ a aktualizovat’ informacie o MIC pre rozne kmene a antimikrobialne latky. Okrem toho
sa metdoda MIC pouziva aj na stanovenie minimalnej baktericidnej koncentracie (MBC), ktora zistuje
najniz$iu koncentraciu antimikrobialnej latky, ktora baktérie zabija. Tato norma zahima aj pokyny pre
kontrolu kvality, ktoré sa tykaju sterilitného postupu, kvality Zivného média, pripravy riedeni
antimikrobialnych latok a sledovania stability MIC. Tieto kontroly kvality pomahaju zabezpeéit

presné a spolahlivé vysledky testovania.®

2.2.2 1SO 22196 Meranie antimikrobialnej aktivity na plastovych a inych

neporéznych povrchoch

ISO 22196 je medzinarodna norma, ktora poskytuje postup pre testovanie antibakteridlnej ucinnosti
netextilnych povrchov a materidlov. Norma sa zameriava na povrchy a materialy, ktoré sa pouzivaji v
odvetviach ako zdravotnictvo, stavebnictvo, potravinarstvo a domacnosti. Cielom normy je poskytnat
jednotnu testovaciu metddu na posudenie schopnosti tychto povrchov a materialov zniCit’ baktérie a
zabranovat’ ich rastu.

Testovanie antimikrobidlnej uéinnosti podla tejto normy sa vykonava na zaklade dvoch
bakterialnych kmenov. Konkrétne Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Tieto konkrétne baktérie
su pouzivané ako modelové organizmy, pretoze st bezne pritomné v prostrediach a mézu spdsobovat’
zdravotné problémy. Vybrany material sa pripravuje a sterilizuje podl'a stanovenych postupov. Po
sterilizacii sa vzorky umiestnia do Petriho misky s nanesenym kmefiom baktéric a umiestnia sa do
inkubacnej komory na 24 hodin. Po uplynuti ¢asového intervalu sa stanovuje pocet Zivotaschopnych
baktérii metddou kultivacie na platni, ktora sa musi inkubovat d’alSich 40 az 48 hodin. Nasledne sa
pocita kolko baktérii zostdva na povrchu a z tejto hodnoty sa vypocita miera redukcie baktérii.
Testovanie sa vykonava pri kontaktnych casoch 24 az 48 hodin niekol’kokrat.

Vysledky testov mo6zu byt pouzité na hodnotenie uCinnosti antimikrobidlnych vlastnosti
netextilnych povrchov a materidlov a ich vzajomné porovnanie. Norma poskytuje aj pokyny na
hodnotenie vplyvu faktorov prostredia ako su teplota ¢i vlhkost'.

ISO 22196 je vhodnym nastrojom pre vyrobcov a spotrebitelov povrchov a materidlov na
posudzovanie ich antibakteridlnych vlastnosti a ich vhodnost’ pre pouzitie v prostrediach, kde je

nevyhnutna vysoka tiroven hygieny.*



2.2.3 ISO 27447:2019 Metoda testovania antimikrobidlnej aktivity polovodic¢ovych

fotokatalytickych materialov

Tato norma sa zaoberd testovanim antibakteridlnej aktivity polovodi¢ovych fotokatalytickych
materialov a ponuka Standardizovany postup na meranie antimikrobialnej aktivity aplikovatelny na
akékol'vek fotokatalytické materialy.

Testovanie Vv tejto norme zohrava vel’ku tlohu pri hodnoteni ¢innosti materialov pri inhibicii rastu
baktérii a ich nasledné porovnavanie, charakterizaciu a modifikaciu ich vyvoja k lepsej spolahlivosti.
Metoda testovania zahfiia pripravenie vzoriek materialov, ich kontakt s baktériami a ich expoziciu
svetlu aby bolo mozZné testovat' ich vlastnosti vo¢i bakterialnym kmetiom. Vzorka materidlu sa
umiestni do Petriho misky a nasledne sa na fiu nanesie bakteridlna suspenzia, ktora sa prekryje krycim
sklickom pripadne foliou v zavislosti od skiimaného materialu. Petriho miska sa uzavrie sklenenym
vrchnakom aby sa predi$lo kontaminacii a zmenam fyzikalnych faktorov prostredia. Zarovein s tymito
vzorkami sa pripravuju rovnakym spdsobom aj modelové bez pouzitia fotokatalytického materialu.
Jedna séria vzoriek sa vystavuje svetlu a druha sa necha posobit’ v tmavom prostredi. Po expozicii sa
suspenzie vymyju z povrchov a nasledne sa pocet zivotaschopnych baktérii uréuje pomocou agarovej
dilu¢nej metddy. Vysledky sa navzajom porovnavaji a na zaklade porovnania modelového materialu

s fotokatalytickym povrchom sa uréuje percento uéinnosti zaujmového povrchu.®

2.3 Resazurinova metéda stanovenia antimikrobialnej aktivity

Alternativou k Standardnym stanoveniam st metabolicko-kolorimetrické testy, ktoré poskytuju
casovo efektivnejSie vysledky o koncentriciach baktérii in vitro. Kolorimetricky test na baze
resazurinu bol vyvinuty ako ¢asovo kineticky test, prave na tieto ucely. Poskytuje vhodnu alternativa
porovnatelni s metédou pocitania jednotiek tvoriacich kolénie alebo meraniam absorbancie.® Této
metoda umoziuje analyzu mikrobialnych biofilmov bez nutnosti sonifikacie alebo akejkol'vek inej
zlozitej predipravy.’

Principom tejto metddy je redukcia resazurinu pri metabolickej reakcii mikrobialnych buniek.
Resazurin je netoxickym, oxidaéno-redukénym farbivom, nedestruktivnym pre mikroorganizmy.® Toto
farbivo je vel'mi stabilné v kultivatnom médiu bez buniek ale v pritomnosti zivych buniek sa rychlo
redukuje. Pocas reakcie meni farbu z modrej na ruZzovu az po Ciru, pretoze kyslik sa stava limitujucim

v ramci média (vid’ Obr. 1).
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Obr. 1: Postupnd redukcia resazurinu. Vpravo je eSte nezredukované farbivo v suspenzii a smerom

dolava je postupny prechod z rezorufinu az na ciry dihydrorezorufin.

Prva etapa tejto redukcie je spdsobend stratou atomu kyslika volne viazanym na dusik
fenoxazinového jadra (vid® Obr. 2). Tato zmena na ruzovy rezorufin je ireverzibilna atmosférou

kyslika. Druh4 etapa redukcie na bezfarebny hydrorezorufin je reverzibilna vzdusnym kyslikom.®

?e
]
HO s} 0 NADH.‘H*'NAD']‘Hao O o] OH

Resazurin Rezorufin

Modry
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v & vysokou
Muorescenciou
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Obr. 2: Princip resazurinového testu viability.°

Prepocet vyslednych fluorescenénych jednotiek na mnozstvo Zivotaschopnych baktérii vyjadrenych
ako CFU/mI sa uskuto¢fiuje pomocou kalibra¢nych kriviek. Tie musia byt zostavené pre kazdy
bakteridlny kmen osobitne, ¢o je jedinou velkou nevyhodou tohoto testu oproti Standardnym, kde sa
kalibraéné krivky nerobia. Kalibra¢né krivka opisuje vzt'ah medzi koncentraciou baktérii (CFU/ml) a
prislusnym mikrobialne generovanym rezorufinom (RFU).” Tym, Ze sa rasazurin zmie$a s baktériami
V kvapalnom médiu je mozna ich kvantifikicia vdaka systematickému odfarbovaniu resazurinu na
rezorufin, ktorého fluorescenéna emisia je imerna bakterialnym koncentraciam.® Resazurinovy test je
robustna a spolahlivd metdoda na zistenie cytotoxicity, skrining antibiotik a hodnotenie bakterialnej

kontaminacie.
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2.4 Rast a mnoZenie baktérii

Rast baktérii znamena zvySovanie poctu buniek. Pocas rastu baktérie zvac¢suju svoju velkost az
kym sa priblizne zdvojnasobi a potom nastéava proces delenia. Cas, potrebny na rast a delenie bunky,
sa nazyva genera¢na doba. Tato doba zavisi od vonkajSich podmienok, predovsetkym od dostupnosti
zivin a teploty prostredia. Pri optimalnych podmienkach je genera¢nd doba E. coli priblizne
20 minut.?

Na to aby bolo mozné analyzovat’ rast bakterialnej populacie je zakladnym parametrom rast Cistej
kultiry v uzavretom, umelo pripravenom tekutom homogénnom prostredi s nadbytkom zivin.** Vznika
tzv. stacionarna kultara. Je to klasické pestovanie baktérii, kde sa do nadoby s kultivacnym médiom
vnesie inokulum buniek a po urCitej dobe vznika bakteridlna kultara. Populacia bakteridlnych
buniek prechddza rastovym cyklom s viacerymi fizami.! Semilogaritmickym znidzornenim
nameranych hodnét poctu zivych buniek dostavame rastovu krivku a podla jej priebehu sa rozdel'uje

rastovy cyklus do viacerych faz ( vid .Obr. 3).*2
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Obr. 3: Standardna rastova krivka.*®

Pociatocnou fazou rastovej krivky je lag-faza. V nej baktérie nepribudaju, pretoze sa prisposobuju
novym Zzivotnym podmienkam. DiZka tejto faze je zavisld od aktualneho fyzického stavu buniek,
kultiva¢nych podmienok a typu média, ktoré bolo pouzité. Organizmy sa po preneseni do rovnakého
kultiva¢ného média zo stresovych podmienok spamétavaji rychlejSie atym je lag-fdza kratSia.
Po preneseni organizmov zinych podmienok mézu casto zahynut a spomaluje sa syntéza enzymov
potrebnych na rast, prispdsobenie metabolizmu a aj delenie buniek.? Lag-faza konéi kratkym obdobim,
kde sa bunky za¢inaji delif, nie vsak konstantnou rychlostou (tzv. fiza zrychleného rastu).!

V niektorych pripadoch moéze lag-faza chybat’ Uplne, a to najmd v pripade velkého inokula
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exponencialne rasticej kultary vlozeného do bohatého média s rovnakym zlozenim ako predoglé.**

Nasleduje faza exponencionalneho rastu. Zacina vtedy, ked’ rychlost’ rastu buniek nadobuda
maximalnu a konstantni hodnotu. Vac¢Sina buniek je vtejto fazy ziva a baktérie sa rovnomerne
delia. Ich pocet sa zdvojnasobuje pocas generacnej doby. To aka je rychlostna konstanta rastu zavisi
od genetickych faktorov organizmu ale aj od podmienok prostredia (teplota, zlozenie kultivaéného
média).? Exponencidlna fiza kondi ked sa zloZenie kultivaéného média postupne zhoriuje.
Koncentracia zivin klesa a pH je ovplyviiované vyli¢enymi metabolitmi, ¢o vedie k spomalovaniu
rychlosti delenia buniek (faza spomaleného rastu).!

Po nej sa rastovy cyklus postuva do stacionarnej faze. Tato faza obsahuje pomaly sa deliace bunky,
kde pocet pribudajucich je kompenzovany poétom odumierajucich. Za tychto podmienok
v konsStantnej stacionarnej fazy hovorime o maximalnej populacii buniek. Doteraj§i narast poctu
buniek spdsobil znizenie koncentracie zivin a akumulaciu toxickych metabolickych produktov. S tym
suvisi aj pokles pH, ktory byva ¢astou pri¢inou zastavenia rastu. Po urcitej dobe sa rovnovaha medzi
vznikajlicimi a odumierajicimi bunkami postva a nastava faza odumierania.

Vo faze odumierania sa pocet buniek exponenciondlne znizuje. Strata viability je pri bunkach
pomaly proces. Dokonca sa celkovy pocet buniek mdze zdat’ nezmeneny a zaCne sa zmenSovat’ az po
samotnej lyze buniek."?

V prirodzenom prostredi sa baktérie mnozia pomalSie ako ked’ sa nachadzaju v laboratornych
podmienkach. Pri¢inou je nestalost’ prostredia (hlavne teploty), obmedzeny zdroj zivin alebo aj
poOsobenie inych mikrébov. V prirodzenom prostredi sa baktérie spravaju v niektorych pripadoch

odli$ne, napr. rozmnozuji sa odlisnym sposobom a vytvéraju biofilmy.*

2.4.1 Rastovy vytazok a rychlost’ rastu
Celkovy vytazok je definovany ako rozdiel medzi povodnym poctom buniek a vyslednym poctom
buniek, ktory je dosiahnuty v stacionarnej faze. Rychlost’ rastu populacie je zavisla na viacerych
faktoroch:
e Druh mikroorganizmu a jeho genetickd vybava
e ZloZenie Zivného média
e Koncentracia limitujucej ziviny
e Fyzikalno-chemické a fyzikalne faktory prostredia.’
2.4.2 Nutri¢né poziadavky mikroorganizmov
Na to aby bola mozZna tvorba bunkovej hmoty, musi mat" mikroorganizmus ziviny z prostredia,
ktoré pokryvajii energiu a stavebné kamene na jej tvorbu. KedZe prostredie ovplyviiuje baktériu
a baktéria nasledne meni prostredie je potrebné vzdy zvolit' vhodné prostredie pre vyvoj bakterialnej
bunky. Musi obsahovat’ dostatok vody na priebeh reakcii v zivych mikroorganizmoch a okrem zdrojov

energie aj biogénne prvky, ktoré su su¢astou bunkovej hmoty.™
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Je nevyhnutné zachovavat’ aj spravnu koncentraciu ionov aby nedoslo k inhibicii enzymov, ktorych
nadbytok by mohol viezt' k zastaveniu rozmnozovania. Vhodné prostredie pre rast a rozmnozovanie
mikroorganizmov musi obsahovat’:

e  Zdroj uhlika
e Zdroj dusika
e Biogénne prvky
e Rastové faktory
e Zdroj energie - sluzi na biosyntézu molekul potrebnych na tvorbu $truktiry bunky
Uhlik sluzi na syntézu aminokyselin, sacharidov, lipidov, organickych baz a inych

nizkomolekularnych latok, ktoré s potrebné na tvorbu kostry makromolekul.™®

V laboratérnych
podmienkach obsahuje kultivaéné médium ako zdroj uhlika jednoduché cukry alebo polysacharidy,
ktory sa nerozklada ani nereaguje s ostatnymi komponentami. Zdrojom mézu byt aj pridavky, ktoré
obsahuju aj rastové faktory ako napriklad pepton, kaseinovy izolat alebo mésovy extrakt. Jednym zo
zdrojov je aj samotny oxid uhlicity, ktory si vyzaduja hlavne autotrofné organizmy, ktoré ho vyuzivaja
aj ako zdroj energie.®

Dusik ma tlohu pri tvorbe amino- a iminoskupin, ktoré su sucastou aminokyselin a organickych
baz."® Mikroorganizmy ho moézu ziskavat' v podobe vzdusného dusiku, dusitanov, dusi¢nanov a
amonnych soli (vo forme fosfatov a siranov). Organicky viazany je dostupny v aminokyselinach,
peptidoch, nativnych bielkovinach a peptonoch. Pre heterotrofné organizmy st najvhodnejSimi
zdrojmi amoénne soli v podobe mocoviny. Koncentracia by sa mala upravovat’ tak aby v jednom litri
média bolo priblizne 0,1 g dusika.'®

Hlavné biogénne prvky, ktoré musia byt v zivnych médiach obsiahnuté st fosfor a horcik, ktoré
pomocou reakcii prenasaju energiu. Fosfor je sucastou nukleovych kyselin, viacerych koenzymov
a fosfolipidov. Jeho zluceniny kumuluji energiu do makroergickych vézieb a tym energeticky zaist'uje
procesy biosyntézy. Pri nedostatku fosforu je rast spomaleny a kvasné procesy tiez. Jeho zdrojom st
pre mikroorganizmy anorganické fosfity a do Zivnych médii sa pridavaju amonne soli.®® Dalgie
biogénne prvky, ktoré st pridavané vo formach soli su draslik, Zelezo, chlor, molybdén, zinok, med’,
kobalt, nikel & bor.'® Vigsina tychto prvkov je obsahom metaloenzymov alebo su aktivatormi
enzymatickych reakcii.

Rastové faktory vyzaduju len organizmy, ktoré nie st schopné si ich nasyntetizovat’ samé pripadne
sa v ich prirodzenom prostredi nenachadzaju. Su to napriklad auxotrofné mikroorganizmy, patogénne
alebo mlie¢ne baktérie (vyZaduju az 6 vitaminov). Rastovymi faktormy moézu byt: aminokyseliny,
purinové a pyrimidinové zasady, vitaminy, vyssie mastné kyseliny ¢i aminy.* Napriklad E.coli rastie
dobre v uplne anorganickom médiu s glukézou, ked’Ze je prototrof a vyraba si stavebné molekuly tela

zo Zivin a rastové faktory nepotrebuje na rozdiel od auxotrofnych baktérii, ktoré to nevedia.**
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Faktory prostredia ovplyviiujuce rast

Teplota prostredia

Teplota vonkajSicho prostredia je jednym zhlavnych faktorov, ktoré ovplyviuji rychlost
rozmnoZovania arast mikroorganizmov. Rozmedzie teplot, v ktorom je organizmus schopny prezitia
sa pre kazdy druh liSi. Teplota ovplyviiuje prezitie dvoma navzajom opacnymi spdsobmi. Rast sa
zrychl'uje, pri zvySovani teploty. Vztahuje sa na to zvySena rychlost enzymovych reakcii. Ak vsSak
teplota dosiahne vysSiu hodnotu ako je horna hranica prezitia daného druhu, dochadza k nevratnej
denaturacii proteinov a bunkovych Struktar. Tento proces zastavi rast buniek a vedie k smrti bunky.

Kazdy mikroorganizmus ma ur€ité medze prezitia v ramci teplotnych podmienok. Pri minimalne;j
teplote rastu, sa bunky rozmnozuju este stale zistiteI'nou rychlostou. Pod touto hranicou rast nie je
mozny, pretoze dochadza k stuhnutiu pohyblivosti lipidickych membran a zastavuje sa transport
molekul. Stanovenie tejto teploty je ale pomerne zlozité, pretoze sklesajlicou teplotou, klesa aj
rychlost’ rozmnozovania. Pri optimalnej teplote je populacia schopna mnozit’ sa najvacSou rychlostou.
Pri zvySeni teploty nad optimalnu dochadza kpoklesu rychlosti rozmnoZovania apo prekroceni
maximalnej teploty sa rast zastavuje. Maximalna teplota zodpoveda hodnote, pri ktorej dochadza
k denaturacii bunkovych Struktir. Optimalna teplota je hodnotami blizSia k maximalnej ako
k minimalnej hranici rastu a prezitia.> Podl'a vzt'ahu mikroorganizmov k teplu sa rozdel'uju do skupin:

e Psychrofilné - maju nizke teplotné optimum (0 — 0 °C), chladiarenské vyrobky

e Mezofilné - stredné teplotné optimum (20 — 45 °C), patria sem prevazne patogény™

e Termofilné - vysoké teplotné optimum (45 - 60° C), kompost, zisk termorezistentnych
enzymov (potravinarstvo, pracie prasky)

e Hypertermofilné - extrémne vysoké teplotné optimum (60 — 100 °C), podmorské sopecné
oblasti.!

NajrozsirenejSie v beznej prirode st mezofilné baktérie. Escherichia coli je typickym zastupcom
tohto druhu baktérii. Optimalna teplota rastu vacSiny jej kmenov je 37 °C. Maximalna teplota je az
48 °C a minimalna je 8 °C.2

Voda

Tym, Ze voda je zdkladnou zlozkou zivej hmoty, je zodpovedna aj za velké percento vahy
bakterialnej bunky. SluZzi aj ako rozpustadlo molekulam pre transport cez cytoplazmatickii membranu
a zucastiiuje sa aj na metabolickych reakcidch vo vnutri mikroorganizmu. VacSina baktérii pre svoj
zivot vodu nevyhnutne vo svojom prostredi potrebuje. Patria medzi hydrofilné organizmy. Znizenim
mnoZzstva dostupnej vody pod potrebntl hranicu sa predlzuje generacnd doba pripadne nastava smrt
bunky. Vynimkou je lyofilizacia (suSenie mrazom), ktorou sa baktérie dlhodobo uchovavaju. Ku
skupine citlivej na nedostatok vody patria najmd gramnegativne baktérie. Proti vyschnutiu su
odolnejSie grampozitivne a acidorezistentné baktérie. S vodou, ktord je naviazana iba na Castice

prostredia vedia preZit’ xerofilné baktérie a plesne.!
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Hydrostaticky tlak

Vicsina mikrobov sa rozmnozuje za normalneho atmosférického tlaku. ZvySovanim sa obycajne
rozmnozovanie spomaluje a pri tlaku nad 30 — 40 MPa sa rozmnoZovanie zvi¢$a zastavuje.”® Na to,
aby mikroorganizmy mali aj pri vysokych teplotich dostupni vodu v kvapalnom skupenstve je
potrebny zvyseny hydrostaticky tlak. Tie kmene, ktoré rasti lepsie za zvySeného hydrostatického tlaku
a vyskytujii sa v extrémnych hibkach sa nazyvaji barofily. Hydrostaticky tlak narasta kazdych 10 m

hibky o jednu atmosféru. Barotolerantné mikroorganizmy prevladaju do hibky 2000 metrov.!

Osmoticky tlak

Viacsinu mikroorganizmov nachadzame na miestach, kde je koncentracia rozpustenych latok nizsia
ako v ich bunkovej cytoplazme. Toto prostredie sa nazyva hypotonické. Prostredie, v ktorom bunky
podliehaji plazmolyze (stracajii vodu a prestavaju sa mnozit’) volame vysoko hypertonické. Mikroby,
ktoré sa v tomto prostredi s vy$§im obsahom soli mnozia spadaju pod halofily. Tie vieme prerozdelit’
do d’al$ich troch podskupin. Halotolerantné organizmy vyssSiu koncentraciu soli nevyzaduju. Obligatne
halofily sa vyskytuju v moriach a extrémne halofily pri beznych koncentraciach soli ani nevyrastu.

Tieto a bezné halofilné organizmy maji mimoriadnu schopnost’ odbtiravat’ toxické latky.*

pH

Koncentracia vodikovych i6nov vprostredi ma poznatelny vplyv na rast amnoZenie
mikroorganizmov. Pre optimalny rast je vyhovujuce rozmedzie vel'mi tizke a pre jednotlivé kmene sa
vzajomne odliSuju. Neutrdlne prostredie vyzaduje vacSina mikroorganizmov vratane patogénov.
Escherichia coli ma minimalne pH 4,3. Optimalne 6,0 - 8,0 amaximalne 9,5. Acidofilné baktérie
rastil priaznivo v kyslom prostredi. V takychto podmienkach prezivaju predovsetkym crevné baktérie,
ktoré produkuju aj rézne kyseliny. Extrémom pri ¢revnych baktériach je, Ze znasaju aj alkalické pH
7I&e. Najtypickejsimi alkalifilnymi baktériami st napriklad denitrifika¢né alebo urobaktérie.*?

pH prostredia nema velky vplyv na pH vo vnutri bakteridlnej bunky. Tie majii vo vicSine
vcytoplazme neutralne pH, ktoré zabezpeuje stabilitu vbunke.? Aj napriek tomu koncentricia
vodikovych i6nov prostredia ovplyviiuje metabolické aktivity. Pri pestovani mikroorganizmov v
laboratérnom prostredi v uzavretych systémoch st do média vylucované produkty metabolizmu kysle;j
povahy. Ked' sa vycerpaju funkcie média (vyzivovacia) kultiry prestanii rast’ pretoze pH klesne.! Pre
udrzanie reakcii prostredia na potrebnej trovni sa vyuzivaju tlmiace roztoky, najcastejSie soli slabych
kyselin, fosfaty, octany auhlic¢itany. Hodnoty pH maju vplyv aj na odolnost’ buniek voci teplotam.
Cim viésia je odchylka od optimalneho pH, tym su mikroorganizmy citlivejsie na maximalne teplotné

hodnoty.*®
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Svetlo

Vicsina mikroorganizmov, ktoré nevykonavaju fotosyntézu k svojmu rastu svetlo nepotrebuju
alebo na ne modze mat letalny ucinok.'”> Baktérie najlepsie rastii zvycajne bez pristupu svetla.
Molekuly DNA v bunkovych Struktarach st dokonca poSkodzované ultrafialovym Ziarenim, ktoré je
obsiahnuté v slne¢nom svetle.? Pre fototrofné organizmy je naopak infradervené Ziarenie a viditené

svetlo zdrojom energie a pre niektoré baktérie stimuluje tvorbu farbiv.™®

Pritomnost’ kyslika

Vzhl'adom na obsah kyslika potrebny na rast baktérii sa organizmy delia na dve hlavné skupiny a to
aerobne, ktoré su schopné rast’ v pritomnosti kyslika a anaerdbne, ktoré rastu bez jeho pritomnosti.
Obligatne aerébne organizmy vyzaduju kyslik ako podmienku pre svoj rast, st to napriklad
gramnegativne nefermentujuce baktérie. Fakultativne anaerdbne mikroorganizmy najlepSie rastu
v aerdbnych podmienkach ale dokazu prezit aj bez kyslika. Dalsou skupinou st mikroaerofilné
baktérie, ktoré rastt len pri nizkej koncentracii kyslika, priblizne 5 - 10 %. Na rozdiel od nich, striktne
anaerdbne organizmy su v pritomnosti kyslika inaktivované aaj v stopovych mnozstvach je pre ne
kyslik toxicky. Do tejto skupiny patria napriklad extrémofilné baktérie. Specialnym pripadom st
acrotolerantné baktérie, ktoré sa dokazu mnozit' aj za pritomnosti kyslika ale v anaerébnych
kultiva¢nych médiach. Tuto skupinu zastupuju baktérie anaerdbne, ktoré sa nachadzaju v slizniciach

¢loveka.?

Oxidacnoredukény potencial

Ak je potencial pozitivny, prevladaju v prostredi oxidujuce podmienky. Kultivaéné pody, ktoré su
vystavené kysliku st zretelne oxidované a to vyhovuje hlavne aerdbnym mikroorganizmom.
Rozpustnost’ kyslika je vSak v kvapalinach stile pomerne nizka a narastajucou teplotou klesa. Preto sa
privadza vzduch do kultivaénych nadob. Mikréby pri svojich metabolickych aktivitich znizuji
redoxny potencial (niekedy k takym nizkym hodnotdm, az st anaerébne mikroby schopné sa mnozit).
Prostredie je vyrazne redukované¢ ked’ ma oxida¢noredukény potencial zdporni hodnotu. Takyto
potencial vyzaduji prave anaerdby.’ Redukované prostredie sa da dosiahnut odstronenim kyslika
alebo pridanim reduk¢nych latok ako napr. cystein alebo kyselina askorbova. Mechanizmus pdsobenia

redox potencialu spoéiva vo funkciach enzymov a ich regulacie.'®
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2.4.3 Metody stanovenia poc¢tu buniek v kultarach mikroorganizmov

Na to aby bolo mozné monitorovat’ rast mikroorganizmov je znamych viacero metod na
kvantifikaciu bunkovych kultir. Jednou z nich je pomocou mikroskopickych technik. Pri tejto technike
sa pocet buniek pocita priamo pomocou mikroskopu vd’aka mriezke na podloznom skli¢ku, na ktorom
je vytvoreny preparat z kultury.

Vyznamnou metodou je tiez kultiva¢na. Pri nej sa pripravi z kultur séria geometrickych riedeni,
ktora sa vuréitom objeme nanesie na tuhé médium. Po kultivacii sa spocita pocet kolonii. Tie sa
prepocitaju na 1 ml nezriedenej suspenzie baktérii. Kazda bunka z kultiry by mala na médiu vytvorit’
koloniu a prave preto sa pocet baktérii v kultare vyjadruje ako kolonie tvoriace jednotky (CFU).

Na stanovenie po¢tu buniek sa vyuzivaju aj spektrofotometrické metddy. V tekutych médiach
bunky rozptyl'uju svetlo a pocas rastu ich zakal'uji. Prave vdaka tomu sa spektrofotometricky meria
turbidita kultary (znizenie priesvitnosti). Turbidita sa vyhodnocuje pomocou McFarlandovej zakalovej
stupnice. Konkrétnym stupfiom na tejto $kale je prostrednictvom zakalu prislusnej intenzity priradena
hodnota poétu baktérii. Pre $tandardizované laboratorne testy sa vyzaduje obsah 1—3 - 10® baktérii

v 1 ml suspenzie, ¢omu odpoveda zakal stupia 0,5 na McFarlandovej $kéle.?

2.5 Metody testovania rezistencie mikroorganizmov voci antibakterialnym latkam

Testovanie mikroorganizmov na ich citlivost’ voci latkam, ktoré st antimikrobialne beZzne prebicha
fenotypovymi alebo genotypovymi metédami. Rastové (kultivacné) metody spadaji pod fenotypové
atie sa d’alej delia medzi kvantitativne a kvalitativne (vid’. Tab. 1).

Tab. 1: Metddy stanovenia citlivosti mikroorganizmov voci antimikrobidlnym ldtkam.?

Kultiva¢né metody testovania citlivosti/rezistencie

Fenotypové metody

Kvalitativne Kvantitativne

(C,ILR) Stanovenie MIC/MBC (mg/l)
Diskovy difuzny test Agarova dilu¢na metoda
Breakpointové testy Bujonova dilu¢na metdda

Bujonova mikrodilu¢na metoda

Gradientovy test (& test)

Kolorimetrické a automatizované metody

Metody na zaklade fenotypu sa zakladaji na stanoveni mikrobidlnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)

cvwe

v Standardnych podmienkach inhibuje vol'nym okom pozorovany rast testovaného mikroorganizmu

v tekutom alebo na povrchu pevného média.
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Jedna sa o kvantitativny parameter, potrebny pri vypocCtoch farmakologickych prediktivnych
parametrov- Pk/Pd na individualne prispdsobenie davkovania lie¢iv a slizi aj na kontrolu pri Sireniach

infekcii a epidemioldgiu (trendy rezistencie).

Agarova dilu¢na metoda

Metoda vyuziva pevnu formu média s roznymi koncentraciami antimikrobidlnej latky v
jednotlivych agarovych médiach. Do tychto vzoriek sa oCkuju bakteridlne kmene a po casovom
intervale inkubacie sa vyhodnocuje ich pritomnost. V tomto pripade je MIC najnizSia koncentracia
antimikrobialnej zlozky, na ktorej nenastal rast bakteridlneho kmena. Na obrazku (vid' Obr. 4) je

znazornena schéma priebehu tejto metody v praxi.

C
=t ey 4V 44y 4 G ‘
/S /S Y 4 /S P
Testovana
vzorka
C C

C.5C >C5C5 G,

Klesajica koncentracia
vzorky

24h v specifickych
== rastovych podmienkach
"

Obr. 4: Schéma agarovej dilucnej metody.'’

Bujonova dilu¢na metoda, mikrodiluéné metody

Castejsie ako pevna forma média sa vyuziva médium v tekutom stave. Antimikrobidlna latka sa
riedi v skimavkach (dilu¢na metoda) alebo na mikrotitracnej platnicke (mikrodiluéna metdda). Do
média s antimikrobialnou latkou sa priddva konkrétne mnozstvo baktérii. Po inkubécii sa hodnoti
pritomnost’ baktérii viacerymi spdsobmi ako napr. vol'nym okom, kolorimetricky alebo fotometricky.
Okometricky sa hodnoti ndrast kmenov baktérii na zaklade tvorby sedimentu, povlaku alebo zdkalu.
Fotometricky sa vyhodnocuje meranim zékalu a kolorimetricky pomocou farebného indikatoru rastu
baktérii. MIC je najnizsia koncentracia antimikrobidlnej zlozky na ktorej nenastal rast bakteridlneho

kmena.

Kolorimetrické a automatizované metédy
Modifikacia bujonovej mikrodilu¢nej metddy. Vyuziva na indikéaciu rastu baktérii tetrazoliové soli.
Pri tejto metdde sa vyuziva plastova platnicka s reakénymi terc¢ikmi, ktoré obsahuji vzostupné

riedenia testovanych antimikrobidlnych latok. Na jednu platnicku sa vyuZziva len jeden bakterialny
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kmefi ¢o umoziiuje testovanie rezistencie viacerych antimikrobialnych latok. Cas inkubécie inokula v
platnicke pri tychto testoch je priblizne 18 az 24 hodin. Po uplynuti tohto Casu sa pridava rastovy
indikator a nastava inkubacia d’alSiu pol hodinu. Rast baktérii sa prejavi zmenou farby indikatora. MIC
je najnizSia koncentracia antimikrobialnej latky inhibujucej rast baktérii, kde sa neprejavi farebna

zmena indikatora. Vyhodnocovanie je automatizované pomocou pocitacového softwéru.

Gradientovy test

€ test je kombinaciou difuzie antimikrobidlnej latky do média a stanovenia MIC. Komerc¢ne je
dostupny ako plastovy pasik, na ktory je nanesena koncentra¢na rada testovanej antimikrobidlnej
latky. Pasik sa umiestni na kultivatné médium bakteridlneho kmena a po inkubacii vznika elipsovita
zona inhibicie rastu. MIC je hodnota anitimikrobidlnej latky na mieste, kde okraj elipsovitého tvaru
inhibi¢nej zény pretne stupnicu na plastovom prazku. Metéda je vhodna na testovanie malo
komerénych antibiotik alebo na testovanie rastovo naro¢nych baktérii pripadne pomaly rasticich

mikroorganizmov vratane anaerébnych baktérii a kvasiniek.?

2.6 Modelovy bakterialny kmei: Escherichia coli

Patri medzi fakultativne anaerébne gramnegativne baktérie. Bunky tejto baktérie maji tvar tyCiniek
sdizkou priblizne 2 pm, hrabkou 0,5 um a objemom 0,6 -0,7 um. Vyskytuju sa pohyblivé aj
nepohyblivé kmene bud’ jednotlivo alebo v paroch (vid’. Obr. 5). Tym, Ze patria ku gramnegativnym
baktériam je ich bunkova stena tensia (10 nm) ale zlozitejSia na rozdiel od grampozitivnych. Pri
gramovom farbeni (zakladné diagnostické farbenie v bakterioldgii) sa vytvara medzi farbivom
a bunkami komplex vd’aka tomu, Ze maji v bunkovej stene viac lipidov, ktoré sa etanolom alebo
acetonom rozpust'aju.

E.coli je najpreskimanej$im mikrobialnym druhom, sluzi ako modelovy organizmus pre rozne
Stadie ako napr. biochemické, genetické ¢i fyziologické. Je to spdsobené predovsetkym vdaka ich
vysokej tolerancii k vyssej teplote, pricom ich optimalna rastova teplota je 37 °C. Je typickym
predstavitelom ¢revnej mikrofléry stavovcov, kde sa komenzalne zivi.'® Vicsina kmetiov Escherichia
je nielen neSkodna ale pre svojho hostitel'a tiez prospesnd vd’aka dodavaniu vitaminu K2 a ochranou
zazivacieho traktu pred patogénnymi baktériami. Rastie dobre na mnozstve substratov. Skvasuje cukry
za intenzivnej tvorby kyselin a plynu. Tvori predovsetkym kyselinu mlie¢nu, octovil, pyrohroznovu
amravéiu. Pretoze pri fermentacnych mechanizmoch sa vytvara aj plynny vodik, vyzaduja
metabolické drahy mala pociatoéna koncentraciu vodiku a z tohoto dovodu E. coli ¢asto Zije v zmesi
s organizmami, ktoré vodik spotrebuvaji. Su to napriklad metanogénne alebo sulfat redukujice

baktérie.®
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Za urcitych okolnosti mdze byt tento druh aj nebezpecnym patogénom, avtedy vyvolava 2 typy
ochoreni:
e Extraintestindlne (mocové cesty, infekcie ran, septické ochorenie, hnisavé procesy)

e Intenstinalne (infekcie intestindlneho traktu sprevadzané hnackami).**

Obr. 5: Struktiira baktérie E.coli.*®

Vyskyt E.coli nie je obmedzovany iba na ¢reva a zvlada prezivat aj v okolitom prostredi mimo tela.
Pretoze vel'mi dobre rastie in vitro, apretoZe jej genetika je pomerne jednoducha, méze byt I'ahko
manipulovana ajej geném l'ahko duplikovatelny, je jednym znajlepSie preStudovanych a najcastejsie
pouzivanych modelovych organizmov, ako pri laboratornych vyskumoch, tak aj pri mikrobiologickych

biotechnoldgiach. Priemyselne sa jej ¢innost'ou ziskava aminokyselina treonin.*®
2.7 Pouzité analytické metody

2.7.1 UV-VIS spektroskopia

Ultrafialova — viditel'na spektroskopia alebo spekrofotometria je inStrumentalna technika vyuzivana
na chemicku analyzu. Tato metoda je Siroko vyuzivana hlavne pre svoju cenovu dostupnost’, flexibilitu
a nedestruktivnost’ vzoriek. Studuje interakcie medzi svetlom a pozorovanou hmotou meranou ako
absorbanciu alebo priepustnost svetla prechadzajuceho cez hmotu ako funkciu vlnovej
dizky.? Pohybuje sa od ultrafialovej oblasti na tirovni vakua (180 nm) po viditeni oblast’ (780 nm)
pricom UV spektrum je v rozmedzi od 180 nm do 400 nm, zatial’ ¢o viditeI'na oblast’ sa pohybuje od
400 do 780 nm.?! Vyuziva sa na kvantitativnu aj kvalitativnu analyzu. Navyse pokryva Sirok( $kalu

Studia organickych zltcenin a niektorych anorganickych latok.?
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Princip:

Spektrofotometer pracuje na principe merania intenzity elektromagnetického Ziarenia vzhl'adom na
$pecificki vinova dizku. Vzorka, ktora sa analyzuje spektrofotometrom je najéastejsie vo forme
roztoku a rozpustadlo, ktoré analyt obsahuje musi byt opticky transparentné v urcitej oblasti vinovej
dizky.?® Pritomnost analytu ovplyvni mnoZstvo preneseného ziarenia cez roztok a relativnu
priepustnost’ alebo absorbanciu roztoku je mozné vyuzit' ako index koncentracie analytu. Analyzovana
vzorka sa umiestiiuje do absorpénej cely, ktora je v drihe Ziarenia vybranej vlnovej dizky. MnoZstvo
ziarenia, ktoré prechadza vzorkou je porovnavané s referenénou vzorkou. Ta sa presne zhoduje s
meranou vzorkou akurat s tym rozdielom, Ze neobsahuje ziadny analyt. Referen¢né vzorky st ¢asto
len vodnym roztokom, v pripade Ze aj rozpustadlom analytu je voda. Referencia je umiestnena v drahe
svetelného luca a meria sa tieZ sila Ziarenia prechadzajiuceho cez referenény ¢lanok. Vysledok sa berie
ako sila ziarenia dopadajuca na meranu vzorku. Relativne mnozstvo svetla, ktoré cez vzorku
prechadza sa pouZije ako odhad koncentracie analytu. Ziarenie dopadajice na absorpénu celu ma
vyrazne VAacSiu intenzitu ziarenia ako Ziarenie vychadzajlice zo vzorky. ZniZzenie ziarenia
prechadzajiiceho cez roztok je spdsobené dosledkom zachytenia foténov absorbujlicimi Casticami.
Vztah medzi silou dopadajuceho a prepustené¢ho Ziarenia je vyjadreny bud absorbanciou alebo
transmitanciou. Transmitancia je pomer prechadzajuceho k dopadajicemu Ziareniu. Vysledna
transmitancia vSak nie je priamo Umerna koncentracii analytu v roztoku vzorky. Na to sluzi
absorbancia, ktorej hodnota je zapornym logaritmom transmitancie.’* Priamu tUmeru medzi

absorbanciou a koncentraciou vzorky preukazuje aj Lambert-Beerov zakon (vid’ Obr. 6).

I 1
A=¢Lc=log (TO) = logyo 7= —log1o(T)

Obr. 6: Formuldcia Lambert-Beerovho zdkona.”®

Kde A je absorbancia, € je molarny absorpény koeficient, ¢ je koncentracia vzorky, 1 je dizka drahy
vzorky, lo je prechadzajuce Ziarenie, I je Ziarenie dopadajice a T je transmitancia.?®

Pouzitie zakona je vSak obmedzené podmienkami, za ktorych plati a tie si: pouzity svetelny zdroj
musi byt monochromaticky, analyzovany roztok musi byt zriedeny, so zvySujucim sa zriedenim
dochéadza k disociacii slabych kyselin a tym dosiahnu rovnovahu so svojou konjugovanou zasadou,
tiez vSak nemd6zu mat’ rovnakl absorbanciu a preto zdkon nie je pouziteIny pre roztoky slabych
kyselin.?
Komponenty UV-VIS spektrometra

Zéakladny spektrofotometer sa sklada z viacerych komponentov (vid® Obr. 7) : zdroj svetla,

monochromator, drziak vzorky/referencnej vzorky, detektor Ziarenia a pocitac.
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Obr. 7: Zjednodusend schéma hlavnych komponentov v UV-VIS spektrofotometri.?®

Svetelny zdroj

Je potrebné aby bol zdroj schopny generovat’ svetlo v Sirokom spektre vinovych dizok a je
polychromatického charakteru. V UV-VIS sa pouzivaji dva typy svetelnych zdrojov. Na vytvaranie
UV Ziarenia sa vyuzivaji deutériové, vodikové, volframové, ortutové a xenoénové vybojky. Zatial’ ¢o,
na zdroje VIS sa vyuZivaju volfrimové, ortutové a uhlikové vybojky.”® V praxi sa pre UV oblast’

pouzivaju najéastejsie deutériové elektrické vybojky a pre VIS oblast’ volframova Ziarovka.

Monochromator

Je zariadenim, ktoré sa pouziva na vyber tzkeho pasma vlnovej dizky svetla. Prijima
polychromatické Ziarenie zo zdroja Ziarenia a vystupuje z neho monochromatické svetlo.?* Na to aby
bolo mozné vytvorit monochromatické svetlo musi sa skladat’ z viacerych komponent a tymi st
vstupna S$trbina, kolimacna SoSovka, dispergacné zariadenie (hranol/ mriezka), zaostrovacia SoSovka
a vystupna §trbina.”’ Vstupna $trbina definuje prichadzajuci 1u¢ svetla a prenasa ho kolimovany na
rozptylovy prvok. Dispergacné zariadenie je najCastejSie v podobe hranola alebo difrakénej mriezky.
Rozptyluje polychromatické svetlo (biele) prichddzajuce zo vstupnej Strbiny do jednotlivych vlnovych
dizok. Hranol alebo mriezka st zvy&ajne vyrobené z kremea, taveného oxidu kremicitého alebo skla.
Vystupna $trbina zaistuje aby sa ziskavalo Ziarenie pozadovanej vinovej dizky.?® Pri vybere vinovej
dizky merania je najlepsie si vybrat' t, pri ktorej analyt vykazuje maximum absorbancie a kde

absorbancia rychlo nekoli$e so zmenami vo vinovej dizke.?

Drziak na kyvety a kyvety

Zaistuje vhodné umiestnenie kyvety na meranie. Material z ktorého sa sklad4d kyveta na meranie
vzorky by mala byt z materialu, ktory neabsorbuje Ziarenie v pouzivanej spektralnej oblasti. Na
meranie v UV oblasti sa vyuzivaju kyvety z kremea alebo z taveného oxidu kremicitého. Kyvety pre
meranie vo VIS oblasti st vhodné pouzit' zo silikatového skla alebo lacnejsie z plastu.?® Plastové
kyvety sa nepouzivaji pri organickych rozpustadlach. Rozmery kyvety st podstatné pre dodrzanie

podmienok Lambert-Beerovho zakona a na mnoZstvo roztoku, ktory je potrebné pouzit.?
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Obr. 8: Schéma UV-VIS spektroskopického systému na baze kyvety.?

Detektor

Prevadza svetelny signal na signal elektricky. Vytvara odozvu v Sirokom rozsahu, vysokej citlivosti
a nizkeho Sumu. Najcastejsie st fotonasobi¢ a fotofiodovy detektor.?” Fotodiody st polovodidové
zariadenia, ktoré premienajui svetlo na elektricky prud za rychly casovy tusek s vysokou
spolahlivostou a nizkymi nakladmi.”® Linearne fotodiédové pole sa sklada z viacerych malych
kremikovych fotodidd vytvorenych na kremikovy Cip. Tento typ detektora umoziiuje Sucasne merat
viacero vInovych dizok, ¢o umozituje rychle vytvorenie celého absorpéného spektra.?’ Zatial
¢o fotonasobi¢ sa skladd z vdkuovo utesnenych trubic, ktoré vyuzivaji viacero didd na zosilnenie
elektrického pradu generovaného absorpciou svetla. St vysoko citlivé a vedia rozpoznat' aj nizku

arovenn osvetlenia.?®

Obsahuje fotoemisnii katddu, pocetné dynddy (vysielaji viac elektronov
v reakcii na kazdy elektron, ktory ich zasiahne) a anodu. Foton naraza na katodu, ¢o spdsobuje emisiu
elektronov, ktoré sa znasobuju a zrychl'uji po dopade na dynody. Uvolnené elektrony sa zhromazd'uji

na anddach. Vysledkom tohto procesu je vytvorenie meratelného pradu.?

Nevyhody a obmedzenia UV-VIS:

e Potenciondlne zdroje chyb: nevhodné techniky pripravy vzoriek, nevhodné ovladanie, meraci
Sum, chyby spojené s nevhodnymi podmienkami na meranie absorbancie. Z toho konkrétne
vyplyvaji:

e Rozptylené svetlo: Gasti pristroja na vyber iba jednej vinovej dizky su nedokonalé a to moze
sposobit’ prenos svetla aj zo §irokého rozsahu vinovych dizok

e Rozptyl svetla: K chybam merania mdze viezt' rozptyl svetla spdsobeny suspendovanymi

Casticami v analyte alebo obsahom bublin
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e Rusenie z viacerych absorbujucich zloziek: napriklad pri merany farbiva chlorofyl, ktoré ma
viacero druhov v jednej vzorke

o  Geometrické hl'adiska: nevhodné nastavenie pristroja

e Interferencia: ovplyvneny vysledok merania vd’aka fluorescencii alebo rozptylenému svetlu

e Obmedzenia na $pecifické funkéné skupiny.??

2.7.2 Fluorescen¢na spektroskopia

Vo vseobecnosti je tato metdda radovo 1 az 3-krat citlivejSia ako absorpéna spektroskopia. Tato
metdda meria signal v podobe elektromagnetického Ziarenia, ktoré je emitované z analytu pri navrate
z excitovaného stavu do stavu zakladného. Analyt je totiz najprv aktivovany na vysSiu energeticku
hladinu absorpciou ziarenia v UV-VIS rozsahu. Tieto procesy prebichajii uz pocas fluorescenéného
merania. Pre kazdy systém existuje optimalna vinovéa dizka Ziarenia pre excitovanu vzorku a dalsia,
dlhdia vinova dizka na meranie fluorescenénej emisie. Pristrojové vybavenie je vo fluorescenénej
spektroskopii vo vSeobecnosti totozné ako pri UV-VIS spektroskopii az na usporiadanie optickych

systémov. Fluorimetre potrebujii dva selektory, konkrétne na excitaéni a emisnu vinovu dizku.?
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Obr. 9: Schéma fluorescencného spektroskopu.?®
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Resazurinové testy st vo velkej miere vyuzivané na stanovovanie toxicity alebo ucinkov
dezinfekénych ¢i antimikrobidlnych povrchov. Fai a spol. vyuzili tato metédu uz v roku 2009
na stanovenie toxicity fungicidov na vyznamné kmene hub. Metoda inhibicie fluorescencie rezorufinu
na mikrodostickach bola porovnavana s 24 -hodinovym biologickym testom inhibicie rastu kvasiniek
S pouzitim viacerych druhov fungicidov sréznymi sposobmi ucinku. V kone¢nom dosledku
sa vysledky resazurinového testu s dostato¢nou citlivostou ziskali do 2 hodin s dobou inkubacie 30
min. Tato metéda bola dokonca porovnatelna s vysledkami ziskanymi Standardnymi metddami

NCCLS.®

Farbivo sa vyzkumnou skupinou Mariscal a spol. pouzil0o na meranie pritomnosti aktivnych
biofilmovych baktérii po pridani dezinfekéného prostriedku vo vzt'ahu k Standardnej krivke vytvorenej
z inokula v suspenzii toho istého organizmu. Studovali sa tyri produkty pouZivané ako dezinfek&né
prostriedky a rast biofilmu piatich druhov baktérii na nosi¢och vyrobenych z materialov bezne
sa vyskytujucich v klinickych zariadeniach. Metéda bola porovnavana s pouzivanej$imi metodami
kvantifikacie mikroorganizmov ako je sonifikacia a farbenie kryStalovou violetou. Vd’aka bunkovej
hustote nosi¢ového biofilmu sa resazurinovy test ukazal ako dostatoény na meranie zniZenia
5 - log CFU, ¢o je dostato¢né na to, aby bol biocid povazovany za u¢inny a test dobre opakovatelny na

viacero typov nosi¢ov.’

Vzhladom na &asovi dizku merani kvantifikicie bakteridlnych koncentracii beznymi metoédami
bola resazurinovd metdda uz v roku 2012 preskiimavana. Kolorimetricky test zalozeny na resazurine
bol vyvinuty ako Casovo kineticky test vhodny na meranie koncentracie baktérii. Optimalizéacia
sa uskutoénila najdenim excitaénych a emisnych vlnovych dizok pre fluorescenéné meranie. Ked’ze
jednobodové merania fluorescencie je tazké dosiahnut’ na bakteridlnych vzorkéch, pouzil sa ¢asovo
kineticky pristup. Vd’aka tejto metode bola spodna hranica dynamického rozsahu testu znizena z 10°
na 10* a horna hranica bola zvysena o jeden rad. Presnost’ testu sa zvySuje s nameranou koncentraciou
baktérii a ked’ sa koncentracie baktérii priblizia k 10* CFU/mI, 90 % interval spolahlivosti je blizko
jedného radu. Téato metdda sa moze pouzit’ ako prva indikécia, ak s baktérie pritomné v kvapalnom
médiu. Ak je viak pocet niz§i ako 10* a ak sa vyzaduje presné meranie, stale sa nadalej uprednostiiuje

metodika po¢itania jednotky tvoriacej kolonie.®

Skupina Hudman a spol. vyuzila resazurinovi metédu na skrining velkého poctu bakteridlnych
kmenov vzhladom na ich citlivost na UV a rontgenové ziarenie. Vyvinuty test na baze resazurinu
s pouzitim 96-jamkovych mikrotitraénych dostic¢iek, mal za ulohu rychlo a ekonomicky oddelit’ kmene

s roznou citlivostou na Ziarenie, napr. mapovacie alebo transformacné Studie zahfnajuce stovky
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kmenov alebo stadie, v ktorych by sa testoval velky pocet latok a ich koncentracii na ich vplyv
na prezitie po ziareni. Metoda poskytla vysledky, ktoré sa dobre porovnavaji so Standardnymi,

drah§imi a ¢asovo naroénymi klonogénnymi testami.?

V neustale sa rozsirujucej oblasti fotokatalyzy je nevyhnutné vediet’ posudit’ a porovnat’ aktivity
novych a existujucich komerénych a vyskumnych fotokatalytickych materidlov. O moznom pouziti
resazurinovej technolégie na hodnotenie fotokatalytickych filmov jednoduchym, rychlym
a nenakladnym sposobom v laboratoriu aj in situ sa zaujimala vyskumna skupina Mills a spol.
Vysledok vyskumu demonstruje linearnu korelaciu (aspon pre filmy TiO. na skle) medzi pomalou
(zvycajne hodinami) fotokatalyzovanou oxidaciou organickych materialov, ako je metylénova modra,

a rychla (typicky min) fotokatalyzovana ireverzibilna redukcia farbiva, ako je resazurin.*

Absorbcia

350 450 550 650
Vlnova dlzka [nm]

Obr. 10: (a.) Schematické zndazornenie systému oZarovania resazurinu, v ktorom sa vzorka pokryta
resazurinom po oziareni UV Ziarenim zmeni z modrej na ruzovu a (b.) typicky subor spektrdlnych
zmien UV/Vis, ktoré vznikli pri teste resazurinu, s vlozenym diagramom zobrazujucim profil rozpadu
pri 608 nm.*

Vicsina z testov na mieru fotokatalytickej aktivity povrchov je velmi ¢asovo narocna, tj zvycajne
3 — 5 hodin. Vysledkom je, Ze tieto testy st do znacnej miery obmedzené na pouzitie iba v laboratériu
nie st lacné na nastavenie a spustenie (UV-VIS spektrometra a analyzatory plynov). Vyskumnici Mills
a spol. opdt’ modifikovali resazurinova metddu pricom fotogenerované elektrony redukuji modro
sfarbené farbivo resazurin na ruzovo sfarbeny rezorufin. Z toho vyplyva, ze ak je testovany material
fotokatalyticky aktivny, potom UV Ziarenim nastane zmena farby atramentu z modrej na ruzova
rychlostou, ktora suvisi s aktivitou testovaného fotokatalytického filmu a tym metdda poskytuje

kvalitativny aj kvantitativny test celkovej fotokatalytickej aktivity.*
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V roku 2016 vyskumna skupina Lian a kolektiv skumali vyuzitie resazurinu ako redoxného
mediatora na zvySenie redukcie chloristanu a vyroby elektriny v MFC (mikrobialny palivovy ¢lanok).
MFC sa bezne povazuju za u¢inni moznost’ biologického Cistenia pre degradaciu znecist'ujucich latok
vyuzivajucu zmieSani kulturu mikroorganizmov a naslednt vyrobu elektriny. Vykony MFC boli
hodnotené z hladiska rychlosti redukcie chloristanu a vystupného napdtia. Mechanizmus prenosu
elektronov resazurinu bol hodnoteny pridanim Osmich respiracnych inhibitorov. Mikrobialne
spolocenstva s a bez pridania resazurinu boli hodnotené prostrednictvom analyzy metabolickych
génov. Vysledkom vyskumu bola predikcia, ze resazurin by mohol ul'ah¢it’ prenos elektronov
z bakterialnych buniek do chloristanu a anédy, ¢o stcasne vedie k zrychlenej redukcii chloristanu
a vysokému vystupnému napatiu. Zaroven pridanie resazurinu stimulovalo rast urcitych dominantnych

druhov mikroorganizmov.®

Resazurinové farbivo sa vo vyskume Uzarski a spol. vyuzivalo ako indikator celularity v 3D ECM
(medzibunkova hmota) scafoldoch. Farbivo bolo vybrané na presné meranie po¢tu Zivotaschopnych
bunieck bez naruSenia  komplexu  skamaného  tkaniva.  Dolezitym  faktorom je,
ze metdda poskytuje netoxické a lacné sposoby ziskavania tidajov na porovnanie metdéd ockovania
scafoldov alebo na meranie G¢innosti recelularizacie skeletu alebo zistenie Uéinkov cytotoxickych
lickov na bunky na pouzitom skelete. Zistilo sa, ze zatial' ¢o test redukcie resazurinu poskytuje
vykonné, neinvazivne od¢itanie metrik spocitavajiucich celularitu a rast v ramci ECM skeletov,
podmienky testu mézu silne ovplyvnit jeho pouZzite'nost’ na presnt kvantifikaciu poctu buniek. Aby sa
dosiahol presny odhad poctu buniek je potrebné aby bola pritomna dostato¢na koncentracia substratu,
resazurinu, pocas celého trvania testu, aby rychlost’, ktorou sa resazurin redukuje na rezorufin, zostala

konstantna.®

Vzhl'adom na to, Ze resazurin je jednou z najviac uvadzanych latok pouzivanych v Stadidch
bunkovej zivotaschopnosti a cytotoxicity pre biologické a environmentalne systémy bol v roku 2019
predmetom Studia vedeckej skupiny Ibafiez a spol. Ramanove a fluorescencné spektroelektrochemické
techniky  boli  pouzit¢é na  in-situ  S$tGdium  reakéného  mechanizmu  systému
resazurin/rezorufin/dihydrorezorufin. Charakteristické Ramanove a fluorescencné pasy spojené
s kazdou molekulou, ako aj ich vyvoj s potencidlom umoznili ziskat’ informacie o vzajomnej konverzii
medzi resazurinom, rezorufinom a dihydrorezorufinom. Ramanove spektra simultanne zaznamenané
cyklickou voltametriou v resorufinovom roztoku preukazali, Ze intenzita rezorufinovych pasov klesa
sucasne so zvySovanim intenzity dihydrorezorufinovych pasov. Okrem toho, ak pociatocny roztok
obsahuje iba resazurin, jeho Ramanove pasy pocas prvého redukéného procesu Uplne nezmiznu,
pretoze resazurin nie je uplne transformovany v rezorufin a oba druhy su spektroelektrochemicky
detegované. Okrem toho vysokd koncentrdcia rezorufinu modze prekryvat fluorescencny signal

resazurinu.*
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Na posudenie toxicity mikroorganizmov v kratkom c¢asovom ramci, napriklad pri Cisteni
odpadovych vod, je k dispozicii len malo metoéd. A preto Ortiz a spol. vyvinuli na rychle vyhodnotenie
neznamych vodnych vytokov mikrofluidné zariadenie vylepSené na detekciu a kvantifikaciu hrubej
toxicity v redlnom cCase. Na to bol vyuzity aj test na baze resazurinu vylepSeny z tradi¢nych
laboratornych postupov na znizenie objemu vzorky a ¢asu odozvy, s vyhodami kratkeho vystavenia
toxickym latkam (<30s), baktérii s vysokou hustotou (107 buniek/ml) a nepretrzitého miesania
v kysliku. Mikrofluidna verzia testu resazurinu je automatizovana a pracuje v kontinualnom rezime,
¢o z nej robi potencialnu alternativu ku geneticky upravenym bioreportérom na monitorovanie toxicity

vody.*

Resazurinovy mikrodostickovy test bol navrhnuty a optimalizovany na hodnotenie
antimikrobialnych vlastnosti elektrozvlaknovanych nanovldkennych filtranych membran pre
technoldgie Upravy vody. Resazurin bol opdt’ pouzity ako indikator mnozstva zivotaschopnych
experimentalnych mikroorganizmov a prirodnych baktérii z cisticky odpadovych vod. Bakteridlne
inokulum s koncentraciou 1 —3x 10° CFU/ml sa v priebehu vyskumu pipetovalo na povrch
hodnotenych funkcionalizovanych aj prislusnych kontrolnych membran a inkubovalo sa
v 12-jamkovych platniach pocas 4 hodin pri 37 °C. Kinetika metabolizacie resazurinu, tj jeho redukcia
na fluorescentny rezoruin, bola hodnotena fluorimetricky. MnoZstvo Zivotaschopnych baktérii
na membranach vyjadrenych ako CFU/ml sa vypocitalo z kinetickych kriviek pomocou kalibra¢nych
kriviek, ktoré boli skon$truované pre oba experimentilne bakteridlne druhy. Antimikrobialne aktivity
membran boli hodnotené bud’ resazurinovym testom alebo modifikovanym testom poctu platni podla
ISO 20743. Vysledky oboch testov ukdzali vyznamni antimikrobidlnu aktivitu membran
funkcionalizovanych nanocasticami striebra pre bakteridlne druhy aj pre baktérie z CistiCky

odpadovych vod, zatial éo membrany obsahujuce $pecifické kvartérne amoniové soli boli netiginné.’
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4 CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace je dohladat’ a prestudovat’ relevantné zdroje tykajice sa testov
viability za pouzitia farbiacich metdd. Konkrétne v oblasti kvantifikacie mikrobialnych populacii, kde
sa doteraz vyuZivaju predovietkym zdihavé metédy, ktoré z Gasovych dovodov nie s dostatoéné pre
dnesné potreby ich vyuzitia. Na kolorimetrické testy sa vyuziva farbivo resazurin, ktoré je do urcitej
miery netoxické oxidac¢no-redukéné farbivo vo velkej miere vyuzivané prave na kvantifikaciu
mikrobialnych populacii. Je obl'ibenou metédou hlavne z dovodu, ze vzorky nie je potrebné Specialne
predupravovat’ pred samotnym stanovenim a vysledky je mozné ziskat' v relativne kratkom case.
Vd’aka tomu ma velky potencial pre Siroké vyuzitie a nizke finan¢né naklady na prevedenie.

V tejto praci sa konkrétne zaoberam vyhodnotenim fluorescencie resazurinu pomocou
fotografického zaznamu a naslednej obrazovej analyze. Tato metdda je vhodna na $tadium kinetiky
konverzie resazurinu Vv zavislosti na koncentracii mikroorganizmov. Ale v ramci potrieb tejto prace
aco najlepsim moznym vysledkom porovnatelnym so S$tandardnymi metédami kvantifikacie
mikrobialnych populécii je nutné sa pokusit’ tito metddu dostatocne optimalizovat’.

Material pouzity na imerzné experimenty (folia s aktivnou vrstvou) bol na zaklade poznatkov
ziskanych o tejto metode a jej spésobe vyhodnotenia vyuzity na urCovanie antimikrobialnej aktivity
v zavislosti na koncentracii ucinnej latky obsiahnutej v jednotlivych vzorkach. Tieto vysledky
sa nasledne porovnaju s vysledkami nadobudnutymi za pouzitia $tandardnych metdd a Kriticky

sa zhodnoti relevancia Studovaného postupu v porovnani s normovanymi metédami.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 PouZzité pristroje a chemikalie

Pristroj

Inkubator

Autoklav

Vahy analytické

Sterilizator

Teplotna skrina

Centrifiga

Spektrofotometer

Magneticka mieSacka s ohrevom
Inkubator s orbitalnym $ejkrom
Trepacka

Platereader

Chemikalie
Resazurin

Chlorid sodny p.a.
Chlorid draselny p.a.

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a.

Model

IP 100-U
Tuttnauer 2540M
PA224C
STERILAB BMT
Venticell 222
Hettich EBA 30
Helios Alpha 9423 UVA 1002E
MS-H-S10, DLAB
ES-20, Biosan

MS 3 basic, IKA

SpectraMax i3x, Molecular devices

Vyrobca
Sigma Aldrich
Penta
Lach-Ner

Penta

Hydrogenfosfore¢nan disodny (dihydrat) p.a. Penta

Zivné médium s 1% pepténom

*pouzité mikroorganizmy Escherichia coli sa ziskali z Ceskej zbierky mikroorganzmov

(ccm 3988)

Himedia
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5.2 Priprava a prevedenie experimentov

5.2.1 Priprava Zivného média

Navazilo sa Zivné médium s 1 % peptonom. Hmotnost’ 25 g sa suspendovala v objeme 1000 ml
destilovanej vody. Suspenzia sa zahrievala do uplného rozpustenia zivného média. To sa rozdelilo do
Erlenmeyerovych baniek s objemom 50 ml a tie sa po uzatvoreni sterilizovali. Autoklav bol nastaveny

na 120 °C na 15 minatovy proces.

5.2.2 Priprava roztoku PBS

Do odmernej banky sobjemom 1000 ml sa pridala destilovand voda v objeme 800 ml. Na
analytickych véahach sa navazili chemikalie, ktoré sa postupne pridavali do destilovanej vody
v odmernej banke. Pridavky chemikalii su:

e 89 NaCl

e 0,2gKCI

e 1,44 g Na;HPO,

o 0,245 g KH,PO4

Nasledne sa objem v odmernej banke doplnil po rysku destilovanou vodou. Po rozpusteni vSetkych
komponentov sa roztok rozdelil do piatich uzatvaratelnych fl'asti¢iek s objemom 200 ml a takto

pripravené roztoky sa nasledne sterilizovali v autoklave pri 120 °C po dobu dvoch hodin.

5.2.3 Priprava roztoku resazurinu
Na analytickych vahach sa navazil resazurin, ktory bol pridany do 100 ml destilovanej vody.
Navazka resazurinového farbiva musela byt takd, aby po rozpusteni v destilovanej vode mal vysledny

roztok po nariedeni 10-krat pri 600 nm absorbanciu priblizne 1,5.

5.2.4 Kalibracia resazurinovej metody

Pre stanovovanie antimikrobidlnych vlastnosti povrchov je nutné urcit’ rovnicu kalibracnej krivky,
ktora je potrebna na vypocet mnozstva buniek, ktoré prezili v ¢ase resazurinovou metodou. Spociatku
sa naoCkovalo 50 ml Zivného média bakterialnou kultarou Escherichie coli a po dobu 24 h prebiehala
kultivacia pri teplote 37 °C. Po dosiahnuti ¢asového intervalu kultivacie sa vzorka rozdelila
a odstredila. Oddelené zhluky buniek boli doplnené roztokom PBS tak, aby absorbancia pri vinovej
dizke 600 nm bola 0,6 (koncentracia buniek je 4,8 -108 CFU/mI). Takto pripravena suspenzia bola
nariedend dvojkovym riedenim az do koncentracie 1/1024 (o odpovedd koncentracii buniek
4,7 - 10° CFU/ml). Jednotlivé koncentracie roztokov boli prevedené do vialiek v objeme 1600 pl, kde
sa k nim pridavalo 200 pl koncentrovaného zivného média a 200 pl resazurinu. Vialky sa po uzavreti

umiestnili na vyhrievaciu dosku do drziaka, ktory obsahoval fluorescenéné LED didédy (vid’ Obr. 11).

32



Meranim fotografického zaznamu v urCenom intervale sa pomocou programu Imagel] vygeneroval
zaznam priebehu zmeny sfarbenia resazurinu. Z tohoto vysledku sa vyhodnotil Cas dosiahnutia

maxima fluorescen¢ného signalu pri rozliénych koncentraciach bakterialnych suspenzii.

Obr. 11: Aparatira na fotograficky zdznam experimentu.

5.2.5 Priebeh imerzného experimentu

Spociatku sa naockovala bakterialna kultira E. coli do Zivného média s 1 % peptonom Vv objeme
50 ml, ktoré malo teplotu 37 °C. Tato mikrobialna suspenzia sa inkubovala po dobu 24 h v termostate
pri teplote 37 °C. Po tomto ¢asovom useku sa suspenzia prerozdelila do 6 uzatvaratel'nych plastovych
skumaviek a nechala sa odstredit’ na 3000 otackach po dobu 10 mintat v centrifage. Vzniknuté
prebytocné médium sa uchovavalo v zbernej nadobe na odpad, zatial' ¢o kultiura sa d’alej riedila
v kadic¢ke. Riedenie prebiehalo do roztoku PBS. Tento tlmivy roztok bol pouzity namiesto zivného
média z dovodu zabranenia d’alSiecho nekontrolovatelného mnozenia buniek, ktoré by v prostredi
zivného média nastavalo. Pocas riedenia sa zaroven spektrometrom merala absorbancia suspenzie na
blank, ktorym je roztok PBS. Suspenzia je povazovana za spravne nariedent ak je v 1cm kyvete
namerana absorbancia 0,60 pri 600 nm, ¢o odpovedd koncentracii bakterialnych buniek
4,8 -10® CFU/mI. Naésledne sa takto nariedend suspenzia d’alej riedila na koncentraciu 1/100 alebo
1/1000 podl’a potrieb experimentu.

Vhodne nariedend suspenzia bola d’alej vyuzivana v ponornom experimente pre modelovy
antibakterialny material. V tomto pripade to boli samolepivé folie s naterom obsahujicim pyrition
zinku v odlisnych percentualnych zastiipeniach. Boli vyuzité folie s naterom obsahujucim 200, 50

a 0 mg pyritionu zinku. Tvar folii bol upraveny laserovou rezackou aby sa dal vhodne umiestnit
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na dno malej plastovej Petriho misky s priemerom 5 cm. Po nalepeni f6lii na dno Petriho misiek bol
napipetovany objem 6 ml suspenzie na aktivnu stranu folie, pridané malé magnetické miesadlo a
miska bola vrchnakom uzavreta aby sa zabranilo vyparovaniu suspenzie alebo kontaminacie z okolia.
Cast’ misiek bola umiestnend na magneticki mieacku s ohrevom pod LED lampy (nastavenych na
ziarenie 900 LUX) (vid’ Obr. 12) a cast’ sa umiestnila do zatemneného inkubatora S orbitalnym

mieSanim.

Obr. 12: Vzorky na magnetickej miesacke s ohrevom pod zdrojom svetla.

Na suspenzie posobila vybrand folia urcity Casovy interval vzdy pri teplote 37°C a za staleho
mieSania. Sucasne s tymito vzorkami sa rovnakym podmienkam vystavili kontrolné vzorky s ¢istou
samolepiacou foliou bez antimikrobidlnej vrstvy.

Po uplynuti ¢asu pdsobenia sa do vialiek napipetovalo 1600 pl suspenzie z Petriho misiek, 200 pl
zivného média a 200 pl roztoku resazurinu. Vialky boli umiestnené do formy, kde ich podsvecovali
diédy s nastavenim svietenia: 2,54V, 0,122 A a 0,30 W aby bolo detekovatelné fluorescencné
ziarenie. Na overenie skuto¢nej koncentracie buniek v nariedenej suspenzii, s ktorou sa pracovalo bolo
meranie realizované ihned’ po nariedeni bez pdsobenia folii.

Pre vSetky vzorky vo vialkdch boli merané Casy dosiahnutia maxima jednotlivych suspenzii na
vyhrevnej doske s ¢asovym intervalom fotenia podla koncentracie pociatocnej suspenzie na urcity
pocet odfotenych fotiek. Po dokonceni fotenia sa jednotlivé zabery nahrali do programu Imagel, kde
sa vytvoril zaznam celého priebehu odfarbenia resazurinu, z Ktorého sa vyhodnotil ¢as dosiahnutia
fluorescen¢ného maxima (vid’ Obr. 13).
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Obr. 13: Ukdzka vyhodnotenia imerzného experimentu v programe ImageJ.

5.2.6 Test antimikrobidlnych vlastnosti podl’a ISO 27447:2019

Sterilné Zivné médium v objeme 50 ml bolo naockované jednym Zzelatinovym diskom kultary
E.coli a bolo umiestnené na 24 hodin do termostatu vyhriateho na 37 °C. O deil na to, bola zmerana
absorbancia kultury pri 600 nm v centimetrovej kyvete a nasledne bola nariedend Zivnym médiom
1/500 na absorbanciu priblizne 0,5. To odpoveda koncentracii buniek 2-10% CFU/ml. Pred nanesenim
bakterialnej suspenzie boli vetky vzorky oZiarené na 15 minat pri intenzite 0,5 W/cm? Pocas ich
sterilizacie sa pripravili Petriho misky, do ktorych sa vlozili tri vrstvy filtracného papiera, ktoré sa
zaliali 5 ml sterilnej vody. Na takyto podklad sa umiestnili zahnuté sklenené ty¢inky. Na ne sa neskor
ukladali vzorky ¢istych aj antimikrobialnych folii, na ktoré sa napipetovalo 24 ul suspenzie. T4 bola
prekrytd krycim sklickom 20 X 20 mm aby sa zabranilo kontamindcii a odliatiu suspenzie zo vzorky.
2 vzorky s aktivnou vrstvou a 2 vzorky s ¢istou foliou boli exponované po dobu 4 hodin pod UV-A
lampou pri intenzite Ziarenia 0,5 mW/cm?. Rovnaké zastiipenie vzoriek bolo v uzavretych Petriho
miskach umiestnené do tmy. Recovery test pozostaval z dvoch vzoriek kazdej folie v samostatnych
Petriho miskach, na ktoré sa nanieslo 24 ul suspenzie a boli prikryté krycim sklickom (vid’ Obr. 14).
Nasledne boli vzorky okamzite ponorené do 15 ml fyziologického roztoku aby bola bakteridlna
suspenzia oplachnutd. To spdsobilo hlavne trepanie na trepacke po dobu dvoch minit. Nésledne sa
vzniknutd bakteridlna suspenzia 2-krat riedila desiatkovym riedenim na 1/100. Zo zriedenych
suspenzii sa odpipetovalo 2-krat 0,5 ml do troch prazdnych a sterilnych Petriho misiek. Kvapky boli

zaliate Zivnym médiom a premieSané. Po stuhnuti nasledovala d’alSia vrstva prelivu.
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Obr. 14: Petriho misky s pripravenymi vzorkami na experiment a recovery testy.

Po skonleni ozarovania bola kazda vzorka félie vlozena do prazdnej sterilnej nadoby a zaliata
15 ml fyziologického roztoku. Tak ako pri recovery testoch aj tieto nadobky sa mieSali priblizne
2 minity na premieSanie suspenzie s fyziologickym roztokom. Vzniknuté suspenzie z tychto vzoriek
boli zriedené 10-krat. Z nariedenych vzoriek bolo odpipetovanych po 2 x 0,5ml do 3 sterilnych
Petriho misiek a nasledne sa kvapky zaliali Zivnym médiom. Po premieSani a stuhnuti nasledoval d’alsi
preliv rovnakym druhom média. Vzorky analyzované v tme sa spracovavali rovnakym spdsobom.
Misky so stuhnutym zivnym médiom boli umiestnené do termostatu, nastaveného na 37 °C. Po
48 hodinach bolo mozné spocitat’ pocet koldnii atak d’alej vypocitavat mieru ucinku modelovej
vzorky. Maximalny pocet kolonii na jednu misku u vSetkych vzoriek v§ak nemohol byt vacsi ako 300

a mensi ako 30.

5.2.7 Resazurinova metéda pomocou mikrodilu¢ného stanovenia

24 hodinova kultara E.coli bola riedena roztokom PBS tak, aby kone¢na suspenzia mala pri 600 nm
absorbanciu 0,6 (4,8 -10® CFU/ml). Takto vzniknutd vzorka sa vo flowboxe dalej riedila na
pozadovani koncentraciu 1/100 az 1/1000 do dvoch 50 ml uzatvaratelnych skumaviek. Bolo
vyuzitych 12 Petriho misiek s priemerom 5 cm na nalepenie modelovych folii s aktivnou vrstvou
(6 ks) aj bez nej (6 ks), na ktoré bolo napipetovanych 6 ml nariedenej suspenzie. Takto pripravené
vzorky boli rozdelené na polovicu z kazdej varianty pouzitej folie. Jedna polovica slizila na posobenie
za tmy adruha podlichala svetelnému ozarovaniu v miestnosti vyhriatej na 37 °C. Na vzorky pod
svetlom dopadalo ziarenie priblizne 900 lux (18,7 V, 0,26 A). Vd’aka rotujucej konstrukcii podlozky
sa suspenzie vo vnutri Petriho misiek premieSavali pocas priameho kontaktu s foliami. Po skonceni
¢asového intervalu pdsobenia folii bolo z kazdej Petriho misky odpipetovanych 89 ul suspenzie do
jamiek v mikrotitracnej dosticke. Do jamky sa pridavali aj zvys$né komponenty v podobe zivného
média v objeme 10 ul al pl resazurinu. Stcasne s tymito vzorkami sa do mikrotitracnej dosticky

pipetovali aj suspenzie v nami vybranych koncentraciach, ktoré sa d’alej riedili na kalibracnt krivku,
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ktora sa vytvarala s kazdym meranim. Bol vytvoreny roztok v zlozeni 1 ml Zivného média, 100 pl
resazurinu a 8,9 ml PBS, z ktorého sa po dokladnom premiesani 100 ul pipetovalo do kazdej jamky,
kam sa pridavalo 100 ul suspenzie, ktora sa premieSavala s farebnym roztokom a riedila v d’al§ich
jamkach. Na konci kazdej kalibra¢nej rady bola slepa vzorka pozostavajuca z farebného roztoku
v objeme 100 ul. Kazda koncentracia a vzorka mala tri duplikaty. Takto sa pri kazdom merani
pripravila kalibra¢na krivka na mieru aktualneho stavu baktérii atym sa dala presnejSie urcCit’
antimikrobialna aktivita povrchov. Dve koncentracie suspenzii v tmavych aj svetelnych podmienkach
aich kalibra¢né krivky zaplnili celu mikrotitra¢ni dosti¢ku, ktora sa zatvorila a vlozila do ¢itacky
kalibrovanej na teplotu 37 stupiiov na priblizne 16 hodin (vid Obr. 15). Citatka jamiek vdaka
fluorescencii farbiva presne zaznamenala zmeny vV intenzitich a vygenerovala presné hodnoty

a krivky, ktoré sa d’alej spracovavali v programe MS Excel.

Obr. 15: Mikrotitracna dosticka so vzorkami kalibracnej krivky aj meraného experimentu po uplynuti

meraného intervalu a farebnej zmene.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

6.1 Kalibracna krivka

Aby bolo mozné ur¢it’ antimikrobialne vlastnosti skiimanych povrchov resazurinovou metodou
bolo nutné urcit’ rovnicu kalibracnej krivky. Ta neskor sluzi pre vypocet presnej koncentracie zivych
buniek v ¢ase. Presny postup experimentu na ziskanie bodov kalibra¢nej krivky je opisany v kapitole
5.2.4. Z fotografického zdznamu sa pomocou programu ImageJ vyhodnotili krivky reakcii v zavislosti

intenzity fluorescencie na ¢ase (vid’ Obr. 16)
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—cl
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—1/4
——1/8
1/16
1/32
1/64
——1/128
—— 1/256
——1/512
1/1024

Intenzita fluorescencie

T . .
200 300 400
Cas [min]
Obr. 16: Casy dosiahnutia fluorescencného maxima pre jednotlivé koncentracie suspenzit.
Nésledne sa vybrali body, pri ktorych jednotlivé koncentracie dosiahli fluorescenéné maximum

a z nich sa vytvorila kalibra¢na krivka s rovnicou regresie (vid’ Obr. 17)
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Obr. 17: Kalibracna krivka resazurinovej metody vyhotovend fotograficky a jej rovnica regresie.
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6.2 Overenie kalibra¢nej krivky mikrodiluénou metédou

Na overenie kalibra¢nej krivky vytvorenej v naom laboratériu sa pri naviteve VSCHT a moznosti
merania pomocou plate-reader-a vytvorila kalibraéna krivka podla postupu 5.2.7, kde sa pouzili
objemy latok priblizne v rovnakych pomeroch medzi sebou ako v pripade imerznych experimentov

vytvorenych na VUT. Kalibra¢na krivka touto metodou (vid’ Obr. 18) mala posluzit’ na potvrdenie

spravnosti krivky vytvorenou fotografickym zdznamom.
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Obr. 18: Kalibracna krivka s rovnicou regresie vytvorend mikrodilucnou metodou s resazurinovym
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Ako je mozné si v§imnut, rovnice regresii nie su numericky totozné, ale nest len malé odchylky,

¢o je nasledok podmienok prostredia aj vyuzitia kultir v inom Case a z inych zdrojov. Je potrebné

podotknut’, Ze kalibra¢na krivka vytvorena fotografickym zaznamom v podmienkach laboratéria VUT

je presna aj ked ju ovplyviluje viac faktorov ako hodnoty zaznamenané v plate-readeri. Dalej sa na

vyhodnotenie experimentov pouzila rovnica regresie vychadzajica z kalibra¢nej krivky vytvorenej

fotografickym zaznamom pre jej totozné podmienky vytvorenia ako pri imerznych experimentoch.

6.3 Imerzné experimenty

Podrl'a postupu v kapitole 5.2.5 sa vytvarali imerzné experimenty pre modelové povrchy. V tomto

pripade to boli antimikrobialne folie s biocidou zlozkou. Ako kontrolnad vzorka slizila samolepiaca

folia bez aktivnej vrstvy. Antibakteridlny G¢inok sa stanovoval pre folie s vrstvou, v ktorych bol

obsiahnuty pyrition zinku v ré6znych koncentraciach (vid’ Tab. 2)

Tab. 2: Félie s aktivnou latkou a obsah pyritionu zinku v jednotlivych vzorkach.

Oznacenie folie

Obsah pyritionu zinku [mg]

DO 0
D50 50
D200 200

Po konci experimentu s vyuzitim resazurinovej metédy, nasledovalo vyhodnotenie pomocou

programu ImagelJ, pomocou ktorého sa zistili ¢asy, v ktorych jednotlivé vzorky dosiahli svoje

fluorescen¢né maximum (vid’ Tab. 3).

Tab. 3: Tabulka casov dosiahnutia fluorescencného maxima jednotlivych vzoriek.

Vzorka Cas [min] Priemer ¢asov [min] Odchylka [min]

C1/100 stanovena A 220

C1/100 stanovena B 196 206,67 12,22
C1/100 stanovena C 204

Anti svetlo A 564

Anti svetlo B 590 628,00 89,29
Anti svetlo C 730

Kontrola svetlo A 728

Kontrola svetlo B 486 583,33 127,75
Kontrola svetlo C 536

Anti tma A 398

Anti tma B 376 380,67 15,53
Anti tma C 368

Kontrola tma A 420 415,00 707
Kontrola tma B 410
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Tieto Casy sluzili na vypocet koncentracii prezivsich baktérii. Hodnoty Casu sa dosadili do rovnice

regresie (y =-83x+ 729) a vysledna hodnota sa rovnala logaritmu CFU na 1 ml (vid’ Obr. 19).

7

Logaritmus CFU/ml

Obr. 19: Priemerny logaritmus prezivsich buniek obsiahnutych v jednom ml pre jednotlivé prostredia

posobenia folie D50 na suspenziu s koncentrdacie C1/100.

Nasledne sa spravili priemery ztroch ekvivalentnych vzoriek, ¢im sme dostali priemerny
logaritmus koncentracie prezivSich buniek na mililiter. Hodnoty pre vzorky, na ktoré pdsobila aktivna
vrstva a Cista folia sa porovnavali medzi sebou v totoznych prostrediach (svetlo/tma) a nasledne sa

antibakterialna aktivita vypocitala porovnanim uéinku v rozdielnom prostredi (vid’ Obr. 20).

AR = log (i—i) — log G—g)

Obr. 20: Rovnica vypoctu antimikrobidlnej aktivity povrchu.
Hodnoty Vv rovnici znamenajt:
BL- priemerny pocet zivych buniek po oziareni svetlom na vzorke bez aktivnej vrstvy
CL- priemerny pocet Zivych buniek po oziareni svetlom na vzorke s aktivnou vrstvou

Bo- priemerny pocet Zivych buniek na vzorke bez aktivnej vrstvy v tmavom prostredi na dobu

ozarovania vzoriek

Cp-priemerny pocet zivych buniek na vzorke s aktivnou vrstvou uloZenej v tmavom prostredi po

dobu ozarovania vzoriek

Vysledky z programu Image] ako aj vypocty sa spracovavali v programe MS Excel akazdé

meranie bolo vyhodnotené vyslednou sthrnnou tabul’kou (vid’ Tab. 4).
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Tab. 4: Vysledky experimentu a vypocitand hodnota antimikrobidlnej aktivity pre suspenziu riedenti na

koncentraciu C1/100, na ktoru pésobila folia D50 po dobu 4. hodin.

Vzorka Cas [s] |log CFU/mlI |CFU/mI | Priemer log CFU/ml |[Chyba |deltaR
C1/100 vypoctom - 6,681 4,80E+06 - - -
C1/100 stanovena A 220 6,133 1,36E+06 -
C1/100 stanovena B 196 6,422 2,64E+06 6,29 0,15 -
C1/100 stanovena C 204 6,325 2,11E+06 -
Anti svetlo A 564 1,988 9,73E+01
Anti svetlo B 590 1,675 4,73E+01 1,22 1,08
Anti svetlo C 730 -0,012 9,73E-01 0.54 RL
Kontrola svetlo A 728 0,012 1,03E+00 '
Kontrola svetlo B 486 2,928 8,47E+02 1,76 1,54
Kontrola svetlo C 536 2,325 2,11E+02
Anti tma A 398 3,988 9,73E+03
Anti tma B 376 4,253 1,79E+04 4,20 0,19 S
Anti tma C 368 4,349 2,24E+04 0.35 E
Kontrola tma A 420 3,723 5,28E+03 ' et
Kontrola tma B 410 3,843 6,97E+03 3,84 0,09 °
Kontrolatma C - - -

0,89 |=AR

Experimenty prebichali vo viacerych sériach za sebou. Boli spracované vsetky typy aktivnych

vrstiev po Casové intervaly pdsobenia 4 a 12 hodin, testované na suspenziach koncentracii C1/100
(4,8 -10° CFU/mI) a C1/1000 (4,8 -10° CFU/ml), &im prebichala aj optimalizacia tejto kolorimetrickej

metody voéi zauzivanym metédam z noriem 1SO (vid’ Tab. 5 a Tab. 6). Z ¢asu 12 hodin, ktoré boli

bezne vyuZzivané na pdsobenie aktivnej vrstvy V normach bola snaha dosiahnut’ porovnatel'ne dobré

vysledky aj za krat$i ¢as pdsobenia a na mensie koncentracie bakterialnych suspenzii aby bolo vidiet

skuto¢ny efekt vzorky bez vplyvu velkého poctu buniek.
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Tab. 5: Tabulka vysledkov prvej série merani imerznych experimentov vSetkych typov aktivnych

folii s dvoma casovymi intervalmi posobenia a vypocitanou antimikrobidlnou aktivitou pre jednotlivé

experimenty.

Folia c Cas [h] RL Log (Bo/ Cp) AR
4h 1,38 0,39 1,00
c/100
200 mg 12 h 2,02 0,42 1,59
(folia D200) 4h 1,41 0,29 1,12
¢/1000
12 h 2,76 0,65 2,11
4h 0,67 -0,40 1,06
¢/100
50 mg 12h 0,69 -0,54 1,23
(folia D50) 4h 0,79 -0,31 1,09
¢/1000
12 h 1,52 -0,29 1,81
4h 0,55 -0,03 0,59
¢/100
0 mg 12 h 0,43 0,22 0,20
(félia DO) 4h 0,70 -0,52 1,22
¢/1000
12 h 1,49 -0,24 1,73
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Tab. 6: Tabulka druhej série merani imerznych experimentov vietkych typov aktivnych folii s dvoma

casovymi intervalmi posobenia a vypocitanou antimikrobidlnou aktivitou pre jednotlivé experimenty.

Folia c Cas [h] RL Log (Bo/ Cp) AR
4 2,43 0,33 2,10
¢/100
200 mg 12 4,35 1,12 3,23
(félia D200) 4 1,72 0,31 1,41
¢/1000
12 3,70 2,27 1,44
4 0,54 -0,35 0,89
¢/100
50 mg 12 1,90 0,10 1,80
(félia D50) 4 1,58 -0,46 2,04
¢/1000
12 2,44 -0,32 2,76
4 0,63 -0,25 0,88
¢/100
0 mg 12 0,69 -0,19 0,88
(folia DO) 4 0,73 -0,21 0,94
¢/1000
12 0,32 -0,39 0,71

V tabulkdch st nacrtnuté isté trendy, na zaklade ktorych, je mozné predpokladat’ spravnost
imerznych experimentov vyhodnotenych resazurinovou metddou. Vzhl'adom na ciel’ vyuzitia mensej
koncentracie buniek a ziskaniu relevantnych vysledkov boli otestované vSetky folie s aktivnou vrstvou
na Casové intervaly 4 a 12 hodin. Z vysledkov v tabul’ke druhej série merani (vid’ Tab. 6) je zrejmé, ze
pri takto nizkej koncentracii buniek (4,8 -10° CFU/mI) dlhsi ¢asovy interval posobenia folii nema
viditel'ny vplyv na vysledny antimikrobidlny ucinok. Pri ktorejkol'vek koncentracii aktivnej latky
obsiahnutej na folii st vysledky takmer totozné s tymi, pri ktorych bol Cas pdsobenia rovnakej folie len
4 hodiny. Dalo by sa teda interpretovat, ze pri nizkych koncentracidch je dostacujucim casom
poOsobenia aktivnych latok na mikrobialne suspenzie interval Styroch hodin na ziskanie relevantnych
hodndt antimikrobidlnej aktivity. Pri experimentoch, kde sa vyuzila suspenzia zriedena na C1/100 uz
Cas posobenia mal vplyv na antimikrobidlnu aktivitu, avSak len pri vzorkach, v ktorych bola
obsiahnuta nenulova koncentracia pyritionu na aktivnej vrstve. Napriek tomu, vSak z experimentov
s nizkou koncentraciou buniek plynie predpoklad, Zze 4 hodiny ako ¢as pdsobenia si dostatocné na
preukazanie antimikrobidlneho efektu aj pri vysSich koncentraciach vdaka resazurinovej metode

stanovenia.

44




Prave ztohto dovodu boli vybrané vysledky zo sérii experimentov pre vsetky vzorky folii
a pouzitej suspenzie v koncentracii C1/100 s ¢asom pdsobenia 4 hodiny na ich vzajomné porovnanie

(vid’ Obr. 21).

Premerny logaritmus CFU/ml

C(L) B(L) C(D) B(D)

I Do I D50 [ D200

Obr. 21: Graf zavislosti priemerného logaritmu CFU/ml pre jednotlivé vzorky aktivnej aj Cistej folie

vo svetelnych a tmavych podmienkach.

Rovnako ako na Obr. 20 aj vtomto grafe boli pouzité veliCiny, z ktorych sa vypoditava
antibakteridlna aktivita povrchu. Priemerny logaritmus CFU/ml bol pre suspenzie bez posobenia folii
Vv tychto experimentoch vy¢isleny na hodnotu 6,19. Hodnoty C., ktoré znazoriiuju vysledky vzoriek
folie s aktivnym povrchom vystavenych ziareniu, preukazuju najlepsi uc¢inok vzorky s pyritionom a to
najméd s obsahom 50 mg (1,2 CFU/ml). Znaény pokles nastal aj pri folii D200 kde priemerny
logaritmus CFU/mI bol 4,49, zatial ¢o pre foliu DO bola hodnota priemerné¢ho logaritmu CFU/mI
vycislena len na 5,3. Kontrolné folie vystavené svetelnym podmienkam (BL) taky pokles bunick
mikrobialnej populacie nemajt. Priemerné logaritmy CFU/ml nie su niZ$ie ako 5,3, ¢o je vzhl'adom na
pouzitie Cistych folii pochopitel'né. Vynimkou je iba vzorka D50, ¢o bolo pravdepodobne spdsobené
kontaminaciou, ked’ze vysledky vzoriek na svetle boli postihnuté velkou chybovostou. Hodnoty
ziskané v tme, Ci uz pre cCisté folie (Bp) alebo folie s aktivnou vrstvou (Cp) su takmer ekvivalentné.
Sice folie s pyritionom zaznamenali poklesy, boli vSak minimélne oproti tym, nameranym za
svetelnych podmienok. NajnizSia hodnota priemerné¢ho logaritmu CFU/ml v tme bola stanovena
u vzorky D50 ato konkrétne 4,2. Vyplyva z toho, ze aktivne folie su ovela GcinnejSie na svetelnych
podmienkach ako za tmy. Porovnanie tychto experimentov tiez dokazuje, ze pouZita resazurinova
metdda je vhodna na kvantifikaciu buniek mikrobialnych populécii aj za takychto podmienok a prinasa

prinosné vysledky, na ktorych je mozné si v§simnut’ vel'mi detailné rozdiely.
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6.4 Porovnanie resazurinovej metédy so zauZivanymi metédami stanovenia CFU/mlI
pre porovnanie zistenych antimikrobialnych aktivit modelovych povrchov

Porovnanie vysledkov ziskanych pomocou resazurinovej metody s vysledkami ziskanymi pomocou
inych metod na stanovenie CFU/ml v antimikrobialnej analyze modelovych povrchov méze poskytnut
informacie o G¢innosti a presnosti tejto metody. Vysledné hodnoty antimikrobialnych aktivit by sa
nemali lisit’ o viac ako 0,5 ak maju byt vysledky navzajom relevantné, a ak st rozdiely medzi nimi
mensie az rovné 0,2 povazuju sa za totozné. Najprv je potrebné poznamenat, Ze rozdiely medzi
vysledkami st s velkou pravdepodobnostou vzniknuté vdaka rozlicnej kondicii pouzitych
bakterialnych kmenov, ktorych spravanie aj napriek dodrzanym fyzikalnym faktorom nie je mozné
presne ovplyvnit. Spociatku boli porovnavané vysledky dvoch sériii imerznych experimentov
nameranych pomocou resazurinovej metdédy a vyhodnotenych vdaka fotografickému zaznamu (vid’
Tab. 5 a Tab. 6) Tieto pokusy prebiehali podl'a postupu uvedeného v kapitole 5.2.5 s dizkou posobenia
4 hodiny. DiZka posobenia folii bola vybrana na zaklade predchadzajiicich zhodnoteni a nasledne aj
pre lepSie porovnania sinymi metodami, pri ktorych sa vybral krat§i asovy interval z dovodu
obmedzeného Casu podsobenia v tychto laboratériach. Vysledné hodnoty antimikrobialnych aktivit
modelovych folii, ktoré medzi sebou je mozné povazovat’ za doveryhodné st uvedené v tabulke (vid’
Tab. 7)

Tab. 7: Tabulka zhriwjiica experimenty, z dvoch sérii merani, ktoré majii relevantné vysledky pri

vzdjomnom porovnani eXperimentov s casom pésobenia jednotlivych folii 4 hodiny na bakteridlne

suspenzie.
Fdélia Séria merani C RL log (BD/CD) AR Rozdiel v AR
1
D200 ¢/1000 1,41 0,29 1,12 0,29
2 1,72 0,31 1,41
D50 L ¢/100 0.67 0,40 1,06 0,17
2 0,54 -0,35 0,89
Do 1 ¢/100 0,55 -0,03 0,59 0.29
2 0,63 -0,25 0,88
DO 1 ¢/1000 0.70 0,52 1,22 0,28
2 0,73 -0,21 0,94
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6.4.1 Porovnanie resazurinovej metédy s mikrodilu¢nym stanovenim

Prave kvoli porovnaniu a stanoveni spol'ahlivosti sa realizovali imerzné experimenty v laboratériu
na VSCHT stanovované resazurinovou metédou, nie viak vyhodnocované fotografickym zaznamom
ale na zaklade vysledkov z plate-reader-a. Postup vyhotovenia experimentov je popisany v kapitole
5.2.7. Na experimenty boli vyuzité vSetky typy folii, obe vyuzivané koncentracie suspenzii, ale
s ¢asom posobenia iba 4 hodiny. Kone¢né stanovené vysledky st vyobrazené v tabul’ke (vid’ Tab. 8)

Tab. 8: Vysledky antibakteridlnych uicinkov pre vietky folie namerané v laboratériu na VSCHT.

Folia c Cas [n] RL Log (Bo/ Cp) AR
¢/100 4 1,0 3,43 -2,43
D200
¢/1000 4 2,09 2,31 -0,22
¢/100 4 0,23 0,03 0,20
D50
¢/1000 4 0,83 0,21 0,62
¢/100 4 0,68 0,67 0,01
DO
¢/1000 4 1,40 -0,04 1,44

Vysledky pre foliu D200 sice nekoreluju s ostatnymi nameranymi pre tento typ folie, je vSak
pravdepodobné, ze doslo k chybe pri vykondvani pokusu vzhl'adom k tomu, Ze to bol prvy samostatny
experiment v novych podmienkach, tym padom je mozné tieto vysledky interpretovat ako chybny
ludsky faktor. Na druhu stranu je tiez evidentné, Ze pre obe stanovované koncentracie prevazuje
aktivny povrch poésobiaci za tmavych podmienok. Tento vysledok moéze byt tiez spOsobeny
prevazenim vlastnosti aktivnej vrstvy nad vlastnostami pyritionu zinku vmieSaného do vrstvy na folii.
Kazdopadne sa porovnali vysledky z tychto experimentov s vysledkami z tabuliek fotografickych
vyhodnoteni (Tab. 5 aTab. 6) azistilo sa, Ze zna¢na Cast’ vysledkov spadala do hranice rozdielu
antimikrobialnych vlastnosti 0,5 (vid’ Tab. 9).
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Tab. 9: Porovnanie vyslednych antimikrobidalnych aktivit modelovych folii z experimentov na bdze

rasazurinu v dvoch rozdielnych instituciach a sposoboch ziskania nameranych hodnot.

Félia Séria merani c R log (BD/CD) AR Rozdiel v AR

1 0,79 -0,31 1,09

D50 - ¢/1000 0,47
VSCHT 0,83 0,21 0,62

DO - ¢/1000 |—270 0,52 1.22 0,22
VSCHT 1,40 -0,04 1,44

DO 2 ¢/1000 213 0,21 0,94 0,50
VSCHT 1,40 -0,04 1,44

Z vysledkov v tabulke je poznat trendy, ktoré sa zhoduji uoboch spoésobov merania
a vyhodnocovania CFU/ml. V prvom rade, folie pdsobili na suspenzie dokonca aj s malou
koncentraciou baktérii za svetelnych podmienok lepSie ako vtme, ¢o sa potvrdilo aj
Vv predchadzajicich meraniach. V druhom rade sa porovnatelné vysledky nasli hlavne pri folii DO,
pri ktorej je kvoli neznalosti zloziek aktivnej vrstvy anulovej koncentracie pyritionu nemozné
predpokladat’ u¢inky samotnej folie a tym by sa dali o¢akavat’ vysledky, ktoré st najviac rozdielne.
Prave ztohto dovodu sa domnievam, Ze naSa resazurinova metdda vyuzivajlica vyhodnotenie
z fotografickych zaberov je vel'mi spolahlivou pri stanoveniach mnoZstva mikrobialnych populacii,
vzhl'adom na to, Ze aj pri vzorkach takéhoto typu su nase vysledky stale porovnatel'né s vysledkami

ziskanymi z lepSich podmienok experimentu, kde vysledky zozbieral platereader.

6.4.2 Porovnanie resazurinovej metody so stanovenim agarovou dilu¢nou metédou
podla ISO normy
Na zhodnotenie relevancie resazurinovej metody sa vysledky z merani porovnavali aj s metodou
pouzitou vV ISO 27447:2019. Postup pri experimentoch podl'a normy je opisany v kapitole 5.2.6. Na to,
aby bol tento test platny je nutné aby spiiial tieto poziadavky:
1. Logaritmus zijucich baktérii neoSetrenych vzoriek po naockovani je mensi alebo rovny
hodnote 0,2.
2. Logaritmicka hodnota Zivotaschopnych baktérii neosetrenych vzoriek po naockovani je
v rozsahu medzi 1,0 -10° CFU a 4,0 - 10° CFU.
3. Pocet zivotaschopnych baktérii neoSetrenych vzoriek po vystaveni svetlu by mal byt’ vacsi
ako 1,0 - 10* CFU.
4. Po uchovavani na tmavom mieste musi byt pocet zivotaschopnych baktérii neoSetrenych
vzoriek vagsi ako 1,0 - 10* CFU.
Nizsie v tabulke s vysledky, ktoré tieto poziadavky spliaju (vid Tab. 10). Opit’ sa zvolil &as
posobenia folii Styri hodiny a pociatocna koncentracia buniek v suspenzii, s ktorou sa pracovalo bola
¢/100.
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Tab. 10: Vysledky namerané normovanou metédou.

Folia c Cas [h] RL log (BD/CD) AR
D200 ¢/100 4 -0,03 0,27 0,3
D50 ¢/100 4 1,33 0,67 0,67

DO ¢/100 4 0,39 0,16 0,23

Z nameranych dat su zrejmé predchadzajuce trendy a to, Ze vo svetelnych podmienkach maji folie
lepsi ucinok ako v tme a vzorka s obsahom pyritionu D50 ma lepSie hodnotové vysledky ako len folia
s aktivnou vrstvou, ktora pyrition neobsahuje (D0). Vzorku D200 sa opit’ nepodarilo zmerat’ tak, aby
poskytla dobré vysledky, ked’Zze predchadzajuce trendy opét nepotvrdila. Znova prisudzujem tuto
chybu l'udskému faktoru, ked’Ze bola merana ako prva ztejto série a teda metodika nebola zjavne
uplne zvladnutad. Bohuzial’ na d’alSie opakované merania nebolo dostatok ¢asu, vzhl'adom na to, Ze
namiesto jednej vzorky meranej viackrat sa zvolila varianta merania vSetkych modelovych folii aby
bolo vytvorena §irSia §kala, ktort mozno porovnat. Namerané vysledky normovanym spoésobom (vid’
Tab. 10) sa porovnavali s vysledkami ziskanymi reSazurinovou metodou z oboch sérii experimentov

(vid’ Tab. 5 a Tab. 6) a boli vynesené do tabul’ky (vid’ Tab. 11).

Tab. 11: Porovnanie série experimentov podla Standardizovanej normy a experimentov

vyhodnotenych vdaka resazurinovej metode.

Fdélia Séria merani c RL log (Bo/Cp) AR Rozdiel v AR

1 0,67 -0,40 1,06

D50 /100 0,39
ISO 1,33 0,67 0,67
2 0,54 -0,35 0,89

D50 /100 0,22
ISO 1,33 0,67 0,67
1 0,55 -0,03 0,59

DO /100 0,36
ISO 0,39 0,16 0,23

Z tabulky je zrejmé, Ze resazurinova metoda je vo velkej miere €inna pri meraniach podla ISO
normy. Hlavnym dévodom tohto tvrdenia je, ze pri folii D50 boli vysledky resazurinovej metddy
porovnatel'né s agarovou dilu¢nou metédou v oboch sériach merani. Navyse, pri tejto vzorke bola
hodnota recovery percentualne vysoka, takze sa da predpokladat’ aj spravnost’ nameranych vysledkov.
V konec¢nom désledku je na zaklade tychto hodnot mozné predpokladat’, ze resazurinova metoda je
relevantna aj napriek malému poctu pokusov, S ktorymi je V tejto praci porovnavana s agarovou
diluénou metédou. Kvoli casovej narocnosti nebolo mozné uskutoCnit pokusov viac, ale
z predchadzajucich vysledkov meranych pre projekt bolo tiez zrejmé, Ze tieto dve metddy prinasaju

porovnatel'né vysledky s rozdielom krat$ej doby vyhodnocovania pri resazurinovej metode.
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7 ZAVER

Jednym z cielov tejto diplomovej prace bolo po Studiu relevantnych zdrojov zostavit’ resers, ktora
zhrnie sucasny stav znalosti o testoch viability pomocou farbiacich postupov. Kolorimetricky test
zalozeny na resazurine bol vyvinuty ako Casovo kineticky test vhodny na meranie koncentracie
baktérii. Tato technika sa vyuziva v biologickych ale aj enviromentalnych systémoch, kde je nutna
kvantifikacia mikrobialnych populécii na zabezpeCenie vysokej hygienickej tirovne alebo na skrining
bakterialnych kmenov. NajcCastejSie vyuzitie ma pri urCovani toxicity ucinku dezinfekénych
a antimikrobialnych povrchov ale bola vyuzita aj pri stanoveni G¢innosti mikrobidlneho palivového
¢lanku, filtraénych membran ¢i fotokatalytickych povrchov.

Tato metdda vSak doteraz nebola povazovana za dostatocne relevantn vo¢i normovanym metoédam
uznanych 1SO alebo inymi $tandardiza¢nymi institiciami. Prave z tohto dovodu bola v tejto praci
snaha optimalizovat’ tito kolorimetricki metdodu na troven vysledkov ziskanych pri meraniach na
zaklade $tandardizovanych postupov. Najmd vzhladom k tomu, Ze experimentalna Cast’ a samotné
vyhodnocovanie tychto normovanych metod je prili§ Casovo naro¢né na potreby ich dne$nych vyuziti.
Na stadium kinetiky konverzie resazurinu v zavislosti na koncentracii mikroorganizmov bola
vyhodnocovana fluorescencia farbiva pomocou fotografického zaznamu a nasledne sa pomocou
obrazovej analyzy ziskavala kalibra¢na krivka, vd’aka ktorej bolo mozné vypocitavat’ koncentraciu
preziv8ich baktérii pri vypoctoch antimikrobialnej aktivity modelovych materidlov. Na to, aby bolo
mozné porovnat’ resazurinovii metdédu s normovanymi metodami bolo potrebné pouzit' rovnaké
skimané materidly pre vSetky spdsoby vyhodnocovania. V tejto praci sa vyhodnocovala
antimikrobialna aktivita folii s aktivnou vrstvou, ktord obsahovala rdézne koncentricie biocidnej
zlozky, pyritionu zinku. Konkrétne boli vyuzivané tri vzorky, kde folia D200 obsahovala 200 mg,
50 mg bolo obsiahnutych na vzorke D50 a félia DO mala aktivnu vrstvu bez pyritionu. Uginky tychto
folii boli stanovované resazurinovou metédou pomocou imerznych experimentov pre viaceré
koncentracie suspenzii obsahujice bakterialny kmen E. coli. VyuZivali sa suspenzie riedené na
koncentraciu 1/100 a 1/1000 aby bolo mozné preukazat funk¢énost’” metody aj pre nizSie koncentracie
baktérii ako sl uvadzané v Standardizovanych normach, a aby sa preukazal skutocny efekt vzorky
nezatieneny prebytkom bakterialnych buniek. V ramci optimalizécie boli tiez vybrané casy posobenia
folii na 12 a 4 hodiny, Co tiez skracuje ¢asové potreby niektorych normovanych metod.

V ramci vyhodnotenia antibakteridlnej aktivity skimanych f6lii je nutné poznamenat’,
ze jednotlivé vysledky mohli byt zna¢ne odlisné vplyvom fyzikdlnych podmienok alebo samotne;j
kondicie bakteridlneho kmena. V konecnom désledku sa vd’aka optimalizacii resazurinovej metddy
opakovali v sériach merani trendy, ktoré poukazovali na u€¢inok pdsobenia antibakterialnych folii. Pri
koncentracii bakterialnej suspenzie 1/1000 nemal Cas pdsobenia folii vyrazny vplyv na vysledny
antibakterialny ucinok. PretoZe pri ktorejkol'vek koncentracii aktivnej latky obsiahnutej na folii boli

vysledky takmer totozné stymi, pri ktorych bol cas pdsobenia rovnakej folie len 4 hodiny.
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Dalo by sa teda interpretovat, ze pri nizkych koncentraciach je dostacujicim casom posobenia
aktivnych latok na mikrobiadlne suspenzie interval Styroch hodin na ziskanie relevantnych hodnot
antimikrobialnej aktivity. Tento trend sa sice nedal s uplnou urcitostou aplikovat’ aj na suspenzie
s vyssou koncentraciou buniek, ale napriek tomu sa d’alSie vysledky vyhodnocovali prevazne pri
Casoch podsobenia 4 hodiny. Aktivna vrstva tiez prejavila lepsi uc¢inok pri vSetkych druhoch folii vo
svetelnych podmienkach, ¢o vd’aka kontrolnym vzorkam s neoSetrenymi féliami vo svetle aj tme
mobzeme s urCitostou prisudit’ u¢inku vrstvy anie vyhodnej$im podmienkam rastu E.coli v tme,
vzhladom na to, Ze kontrolné vzorky v oboch podmienkach mali podobné hodnoty. Z dvoch sérii
merani (vid’ Tab. 5 a Tab. 6) vyplyva, Ze najlepsi u¢inok maju vzorky D200 s najvac¢sou koncentraciou
biocidnej latky. Hned’ za nou mala velmi podobny uc¢inok vzorka D50 anajmensi ako bolo
predpokladané mala vzorka D0, bez obsahu pyritionu zinku.

Relevancia tychto nameranych vysledkov resazurinovou metédou bola preukazovana
ekvivalentnym meranim v laboratériach na VSCHT, kde mali lepsie prisposobené podmienky na
zamedzenie chyb fyzikalnych faktorov merani ako aj kontaminacie, a vyhodnocovanie intenzity
fluorescenéného farbiva prebehlo pomocou plate-readera. Na pode tejto univerzity bola opét
premerana kalibraéna krivka, ktord potvrdila presnost’ tej naSej, ¢o podciarklo spravnost
vyhodnocovania nasej metody. Taktiez boli zmerané vsetky typy folii pre obe koncentracie suspenzii S
¢asom posobenia 4 hodiny. Tieto merania potvrdili trendy, namerané touto metdédou na VUT.
Vysledky antimikrobidlnych aktivit boli hodnotovo porovnatel'né s nasimi v troch pripadoch pri¢om
pri dvoch na vzorkdch DO, ¢o podcCiarkuje funkénost’ resazuinovej metddy, ked’ze prave pri tejto
vzorke nie je mozné predpokladat’ u¢inky samotnej folie a tym by sa dali ocakavat’ vysledky, ktoré su
najviac rozdielne.

Na zhodnotenie relevancie resazurinovej metody sa vysledky z merani porovnavali aj s metédou
pouzitou v ISO 27447:2019. Uskutocnila sa séria experimentov s vyhodnotenim prostrednictvom
agarovej dilu¢nej metody a aj napriek nie Uplnému zvladnutiu tejto metddy v obmedzenom case bolo
mozné z nameranych vysledkov potvrdit predchadzajuce trendy anajst’ prienik relevantnych
vysledkov z experimentov prostrednictvom resazurinovej metddy. Vzhl'adom na ¢asovi narocnost
nebolo mozné uskutocnit’ viac experimentov pre tuto normovani metddu, ale z predchadzajicich
porovnani pre projektové ucely bolo tiez zrejmé, ze vysledky tychto dvoch metdd su porovnatelné.

V kone¢nom doésledku musim kriticky poznamenat’, Ze aj napriek tomu, kolko faktorov mdze
resazurinovi metddu stanovenia bakteridlnej koncentracie ovplyvnit' je td metdoda velmi ucinna
a spol'ahliva. Poskytuje porovnatelné vysledky s normovanymi postupmi a je menej ¢asovo naroc¢na.
Vdaka tomu, Ze pred samotnym experimentom nie je potrebné vzorky vopred upravovat’ sa z nej stdva
metdda s velkym potencialom pre Sirokospektralne vyuzitie v roznych oblastiach, kde bude potrebné
vzorky analyzovat' v ¢o najkratSom Case za Co najmenSie néaklady. Jedinou nevyhodou je nutnost
vytvorenia kalibracnej krivky pre kazdy analyzovany bakteridlny kmei, o vSak z ¢asovej narocnosti

stale neprevySuje normované metody a preto povazujem resazurinovu metddu za vyuZziteI'nejsiu.
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9 ZOZNAM SYMBOLOV A SKRATIEK

Symbol
MIC
MBC
CLSI
ISO
CFU
RFU

Pk

Pd
NCCLS
MFC
ECM
PBS

Vyznam

Minimalna inhibi¢na koncentracia
Minimalna baktericidna koncentracia
Clinical and Laboratory Standards institute
International organisation for Standardisation
Colony forming units

Relative fluorescence units
Farmako-kinetické parametre
Farmako-dynamické parametre

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Microbial fuel cells

Extracelularna matrix

Phosphate buffered saline
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