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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva posouzenim antibakterialni aktivity fotoaktivnich povrchi
dynamickou metodou za vyuziti modifikovaného resazurinového testu. Resazurinovy test
vyuziva nevratné konverze resazurinu na resorufin pii metabolizovani bakteriemi, ktera se pii
sledovani projevi zménou v barvé a intenzité fluorescence. V této praci je resazurinovy test
vyuzit k vyhodnoceni antibakteridlniho uc¢inku folii s fotoaktivni vrstvou, na které je nanesena
suspenze obsahujici bakterie druhu Escherichia coli. Prostiednictvim zhotovené kalibracni
kiivky pro tento druh byla posouzena antibakteridlni aktivita folii a byly urCeny zptlisoby
optimalizace nami zvolené metody.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with the assessment of the antimicrobial activity of photoactive
surfaces by a dynamic method using a modified resazurin test. The resazurin test utilizes the
irreversible conversion of resazurin to resorufin when metabolized by bacteria, which is
characterized by a change in color and fluorescence intensity when observed. In this project,
the resazurin test is used to evaluate the antibacterial effect of foils with a photoactive layer, on
which a suspension containing Escherichia coli is applied. The antimicrobial activity of the
foils was assessed by means of the calibration curve created for this species, and ways to
optimize the method chosen by us were determined.
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1 UVOD

Testy bunécné viability jsou dulezitou soucasti moderniho mikrobiologického vyzkumu.
Posouzeni, zda jsou antibakterialni latky a povrchy dostate¢né efektivni pii konani své funkce,
jsou klicova ve zdravotnictvi, potravinadistvi a mnohych odvétvich pramyslu, pfedevsim pro
ochranu zdravi koncovych spotiebitela.

K posouzeni efektivity antibakterialnich materialii je potfeba zjistit schopnost pieziti
mikrobialni populace pfi expozici a mnozstvi, pfipadné koncentraci, piezivSich bakterii.
V soucasnosti se pro efektivni stanoveni koncentrace bakterii pouziva Siroka Skala
normovanych postupti, v teoretické casti se tato prace zaméfi pouze na testovani
prostfednictvim barvicich metod. Barvici metody nalezi do oblasti fotochemickych stanoveni a
zkoumad se pii nich interakce zivych ¢i mrtvych bakterii s barvivem. Je mozné pfimo pocitat
zabarvené bakterie pod mikroskopem, nebo také stanovit mnozstvi Ubytku ¢i transformace
barvici latky. V porovndni s ostatnimi jsou barvici metody relativné nedestruktivni a
technologicky nenaro¢né.

Experimentalni ¢éast této prace se zabyva uplatnénim resazurinového testu bakteridlni
viability jako zplsobu posouzeni efektivity folii s antibakteridlni vrstvou. Sklada se ze dvou
¢asti: v prvni ¢asti byla sestavena kalibra¢ni kiivka, ve druhé byla data této kiivky aplikovana
na experiment s foliemi. Resazurin byl pro analyzu vybran proto, Ze je pro nami vybrané
bakterie druhu E. coli netoxicky pfi nami pouzitych koncentracich a jeho vyuziti pro
kolorimetricka stanoveni mikroorganismi je podlozeno diivéjSim vyzkumem. Bakteridlni druh
E. coli byl vybran pro nenédro¢nost své kultivace a nizkou nebezpecnost pii praci s jeho vzorky.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Barvici metody v soucasnosti
2.1.1 Barveni trypanovou mod¥ri

V soucasné cytometrii je pouzivana Sirokd sSkala barvicich latek. Jednou z nich je trypanova
modF, azobarvivo odvozené od o-toluidinu se strukturou uvedenou na Obrazku 1. Tato latka
selektivné barvi buiiky s porusenou cytoplazmatickou membranou do modra, zivé bunky s
neporusenou cytoplazmatickou membranou se neobarvi. Po vytvoreni bakterialni suspenze v
PBS je c¢ast této suspenze oddelena a smichdna s 0,4% roztokem trypanové modii v poméru
1:1. Takto pfipravena smes se nechd 3—5 minut odstat pii laboratorni teploté€, poté se kapka této
smési analyzuje pod mikroskopem nebo prostiednictvim cytometru a numerickych postupti. [1]

Ackoliv je tato metoda jednoduchd, vyzaduje cCasovou piesnost kvili prokazatelné
toxickému ptisobeni trypanové modii na zivé buniky uz po 5 minutach po expozici. [1][2]
Nevyhodou je také obtizné uréovani viability na zédklad€ poruseni bunééné membrany, buiiky,
které nejsou schopny dalSiho riistu, totiZ mohou mit bunéénou membranu zachovalou a tim
padem nevstiebaji cCastice modfi. [1] Je také nutno poznamenat, ze baktericidni ucinek
trypanové modfi proti bakteriim z rodu Trypanosoma a jim ptibuznych je natolik silny, ze
derivaty tohoto barviva dodnes pouzivaji pti 1éCeni trypanosomiazy. [3]
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Obrazek 1: Struktura molekuly trypanové modri [3]
2.1.2 Barveni propidium jodidem a ethidium bromidem

Na podobném principu jako stanoveni trypanovou modii funguje i metoda vyuZzivajici latku
propidium jodid, pfipadné ethidium bromid, s tim rozdilem, Ze fluorescence téchto latek je pod
mikroskopem mnohem Iépe viditelnd nez jejich barva. [4] Bunky s poruSenou plazmatickou
membranou pii ozafeni fluoreskuji oranzovym zatenim vlnové délky mezi 600 a 620 nm.
Maxima excitacniho zéafeni jsou ale u téchto dvou latek rtizna: ethidium bromid je excitovan
ultrafialovym zafenim (300 nm), propidium jodid je excitovan zelenym svétlem (540 nm).
[5][6] Od pouzivani propidium jodidu a ethidium bromidu se upousti ve prospéch syntetickych
barviv, jako je napft. zelené barvivo SYTOX™., [4][7] Nevyhodou jejich pouzivani je nezadouci



pomaly prinik pfedevsim ethidium bromidu do zivych buné¢k pfes jejich bunéénou membranu
kvuli své struktute (vizte Obrazek 2). [4]

Obrazek 2: Struktura molekul propidium jodidu (vlevo) a ethidium bromidu (vpravo) [8]
2.1.3 Barveni pomoci tetrazoliovych soli (MTT, CTC)

Dalsi barvici metoda spociva v redukci tetrazoliovych soli na formazany. Nejpouzivangjsi
tetrazoliovou soli pro tyto ucely je MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid, ktery je Zluty a v piitomnosti NADH" se redukuje na fialovou, ve vodé nerozpustnou
formazanovou formu podle schématu na Obrazku 3. Vzhledem k tomu, Ze pouze Zivé bunky
jsou schopny poskytnout NADH" pro tuto reakci, mnozstvi formazanu je imémé mnozstvi
zivych bunék. Formazan se kvili své nerozpustnosti ve vodé musi pfi tomto stanoveni
extrahovat do okyselen¢ho isopropanolu, DMSO (dimethylsulfoxidu) nebo mineralniho oleje,
poté se stanovuje UV-Vis spektrometrii. [9][10] Méfeni absorpéniho spektra probihé typicky
mezi 500 a 600 nm.

Pii tomto kolorimetrickém stanoveni je neZadouci kontaminace jinou barevnou latkou, ktera
muze napt. byt soucasti zivného média ¢i bakterialnim metabolitem. [11] Pokud je pfitomnost
barevnych latek nevyhnutelnd, alternativou je pouziti CTC, 5-kyano-2,3-ditolyltetrazolium
chloridu. Ptiprava probiha stejné, ale métenou veli¢inou je fluorescence misto absorbance. [10]
CTC je bezbarva a nefluoreskujici latka, ale formazanovy produkt fluoreskuje ¢ervené kdyz je
excitovan zarenim vlnové délky mezi 420 a 480 nm. Analyza pomoci CTC v sou¢asnosti naléza
uplatnéni hlavné v oblasti stanovovani bakteridlniho obsahu ve vod¢. [12][13] Pokud neni pfi
stanoveni zadany extrakéni krok, tym Alamoudi et al. vroce 2018 predstavil metodu
vyuzivajici azobarvivo na bazi safraninu, jehoz metabolit je rozpustny i ve vodé. [14]
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Obrazek 3: MTT a jeho konverze na formazanovou formu [10][16]
2.1.4 Barveni krystalovou violeti

Krystalova, nebo také gencianova, violet' je triarylmethanové barvivo (strukturu vizte na
Obrazku 4), jehoz nejznaméj$im pouzitim je tzv. Gramovo barveni, které slouzi pro identifikaci
bakterii. [15] Roztok krystalové violeti v methanolu ¢i ethanolu se pouziva piedevsim k barveni
bakterii, které ulpély a jsou zafixovany na povrchu napt. paraformaldehydem. [16][17]
Ptebytecna violet se spolu s nefixovanymi bakteriemi a makromolekulami omyje vodou a zbylé
bakterie se stanovuji pomoci méfeni UV-Vis spektrometrem. [17][ 18] Absorpni maximum se
udava pii vlnovych délkdch v rozmezi 550 az 570 nm. Barveni krystalovou violeti neni
specifické jen pro bakterie, barvi se ji i dal$i biomakromolekuly, coz miize znesnadnit
potencialni aplikace tohoto typu barveni. [18] Pfi praci s krystalovou violeti je nutno si
uvédomit, Ze je genotoxicka, karcinogenni a obecné Skodliva pro Zivotni prostedi. [19] Tym
Chiba, Kawakami a Tohyama v roce 1998 ptedstavil kombinovanou metodu vyuzivajici MTT,
krystalovou violet’ a neutrdlni Cervenl pro méteni cytotoxicity. Zde je krystalova violet’ pouzita
jako doplikovy zptlisob barveni ke zbylym dvéma zpisoblim. [20]
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Obrazek 4: Struktura molekuly krystalové violeti [16]
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2.1.5 Barveni 5-CFDA-AM

Posledni metodou, kterou je nutno zminit, je fluorimetrické meéteni za pouziti latky
5-CFDA-AM (acetoxymethyl-5-karboxyfluoresceindiacetatu, pro strukturu vizte Obrazek 5).
[16] Tento ester je schopen proniknout pies plazmatickou membranu bakterii do cytoplazmy,
kde je prostfednictvim enzymatické reakce preménén na 5-karboxyfluorescein (5-CF). Tato
latka neni schopna projit zpét pres membranu do okoli a je tedy zadrzena v buiice. [21] Excitacni
zateni pro fluorescenci je vinové délky 500 nm, emitované je vilnové délky kolem 520 nm.
[22][23] V mnohych aspektech se tento typ méfeni podobd resazurinovému testu, existuji
studie, pii kterych se tyto dva testy provadéji soubézné. [23]

0

Obrazek 5: Struktura molekuly 5-CFDA-AM [24]
2.2 Historie vyuZziti resazurinu v biochemickych stanovenich

Vyuziti redukce resazurinu na resorufin je v biochemii zndmo nejspiSe uz od roku 1929, kdy
Pesch a Simmert ve svém dile popsali sviij proces pro kvantifikaci obsahu bakterii v mléce za
pomoci této reakce. [25] V soucasnosti na tuto publikaci navazal tym Silanikove a Shapiro. Ve
svych ¢lancich popisuji vyuziti roztoku resazurinu pro stanoveni enzymatické aktivity a
mnozstvi bakteridlnich metaboliti v potravinafstvi, jmenovit¢ v mléce a jogurtu. Kvuli
nehomogenité mlénych vyrobki je jednoduchd kolorimetrickd analyza obtizné, Silanikove a
Shapiro tedy navrhuji fluorimetrickou analyzu za pouZiti resazurinu, jejiz cilem je nepiimo
stanovit mnozstvi laktozy a galaktdzy ve zkoumanych jogurtech. [26][27]

Analyza kvality mléka prostfednictvim zkouméni redukce resazurinu na resorufin byla
zkouména a modernizovana uz v prvni poloving 20. stoleti. [28][29] V roce 1940 byl vydan
¢lanek tymu Johns a Howson porovnavajici redukei resazurinu s redukci methylenové modii
pii stanoveni bakteriologické kvality mléka potenciometrickou metodou. Vysledky tohoto
experimentu ukézaly, Ze aCkoliv se potenciometrickd kiivka vzorkl s resazurinem lisi od
potenciometrické kiivky vzorki s methylenovou modii, pfesné indikace resazurinem je mozné
dosahnout za krat§i dobu. Redukce resazurinu je také urychlena pravidelnym opatrnym
otoCenim zkumavky s reakéni smési. [29]
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Zjisténi, ze resazurinové testy jsou rychlejsi nez jiné metody za zachovani pfesnosti, vedlo
k vyvoji resazurinovych ,,rychlotestii, které se pouzivaji k rychlému orientacnimu stanoveni
bakterialni aktivity pfedev§im v nepasterovaném mléce. Testy pfitom nabyvaly raznych forem,
od resazurinem napusténého filtraéniho papiru, jehoz pouziti lze datovat od roku 1969, po
resazurinové tablety, které jsou pouzivané az do soucasnosti. [30][31]

2.3 Normy relevantni pro stanoveni antibakterialni aktivity
2.3.1 Norma E2149-20

Norma E2149 s nazvem ,,Standardni testovaci metoda pro stanoveni antibakterialni aktivity
antimikrobidlnich latek za podminek dynamického kontaktu byla vyddna americkou
organizaci American Society for Testing and Materials (ASTM) v roce 2020. Cilem zminéného
normovaného postupu je srovnani mnozstvi bakterii v suspenzich, které bud’ obsahuji
testovanou antibakterialni latku na povrchu nosice, ¢i nikoliv. Tuto normu je tedy mozno chéapat
jako zédkladni kdmen pro imerzni experimenty — testovany povrch je totiz vzdy cely ponotfen
v suspenzi. Stejné jako tomu je v provedeném experimentu, i v normovaném postupu jsou
bakteridlni suspenze umistény na tiepac a ponechany na urcitou dobu tiepani, napt. v norme je
definovanou dobou tifepani jedna hodina, coz antibakteridlnimu povrchu dod4d dynamické
kontaktni podminky pro optimélni plsobeni. Norma se ale poté 1i§i od provedené¢ho
experimentu zpisobem vyhodnoceni poctu bakterii, misto vyuziti resazurinové metody totiz
vyuziva sériového fedéni, dodatecné inkubace a optickému stanoveni poctu kolonii. [32]

2.3.2 Normy ISO 27447:2019 a ISO 17094:2014

Mezinarodni normy ISO 27447:2019 a ISO 17094:2014 se tykaji mefeni antibakteridlni aktivity
na fotokatalytickych materidlech. Obsahové€ jsou podobné, obé& se tykaji netextilnich povrcht
za vyuziti identického postupu, lisi se ale v druhu pouZzitého zéateni, jehoz zdroje jsou popsané
v subsidiarnich normach. [33][34] Tyto normy také explicitné zminuji testovani na
bakterialnich druzich Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Vzorek fotokatalytického
materidlu je umistén do Petriho misky, posléze je zalit bakterialni suspenzi, nasledné zakryt
krycim sklem a nakonec vystaven definovanému zafeni. Podobné se sestavi druhy vzorek s tim
rozdilem, Ze neobsahuje fotokatalytickou vrstvu. Bakteridlni obsahy téchto dvou vzorkil jsou
poté stanoveny vhodnou metodou a srovnany. [35][36]

2.3.3 Srovnani normovanych postupi s resazurinovou metodou

Soucéasti vybranych normovanych postupti je pfevedeni bakterialni populace do Petriho misky
a nasledné optické vyhodnoceni poc¢tu bakterialnich kolonii. Tento krok zavadi do testovaciho
procesu jistou subjektivitu, zkoumajici musi byt totiz zkuSeny v pocitani bakteridlnich kolonii,
musi byt schopen urcit mnohdy zavadéjici rozhrani mezi dvéma splynulymi koloniemi, musi
umét identifikovat ptipadnou kontaminaci vzorku jinym bakteridlnim druhem a také musi byt
schopet udrzet pozornost pfi této repetitivni ¢innosti. Manudalni pocitani je mozno obohatit tzv.
pocitackou kolonii, coz ale zplisobuje nutnost zakoupeni nového pftistroje uréené¢ho pro tento
specificky tkon. Normované postupy jsou navic také zatizeny ptidatnou inkubacni dobou,
kterou je nutné dodrzet pro rast kolonii po plisobeni baktericidniho €inidla.
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Resazurinova metoda je ve srovndni s normovanymi postupy objektivnim, rychlym a
nedestruktivnim zplisobem stanoveni bakterialniho obsahu ve vzorku. Tuto metodu mtize
provést kazda osoba obezndmend se zaklady mikrobiologie, sterilnich pracovnich postupt a
obsluhy pocitacového rozhrani. Data jsou ziskdna fotografovanim vzorkti s naslednym
zpracovanim na pocitac¢i, coz ma za cil minimalizovat chybu zplGsobenou uZzivatelem.
Resazurinova metoda je taktéz ponékud nendro¢nad komplexitou pozadované aparatury, je tieba
zajistit pouze fotoaparat a LED, pro cely popis pouzité aparatury vizte kapitolu 4.2.

2.4 Charakterizace pouzitych chemikalii a vzorki
2.4.1 Resazurin

Resazurin (suméarni vzorec C12H7NOs, CAS 550-82-3, molarni hmotnost 229,19 g-mol™") je
oxidac¢né-redukeni indikator odvozeny od heterocyklické latky fenoxazinu, ktery strukturou
pripomind antracen. [37] Na trhu je k dostani pod obchodnim nazvem Alamar Blue v podobé
své sodné soli. Tato sl je rozpustna ve vodé a organickych rozpoustédlech. [38] Roztoky
resazurinu maji pii neutralnim pH tmavé modrou az modrofialovou barvu.

Redukce resazurinu nevratné vede k tvorbé produktu resorufinu. Na rozdil od modrého
resazurinu je resorufin rizovy a vysoce fluorescentni, s excitacnim maximem pii vinové délce
570 nm a emisnim maximem pti 580 nm. [38][39] Pii dalsi redukci se resorufin méni na
dihydroresorufin, ktery je ¢&iry a nefluoreskuje. Druhotnd konverze resorufinu na
dihydroresorufin je vratna, zmény zpét na resorufin je mozné dosdhnout vystavenim
vzdusnému kysliku — napf. protfepanim. [40] VySe uvedené reakce jsou schematicky
znézornény na Obrazku 6.

O_
rf:duku:
redukce
0x1ddw
resazurin resorufin dihydroresorufin
slabé fluorescentni silné fluorescentni nefluorescentni

Obrdazek 6: Redukce resazurinu a vratna redukce resorufinu [41]

Intracelularni prostor je pro redukci resazurinu vhodnym médiem. Metabolismus resazurinu
bakteriemi neni pfesné popsan, je ale jasné, Ze bakterie spotfebovavaji kyslik voln¢ vazany na
fenoxazinovém jadfe molekuly resazurinu nejspiSe za pfitomnosti enzymi v mitochondriich.
[40] Za ptedpokladu, Ze v reakéni smési nejsou pfitomna jina ¢inidla, kterd by byla resazurin
schopna redukovat, je mnoZstvi resorufinu imérné mnozstvi bakterii, které jsou schopny
resazurin metabolizovat a zaroven prezit anaerobni podminky po vyCerpani dostupného
kysliku.
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2.4.2 Bakterialni kmen Escherichia coli

Bakterie druhu E. coli jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inkovité bakterie dlouhé
kolem 2-3 um. Netvofi spory a pohybuji se za pomoci bi¢ikl. Pfirozen¢ se vyskytuji ve stievech
teplokrevnych zivoCichii véetné Cloveka, kde tvoii soucdst stfevni mikroflory a produkuji
vitamin K a koliciny, latky toxické pro jiné druhy bakterii. Ackoliv je pfitomnost a pfimefené
mnozeni E. coli ve stfevé prospéSné, nadmérny rast kolonii je plivodcem mnoha druhil
prijmovych onemocnéni a infekei mocového traktu. K 1€¢bé infekci E. coli se pouzivaji beta-
laktamové antibiotika, jako jsou napf. peniciliny a cefalosporiny, ale vzhledem k rostouci
rezistenci bakterii viici 16€bé antibiotiky se 1é€ba infekei s mirnym pribéhem v posledni dobé
provadi spiSe symptomaticky. [42]

E. coli je dobte prozkoumany druh nendro¢ny na kultivaci, ktery je mozné péstovat na Siroké
Skale substrat in vitro. Diky jednoduchosti kultivace jsou bakterie tohoto druhu vyuzivany
nejen pro biochemické aplikace, ale napf. 1 pro U€ely genového inZenyrstvi. JelikoZ jsou
fakultativné anaerobni, dokazou pro tvorbu energie vyuzivat kyslik v zivném médiu (aerobni
respirace) nebo sacharidy v ptipadé, kdy kyslik v médiu dojde (fermentace). Bakterie tohoto
druhu jsou schopny tolerovat Siroky rozsah teplot, mezi 4 a 53 °C, ale nejlépe rostou pii teploté
kolem 37 °C. Optimalni pH substratu pro rust E. coli je 7,0. [42][43]

Obrazek 7: Bakterie E. coli pod skenovacim elektronovym mikroskopem [44]
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2.4.3 Antibakterialni folie

Pro ucely tohoto experimentu byly pouzity PVC (polyvinylchloridové) folie. Na tyto folie byla
nanesena antibakterialni vrstva, jako referencni vzorky byly pouzity tytéz folie, ale bez vrstvy.
Formulace antibakterialni vrstvy pro ucely tohoto experimentu obsahuje ftalocyaninovy
fotosenzibilizator a pyrithion zinku.

2.4.3.1 Ftalocyanin a slouceniny jej obsahujici

Ftalocyanin (sumarni vzorec C32HisNs, CAS 574-93-6, molarni hmotnost 514,55 g-mol ™) je
organicka makrocyklicka latka pfibuzna tetrapyrrolovym barvivim. [45] Sklada se ze Ctyt
isoindolovych jednotek, mezi kterymi jsou mistky tvofené atomy dusiku. Podobné¢ jako tomu
je u tetrapyrrolovych barviv, atomy dusiku v isoindolové jednotce jsou schopny vazat
koordinacné-kovalentni vazbou atomy kovi (napf. Cu, Fe nebo Zn) a nékolikaatomové
jednotky (napf. vanadyl). Mimo vyzkum se tyto slouceniny pouzivaji jako mimotadné syté a
stabilni pigmenty. [46][47]

e
S

Obrazek 8: Struktura molekuly ftalocyaninu [46]

Ftalocyaninové slouceniny jsou v kontextu tohoto experimentu vyuzity jako tzv.
fotosenzibilizatory. Molekula obsahujici ftalocyaninovou jednotku absorbuje energii v podobé
svétla, ¢imz se prevede do excitovaného stavu. Tuto energii poté preda molekule kysliku, kterou
timto zplisobem excituje a sama se konvertuje zpét do stavu zékladniho. [48]

Vzniklé excitované forma molekuly kysliku se oznaéuje jako singletové av literatufe se

vvvvvv

elektrond v molekulovych orbitalech a jejich spiny. Singletovy kyslik patfi do skupiny
reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS, reactive oxygen species), které jsou schopny vyvolat
redoxni reakce, do kterych se tripletovy kyslik zapojit nemize. Podstatné jsou pfedevsim reakce
singletového kysliku s biomakromolekulami, na které ROS piisobi destruktivné. [48][49]
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2.4.3.2 Pyrithion zinku

Pyrithion zinku (sumdarni vzorec CioHsN202S:Zn, CAS 13463-41-7, molarni hmotnost
317,70 g-mol ') [50] je latka s bakteriostatickym u¢inkem, coZ znamen4 Ze zastavuje mnoZeni
bakterii. Skldd4 se z dvojmocného atomu zinku navazaného na dvé jednotky pyrithionu a za
standardnich podminek se vyskytuje v podob¢ dimeru. Bé€zné se pouziva jako soucast piipravki
proti luptim a kozni dermatitidé, nebo jako soucast venkovnich natér. Bakteriostaticky ucinek
pyrithionu zinku spo¢ivd v inhibici membranovych procesti, coz zpusobuje zpomaleni
metabolickych drah. [51][52]

Obrazek 9: Struktura monomerniho pyrithionu zinku [52]
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3 CiL PRACE

Prvnim cilem této prace bylo studium zdroju tykajicich se barvicich postupti v soucasné
mikrobiologické praxi a norem stanovujicich kontaktni podminky pro stanoveni antibakterialni
aktivity a uplatnéni ziskanych poznatkii na testovani antimikrobialnich vrstev modifikovanou
resazurinovou metodou v ¢asti praktickeé.

Druhym cilem byla optimalizace resazurinové metody pro vyhodnocovani
antimikrobidlniho ucinku tii folii s baktericidni vrstvou — folii DO, D50 a D200. Tyto folie
obsahuji jak ftalocyaninovy fotosenzibilizator, tak riizna mnozstvi pyrithionu zinku.
Antibakterialni aktivita je v svételnych i temnostnich podminkach na tomto mnozstvi zavisla.
Pro zisk dat byla vybrana metoda sestrojeni kalibra¢ni kfivky prostfednictvim fotografického
zdznamu a nasledné obrazové analyzy vzorka obsahujicich resazurin. Tato kalibraéni kiivka
byla néasledné aplikovana na zadznam vzorkii exponovanych foliim. Antibakteridlni folie byly
pouzity pro dva druhy experimentti — imerzni experiment a time-kill experiment. Ziskana data
byla posléze pouZita pro navrh, jak tuto zvolenou metodu optimalizovat.

Ttetim cilem prace bylo srovnani navrZzené metodiky se zavedenymi postupy. V porovnani
s normovanymi postupy je resazurinovd metoda rychlej$i a snadnéj$Si na provedeni.
Resazurinové rychlotesty jsou v soucasnosti pouzivany na stanoveni mikrobidlni populace v
mléce.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Priprava pouzitych latek
4.1.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni vzorky byly kultivovany v pfedem pfipraveném tekutém zivném médiu. Pouzitym
typem zivného média je suspenze peptonového hydrolyzatu (peptonu) v destilované vode. 25 g
1% peptonu bylo suspendovano v 1 000 ml destilované vody. Suspenze byla zahfivana do
rozpusténi peptonu a rozdélena do 50ml Erlenmeyerovych ban¢k. Banky byly uzavieny a
sterilizovany v autoklavu. Podobnym zptisobem byla pfipravena suspenze peptonu pro vyzivu
bakterii pii probihani experimentu, jedinym rozdilem je koncentrace, ktera musi byt 10x vyssi.

Po sterilizaci a ochlazeni je Zivné médium pfipraveno na inokulaci bakterii. Médium v jedné
banice bylo zahtato na teplotu kolem 37 °C. Ocko z platinového dratu bylo nazhaveno nad
kahanem. Z nadoby obsahujici bakteridlni vzorky v podob¢ Zelatinového disku byl pomoci
rozzhaveného ocka odebran jeden disk a umistén do zivného média. Takto pfipravend

bakterialni suspenze byla uzavifena a umisténa do termostatu nastaveného na 37 °C na dobu
24 hodin.

4.1.2 Priprava roztoku PBS

PBS (phosphate buffered saline) je pufr, ktery byl pouzit pro stabilizaci pH bakterialnich
vzorkll. Do odmérné banky o objemu 1000 ml bylo pfidano 800 ml destilované vody a
nasledujici chemikalie:

— 8 gNa(Cl

- 0,2gKCl

— 1,44 g Na,HPOq

— 0,245 g KH>POq4

Odmérna banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku, v§echny soli byly rozpustény
a roztok byl nadavkovan do uzaviratelnych lahvi o objemu 200 ml. Tyto roztoky byly
sterilizovany v autoklavu.

4.1.3 Priprava roztoku resazurinu

Do odmérné baiiky o objemu 100 ml byl pfidan resazurin, ktery byl rozpustén v destilované
vodé. Navazka resazurinu je takova, aby mél vysledny zasobni roztok po desetindsobném
ziedéni absorbanci 1,5 pti méfeni UV-Vis spektrometrem pti vinové délce 600 nm.

4.2 Popis pouzitych aparatur
4.2.1 Aparatura pro ¢asosbérny zaznam

Experiment byl za dobu vypracovani této prace realizovan na dvou typech aparatury pro
Casosbérny zdznam. Obé€ tyto aparatury vyuzivaji fotoaparat pro zdznam snimkd, lisi se ale v
konstrukci prvku udrzujiciho teplotu fotografovanych vzorkl. Prvni typ byl slozen z topné
desky doplnéné tmavou neprihlednou ptepazkou. Na okraje topné desky byly umistény dva
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pasy s 12 zelenymi LED tak, aby kazdy byl na jedné stran¢ zatemnujici prepazky. Kazda LED
je umisténa ve stiedu kruhové prohlubné piesné€ odpovidajici praméru pouzitych vialek.

T . d

Obrazek 10: Prvni typ zahiivaciho prvku

Nevyhodou prvniho typu zahtivaciho prvku byl nezaddouci unik tepla do okoli, coz vedlo k
vyvoji druhého, pokroc€ilejSiho typu. Ten byl slozen z umélohmotného boxu s dvéma
pfipojenymi drzaky na LED pésy a termoregulaénim prvkem na vnitini strané. Tento typ byl
také doplnén ¢irym umélohmotnym uzavérem, ktery branil uniku tepla. Fotografovani vzorka
bylo provadéno ptes tento prithledny uzéaveér.
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Obrdazek 11: Druhy typ zahvivaciho prvku

4.2.2 Reaktor pro imerzni experimenty

Pro imerzni experimenty bylo zapotiebi zajistit neustaly kontakt ponotené folie s bakterialni
suspenzi za trvalého osvétleni, byl pro to tedy vybran uzaviratelny tfepac, na ktery byly
nainstalovany zvIast’ zhotovené soucasti vytvoiené 3D tiskem. Prvni ¢ast obsahuje 8 prohlubni,
kazda urCend na jednu Petriho misku o priméru 5 cm, a jednu polovinu nosnych prvka v
kazdém rohu. Na tuto ¢ast doseda snimatelny nosi¢ 8 diod, které jsou umistény nad stfed kazdé
prohlubng. Vysledkem je rovnomérné osvétleni kazdého tfepaného vzorku, které bylo
nastaveno na hodnotu 1 klx pro vSechny imerzni experimenty. Pro vzorky pro tfepani ve tm¢e
nebylo nutné tiepac specialné modifikovat, byl tedy ponechan s ptivodnim nosnym prvkem, pro
zajiSténi temnoty byly prihledné Casti tfepaCe pouze piekryty neprtihlednou zatemmovaci
tkaninou.
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Obrdazek 12: Reaktor pro imerzni experimenty

4.3 Realizace vybranych experimenti
4.3.1 Sestaveni kalibraé¢ni krivky

Bakterialni kultura v Zzivném médiu byla po kultivaci distribuovana do Sesti centrifugacnich
zkumavek a odstiedéna. Centrifugace probihala 10 minut pfi 3 000 otackach za minutu.
Supernatant byl vylit do odpadni lahve a bakterialni sediment ve zkumavkéch byl suspendovan
v ptiblizn€ 5 ml PBS, pticemz ¢ést, ktera ulpéla na zdech zkumavky byla seSkrabnuta kovovou
$pachtli. Spachtle byla také pouzita k homogenizaci bakterialni suspenze, ktera byla poté nalita
do kadinky o objemu 250 ml. Stejny postup byl opakovan pro zbylé centrifugované preparaty.

V mezicase byla pfipravena aparatura na fotograficky zaznam vzork. Stativ byl umistén
tak, aby byl fotoaparat schopen zachytit vSechny vzorky na temném pozadi a pfitom zachytil
co nejméné¢ okoli aparatury. Byl zapnut topny prvek, udrzujici konstantni teplotu kolem
37 °C, a excitacni LED podsvécujici vzorky.

UV-Vis spektrometr byl kalibrovan na roztok PBS v plastové kyveté pti nastavené vinové
délce 600 nm. Do této kyvety byla poté naddvkovana bakterialni suspenze, jejiz absorbance
byla zmétena. PocateCni absorbance této suspenze byla vétSinou vétsi nez 1, do kadinky se
suspenzi bylo tedy potfeba postupné pridavat roztok PBS tak, aby se absorbance bakteridlni
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suspenze co nejvice blizila hodnoté 0,6. Hodnota 0,6 odpovida koncentraci 4,8 - 108 CFU-ml !,
kde CFU (colony forming units) je jednotka vyjadiujici mnozstvi zivotaschopnych bakterii. Pro
nejpiesnéjsi ptiblizeni k této hodnoté byla absorbance métena po kazdém piidavku PBS do
bakterialni suspenze.

Po ptipravé bakterialni suspenze byl UV-Vis spektrometr kalibrovan na destilovanou vodu
v plastové kyveté. Prostfednictvim odmérného vélce bylo ptfipraveno 10 ml 10x ziedéného
roztoku resazurinu, jehoz absorbance byla poté ovéfovana. Vyhovujici je, aby mél takto
ziedény roztok resazurinu stale absorbanci kolem 1,5 pfi méfeni pti vinové délce 600 nm.

Bylo ptipraveno 10 uzaviratelnych plastovych vialek na dvojkové fedéni bakteridlni
suspenze. Do kazdé bylo mechanickou pipetou naddvkovéany 3 ml roztoku PBS. Do prvni vialky
byly pipetovany 3 ml suspenze, vialka byla uzaviena a protfepana. Do druhé vialky byly
pipetovany 3 ml suspenze z prvni vialky. Tento postup byl opakovan az do posledni ptipravené
vialky, ktera odpovida fedéni 1/1024, coz odpovida koncentraci 4,69 - 10> CFU-ml .

Bylo pfipraveno dalSich 12 uzaviratelnych vialek pro sestaveni fady pro zaznam. Do prvni
bylo pipetovano 1,6 ml PBS, do druhé 1,6 ml pivodni bakteridlni suspenze z kadinky a do
zbytku po 1,6 ml zfedénych bakterialnich suspenzi z vialek. Do kazd¢ vialky z fady bylo poté
pipetovano 200 pl suspenze peptonu pro vyzivu (10x koncentrovanéjsi) a poté 200 pl zasobniho
roztoku resazurinu. Vialky s reak¢éni smési byly zafixovany do aparatury a fotoaparat byl zapnut
v rezimu ¢asosbérného zaznamu. Zaznam byl spustén na 1 snimek za minutu po dobu 800
minut.

Meéteni pro sestaveni kalibracni kiivky je pro statistické ucely nutno provést nc¢kolikrat.
Kalibraéni kiivka byla provedena opakované pro dvojkové a opakované pro Ctytkové fedéni.
To se od dvojkového 1isi v fedéni prvotnich vialek — na poc¢atku je pipetovano 4,5 ml PBS do
kazdé vialky a poté se opakované pipetuje 1,5 ml predchoziho roztoku.

4.3.2 Sestaveni imerzniho experimentu

Folie pro Ucely tohoto experimentu maji na jedné strané vrstvu fotoaktivni latky s riznymi
pfidavky baktericidni latky pyrithionu zinku — obsah pyrithionu zinku je 0, 50, nebo 200 mg na
1 kg suSiny natéru. Pro podrobny popis latek obsazenych v baktericidnim nétéru vizte kapitolu
2.4.3. Mimo to jsou k dispozici i folie bez vrstvy, které slouzi jako blank. Role téchto folii byly
nafezany do archti o pfiblizném formatu A4. Do téchto archl jsou laserovym fezacim strojem
vytezany kruhy o priméru 5 cm. Tyto kruhy byly umistény do plastovych Petriho misek tak,
aby fotoaktivni vrstva byla nahofe a dala se na ni nanést bakterialni suspenze.

Bakteridlni kultura je po 24 h kultivace centrifugovana a fedéna roztokem PBS do vysledné
koncentrace 4,8 - 103 CFU'ml”!. Poté je tato vychozi koncentrace nafedéna na pracovni
koncentraci 1/100 (4,8 - 10° CFU-ml ™).

Bylo ptipraveno 8 Petriho misek s folii bez vrstvy (blankem) a 8 Petriho misek s folii s
vrstvou. Na tyto folie bylo naneseno 6 ml pfipravené ziedéné bakteridlni suspenze, Petriho
misky byly uzavieny a umistény do reaktort tak, aby v osvétleném i1 zatemnéném byly 4 misky
s blankem a 4 misky s folii s vrstvou. Reaktory byly uvedeny do chodu pti 110 RPM (otackach

22



za minutu), experiment probihal za stalého michani po dobu 4 hodin. V mezi¢ase byla ovétena
absorbance zasobniho roztoku resazurinu stejnym zptisobem, jako v predesié kapitole.

Po uplynuti reak¢ni doby bylo z kazdé Petriho misky odebrano 1,6 ml vzorku do vialky a
ptidano 200 pul 10x koncentrovangjsi suspenze peptonu a 200 pl zasobniho roztoku resazurinu,
podobné, jako pii sestaveni kalibra¢ni kfivky. Pro porovnani je mozné vedle vzorki z Petriho
misek pfipravit 1 vzorek z PBS a vzorek ze ziedéné suspenze. Vzorky byly zafixovany do
pfedem pfipravené zaznamenavaci aparatury a fotoaparat nastaven na ¢asosbérny zaznam.

4.3.3 Sestaveni time-kill experimentu

V mnohych aspektech ptipravy se time-kill experiment podoba imerznimu experimentu
popsanému v predeslé kapitole. Bakterialni kultura byla opét centrifugovana, suspendovana v
PBS, fedéna timtéZ do vysledné koncentrace 4,8 - 10® CFU-ml ™! a opét nafedéna na pracovni
koncentraci 1/100. Byly pfipraveny Petriho misky s blankem a s folii s vrstvou. Do vSech misek
bylo napipetovano 6 ml pracovni suspenze na plochu folie. Aparatura pro zdznam byla opét
pfipravena se stejnym nastavenim jako v ptedeslych kapitolach.

Na rozdil od ptedchoziho experimentu byly vSechny misky se vzorky umistény bud’ do
osvétleného, nebo do zatemneéného reaktoru. Reaktor s miskami byl zapnut se 110 RPM. V
mezicase byl pfipraven kontrolni vzorek, obsahujici 1,6 ml pracovni suspenze, 200 ul 10x
koncentrovanéjsi suspenze peptonu a 200 pl zasobniho roztoku resazurinu. Kontrolni vzorek
byl zafixovan do aparatury a na fotoaparatu byl spustén Casosbérny zaznam — 800 fotografii
s frekvenci jedna fotka za 2 minuty.

Po hoding bylo tfepani v reaktoru pieruseno a ¢ast blankovych misek 1 misek s folii byla
odebrana z reaktoru, nacez bylo tfepani opét spusténo. Z odebranych misek byly zhotoveny
vzorky na cCasosbérny zaznam, opét obsahujici 1,6 ml bakteridlni suspenze, 200 pl
koncentrovaného peptonu a 200 pl roztoku resazurinu. Odebrané misky se zbytkem suspenze
byly polozeny stranou. Vzorky ve vialkach byly umistény do aparatury v pribéhu snimani.
Tento postup byl opakovan i ve druhé, tteti a ¢tvrté hodin€ tfepani misek se suspenzi.

Podrobnosti sestaveni time-kill experimentu byly Casto pozménovany a to predevSim
z divodu casové narocnosti jejich ptfipravy a omezeni z kapacitniho hlediska. Pokusy o
optimalizaci tedy vedly k obméné, pfi které bylo na zafatku experimentu naneseno véEtsi
mnozstvi suspenze na kazdou folii s tim, Ze se vzorky z aparatury nevyjmuly natrvalo, ale byly
do ni po odebrani zpét navraceny. Diskuze s ohledem na tyto zmény bude vedena v kapitole
53.4.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Metodologie vyhodnoceni ¢asosbérného zaiznamu

Vystupem z kazdého experimentu je soubor fotografii. Pro zpracovani tohoto souboru byl
zvolen program ImagelJ, ktery masové zpracovani fotografii umoziuje. Po nahrani bylo prvnim
krokem rozdéleni na barevné kandly. Pfi tomto méfeni je v modrém kanalu jakakoliv aktivita
zanedbatelna a zeleny kanal predstavuje svétlo z excitacni diody, tyto kanaly byly teda zavieny.
V cCerveném kandlu byla vybrana ¢éast zdznamu prosvicend diodou a prostfednictvim
nabizenych funkci obrazového zpracovani byla ziskdna numericka data. Ta byla v prostredi
programu Excel interpretovéna jako zavislost intenzity fluorescence na case a byly z nich
vybrany vhodné body pro sestaveni vysledkt. Pro eliminaci chyby zptisobené pozorovatelem
byly tyto body ziskany prostfednictvim funkci programu Excel.

Data z programu Excel jsou prvné upravena klouzavym primérovanim, coz eliminuje
nezadouci vykyvy zplsobené prerusovanim funkce vytdpéjiciho prvku. Nasledné jsou
normalizovana, tj. vydélena maximalni hodnotou tak, aby vysledna data byla v rozmezi mezi 0
a 1. Za pomoci rovnice pro te¢nou piimku, tj.

Iy =k-t+q (1)

kde k je experimentalné stanoveny parametr, Ize kazdému casu ¢ pfiradit hodnotu g, zjistit
maximalni hodnotu tohoto parametru a Cas, ktery ji ndleZi, oznacit jako ¢as hledaného maxima.
Hodnota k je smérnice te€né piimky v tomto maximu a pro ucely vyhodnoceni experimenti
byla jeji hodnota uréena jako 5 - 10~*. Pokud je hodnota k nulova, lze touto funkci nalézt
globalni maximum.

5.2 Kalibraéni kriivka

Postup pro ziskani dat pro kalibra¢ni kiivku je popsan v kapitole 4.3.1. Po vySe uvedeném
zpracovani byly ziskany kiivky z Obrazku 13. Popisky datovych fad byly voleny tak, aby
odpovidaly poctu fedéni, napt. popisek 1 odpovidd jednomu tedéni. V kazdé zavislosti byl
vybran prvni bod, kdy se hodnota intenzity blizi maximu a odecten Cas, ktery této hodnoté
nalezi. Vysledky pro pouzité ctyikové fedéni jsou uvedeny v Tabulce 2. Logaritmus bakterialni
koncentrace log(c) pro ¢tyfkoveé fedéni byl ziskan z nasledujiciho vztahu, kde 7 je pocet fedéni:

4,8-108]

log(c) = log( 7

)
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Obrazek 13: Zavislosti normalizované intenzity fluorescence na case vsech rad kalibrace

Tabulka 1: Hodnoty pro kalibraci — pocet redéni, bakterialni koncentrace a zjistény cas

n[-] | cec [CFU-ml'] | log(cec) [-] | ¢[min]
0 480 000 000 8,681 9
1 120 000 000 8,079 34
2 30 000 000 7,477 106
3 7 500 000 6,875 201
4 1 875 000 6,273 261
5 468 750 5,671 318
6 117 188 5,069 380
7 29297 4,467 446
8 7 324 3,865 503
9 1831 3,263 575
10 458 2,661 620
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Obrazek 14: Kalibracni kfivka — ziskana zavislost casu na logaritmu koncentrace

Tabulka 2: Parametry linearni regrese kalibracni krivky

a[min] | —105,985 | 914,945 | b [min]
Aa [min] 2,154 12,885 | Ab [min]
koeficient determinace R2[%] | 99,630
5.3 Vysledky imerznich experimenti

Zpracovani fotografii ziskanych imerznim experimentem (pro postup vizte kapitolu 4.3.2) je
obdobné jako pfti sestaveni kalibra¢ni kiivky. Kazdy imerzni experiment Usti ve Ctyti sady dat,
odpovidajicich blanku ve tmé (Bp), blanku na svétle (Br), aktivnimu povrchu ve tmé (Cp) a
aktivnimu povrchu na svétle (Cr). Pro kazdou kiivku byl opét vybran bod v maximu intenzity
a zaznamenan odpovidajici Cas podle metodologie z kapitoly 5.1. Ziskana kalibra¢ni kiivka z
kapitoly 5.2 byla na tyto hodnoty aplikovéna, coZz vede ke stanoveni hodnoty log(c). K
posouzeni antibakterialni aktivity folii pak slouZi kritérium AR:

Cp, Cp,
AR =R, — R, =log —log 3)

Ce, Ce

D

Jestlize je jeden z dil¢ich logaritmli zaporny, misto skute¢né hodnoty je jeho hodnota
povazovana za nulovou, zaporna hodnota byla totiz zplisobena velkymi odchylkami nékterého
z dil¢ich parametri.

Imerzni experimenty jsou pro piehlednost rozdéleny podle Cisla pouzité aktivni folie. Jak
bylo zminéno v kapitole 4.3.2, byly pouZzity tfi typy folie s aktivni vrstvou — D0, D50 a D200.
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5.3.1 Folie DO

Folie DO obsahuje 0 mg ZnPyr na 1 kg suSiny. Obsahuje tedy jen ftalocyaninovy
fotosenzibilizator, ktery pusobi baktericidné pouze na svétle.

Tabulka 3: Vypocitané hodnoty pro folii ¢. 11 se stanovenim antibakterialni aktivity AR

¢ t log(cec) | cec-10°
typ ¢. vzorku rmin] [-]EC o ;% it
prac. |vypottem | — | 6681 | 4800 | | | |
suspenze | stanovena | 251 6,265 1840 | B

1 403 4,831 0,68
2 403 4,831 0,68

C 4,762
3 432 4,557 0.36
: & o .08 0,80 | R
1 287 5,925 8,42 , L

B 2 364 5,199 1,58 s 550

- 3 280 5,991 9,80 ’

4 372 5,123 133
1 248 6,293 19,64

Co 2 302 5,784 6,07 S8
3 344 5,387 2.44
: - >0 244 0,18 | R
1 299 5,812 6,48 -0, D
2 344 5,387 2.44

Bo 5,536
3 325 5,567 3,69
4 345 5,378 2.39

6,0 -

(9
(9]
—

log(cge) [-]

4
(=]
1

4,5 1

4,0

pracovni suspenze CL BL CD BD

Obrazek 15: Vizualizace dat pro folii DO
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5.3.2 Folie D50

Folie D50 obsahuje 50 mg ZnPyr na 1 kg susiny. Diky mens$imu mnozstvi této biocidni slozky

byl predpokladan urcity pokles zivych bunék 1 ve tme.

Tabulka 4: Vypocitané hodnoty pro folii ¢. 17 se stanovenim antibakterialni aktivity AR

6,0 -

W
[O)}

log(cge) [-]

4,5 1

4,0

vLI’!
(=]
1

y t log(cec) | cec - 10°
typ ¢. vzorku . .
[min] [-] [CFU-ml ']
prac. | vipottem | — | 6,681 48,00 -
e ety M1 _6an 200 (e
c 2 364 | 5,199 1,58 < 43
b 3 331 | 5,510 3,24 :
4 305 | 5,755 5,69 ost | &
1 280 | 5,991 9,80 ’
5 2 285 | 5,944 8,79 5084
t 3 279 | 6,001 10,01 :
4 279 | 6,001 10,01
1 355 | 50283 1,92
2 339 | 5434 2,72
Co 3 288 | 5916 8,23 5,692
4 265 | 6,133 13,57 007 | R
1 307 | 5,736 5,45 ’ P
5 2 292 | 5878 7,55 s s
v 3 314 | 5,670 4,68 ’
4 306 | 5,746 5,57

CL

BL

CD BD

Obrazek 16: Vizualizace dat pro folii D50

28



5.3.3 Folie D200

Folie D200 obsahuje 200 mg ZnPyr na 1 kg susiny. Obsahuje nejvétsi mnozstvi biocidni slozky
pusobici 1 ve tm¢, coz vede k pozorovani poklesu zivych bun¢k 1 v zatemnénych vzorcich.

Tabulka 5: Vypocitané hodnoty pro folii ¢. 14 se stanovenim antibakterialni aktivity AR

. t 10g(CEc)
typ ¢. vzorku .
[min] [-]
prac. | vypostem | — | 6,681 - -
suspenze stanc;vena iig g;ﬁ; .
c 2 356 | 5,274 1,88 5043
b 3 390 | 4,953 0,90 :
4 430 | 4,576 0,38 031 | R
1 357 | 5,265 1,84 ’
2 324 | 5576 3,77
B 3 356 | 5274 1,88 5,357
4 352 | 5312 2,05
1 417 | 4,698 0,50
2 428 | 4,595 0,39
Co 3 394 | 4915 0,82 4,762
4 402 | 4,840 0,69 ot | R
1 286 | 5,935 8,60 ’
2 319 | 5,623 4,20
Bo 3 269 | 6,095 12,44 5,769
4 340 | 5,425 2,66

Obrazek 17: Vizualizace dat pro folii D200
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5.3.4 Souhrn vysledkii imerznich experimenti

Tabulka 6: Souhrnna tabulka pro vSechny pouZzité folie

. log(cec) [-]
folie .
pracovni suspenze C. B Co Bp
DO 6,265 4,762 5,559 5,713 5,536
D50 6,303 5,439 5,984 5,692 5,758
D200 6,123 5,043 5,357 4,762 5,769
6,5
6,0 T I
T 5.5 1 [
3 I
S
=% 1
=50 -
45 -
4,0 T ;
DO D50 D200

mpracovni suspenze ®CL “BL CD =BD

Obrazek 18: Souhrnna vizualizace pro vSechny pouzité folie

V Tabulce 6 a na Obrazku 18 lze pozorovat predevsim pokles vSech bakterialnich populaci, a
to i téch vystavenych blankovym foliim. Tento pokles by mél byt minimalni, informuje totiz o
poklesu bakterialni populace vlivem okolniho prostfedi a ne vlivem antibakteridlni folie.
Dtivodem tohoto poklesu je neoptimalni nastaveni parametri experimentu, jako je napt. délka
pobytu bakterialni populace v reaktoru. Optimalizace délky expozice probihd prostiednictvim
time-kill z&vislosti, ty jsou dale popsany v kapitole 5.4.

Pti experimentu s folii DO byl zaznamenan urcity pokles bakteridlni populace vystavené
osvétlené folii s aktivni vrstvou (CL), ostatni bakteridlni populace jsou mezi sebou srovnatelné.
Toto odpovidd ocekavani, jelikoz zde byl pfitomen pouze fotokatalyzator ucinny pouze na
svétle. U experimentt s foliemi D50 a D200 byl zaznamenan navic i pokles bakteridlnich
populaci vystavenych aktivni vrstvé v temnostnich podminkéch (Cp), coz lze atribuovat obsahu
pyrithionu zinku, ktery plisobi nezdvisle na svételnych podminkach.
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5.4 Vysledky time-Kkill experimenti

Prvni time-kill experimenty byly vedeny za postupného odebirani vzorkl z reaktoru, tak, jak
bylo nastinéno v kapitole 4.3.3. Kazda Petriho miska v reaktoru obsahovala 6 ml bakterialni
suspenze na folii, ze které bylo odebrano 1,6 ml. Po odebrani byla miska vytazena. Ptiklady
ziskanych time-kill zavislosti lze vidét na obrazcich nize. Time-kill zavislost je zavislost
bakterialni koncentrace na dob¢ kontaktu bakterialni suspenze s aktivnim povrchem.

6,8 6,5
0%
N X
6.4 - 60 7
6,2 A % % i
—_— — 5.5 1
= 6,0 - =
o) x 2 X
8058 - )
< =50 - X
5,6 1 X
X
>4 45 -
52 A
5,0 T T T 4,0 T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
tg [hod] tg [hod]
Xbez vrstvy Xs vrstvou Xbez vrstvy Xs vrstvou

Obrazek 19: Time-kill zavislosti podle piivodniho zpiisobu vypracovani

(vlevo na svétle, vpravo ve tmé)

Tyto prvotni experimenty byly zatiZzeny malym mnoZstvim zpracovanych vzorki kazdou
hodinu. Experiment byl tedy obménén tak, jak bylo nastinéno v kapitole 4.3.3, tj. zvySenim
mnozstvi bakteridlni suspenze v kazdé Petriho misce, postupnym odebiranim bakterialni
suspenze a navracenim misky se zbytkem suspenze zpét do reaktoru. Vzhledem k maximalni
kapacité aparatury pro zdznam bylo také rozhodnuto neodebirat suspenzi v prvni hodiné.
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Obrazek 20: Time-kill zavislosti obménéného zpiisobu

Na time-kill zavislostech lze pozorovat pokles obou zavislosti mezi 0 a 2 hodinami, po
kterém nasleduje nartst v pfipad¢ referencni folie, zatimco koncentrace suspenze u folie s
vrstvou zustava viceméné konstani. Autor prace se domniva, ze pivodni pokles bakteridlni
populace je zptisoben ndhlou zménou prostiedi a nasledné mnozeni bakterii je u folie s vrstvou
kompenzovano jejim baktericidnim uCinkem. Bakteridlni populace neni timto ucinkem
inhibovana, tak se mize dale mnozit. Pokles mezi tieti a ¢tvrtou hodinou autor odivodiuje
vycerpanim latek umoznujicich udrzeni stabilni bakteridlni populace v suspenzi v Petriho
miskach.
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6 ZAVER

Cili této prace bylo vypracovat resersi ohledné barvicich postupti v mikrobiologickém vyzkumu
a provést a optimalizovat modifikovanou resazurinovou metodu pro determinaci bakteridlni
populace. Pro stanoveni mnozstvi bakterii v daném vzorku se v soucasnosti pouzivaji barvici
metody zalozené na piimém barveni zivotaschopnych bun¢k nebo na vzniku metabolitu, ktery
je mozno detekovat kolorimetrickymi metodami. Mezi metody, které ptimo barvi buiiky patii
napf. barveni trypanovou modii nebo propidium jodidem — latkami, které burika vstieba a 1ze
ji poté detekovat cytometrickymi postupy. Metabolicko-kolorimetrick¢é metody, jako je
napiiklad metoda konverze tetrazoliovych soli na formazany nebo resazurinovd metoda,
spoc¢ivaji ve stanoveni mnozstvi bakteridlniho metabolitu plvodni latky prostfednictvim
UV-Vis spektroskopie nebo fluorimetrie, intenzita ziskaného signalu je zavisla na velikosti
populace zivotaschopnych bunék.

Resazurin je latka pouzivana jiz od pocatku minulého stoleti, a to pro testovani kvality
mléka. Resazurinova metoda spociva v jeho konverzi na fluoreskujici resorufin, kterd probiha
v intracelularnim prostoru bakterii a slouzi tedy pro stanoveni jejich mnozstvi. Resazurinova
metoda ale neni tak prozkoumand jako normované postupy ASTM a ISO. Ve srovnani
s normovanymi postupy je ale resazurinova metoda rychld, nenaro¢na a nedestruktivni, proto
je jeji zkoumani stfedem z4jmu této prace.

Modifikovana resazurinova metoda byla vyuzita pro posouzeni antibakterialni aktivity folii
s vrstvou obsahujici ftalocyaninovy fotosenzibilizator a riznd mnozstvi pyrithionu zinku vici
bakterialnim populacim druhu Escherichia coli v suspenzi. Konkrétné se jednalo o folie DO,
D50 a D200, ¢isla v jejich oznaceni indikuji mnoZzstvi pyrithionu zinku v nich obsazeném.
Nejprve byla sestavena kalibracni kiivka, jejiz parametry byly posléze pouZity pro imerzni a
time-kill experimenty. Data pro tyto experimenty byla ziskana fotografovanim aparatury
obsahujici vialky s pfipravenymi vzorky. Tyto vzorky se skladaly z bakteridlni suspenze,
peptonového hydrolyzatu pro udrZeni bakteridlni populace a resazurinu pro redukci. Vzorky
byly v aparatufe podsviceny excitaénim zafenim, coz vedlo k emisi vzniklého resorufinu, které
byla fotograficky zachycena.

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky bylo vybrano ¢tytkové fedéni misto dvojkového. Hlavnim
divodem tohoto nahrazeni je zjiSténa skuteCnost, Ze ziskand zavislost Casu na logaritmu
koncentrace je linearni 1 pfi menSich bakteridlnich koncentracich. Ziskané parametry jsou
zaznamenany v Tabulce 2, spolu s koeficientem determinace.

Vysledky imerznich experimentl jsou pro ptehled zaznamenany v Tabulce 6. Hodnota Cp
klesa viad¢ DO — D50 — D200, coz je zplsobeno vzriistajicim mnoZzstvim obsazeného
pyrithionu zinku. Pyrithion zinku je totiz jedinou piisobici antibakterialni slozkou za téchto
podminek. Hodnota Cr nejvice klesa u folie DO, kde je antibakterialni aktivita zptisobena pouze
ftalocyaninovym fotosenzitizatorem, u hodnoty Cr ostatnich dvou folii nebyl tak velky pokles
pozorovan. Nesoulad mezi pozorovanymi hodnotami Cy autor pfipisuje inhibi¢nim interakcim
mezi pyrithionem zinku a ftalocyaninem. U vzorkdi D50 byl dle normovanych postupt
zaznamenan vysledek AR = 0,71, vysledkem resazurinového testu je AR = 0,48, jak lze vidét
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v Tabulce 4. Rozdil mezi témito vysledky je mensi nez 0,3, coz znamena, Ze tyto vysledky 1ze
oznacit za ,,totozné*.

Z vysledkti imerzniho experimentu s foliemi obsahujicimi obé slozky neni jisty pfispévek
jedné ¢i druhé slozky na celkovou antibakteridlni aktivitu. Nebylo totiz prozkoumano, jestli
pyrithion zinku mé ve smési s ftalocyaninem potenciacni, ¢i naopak inhibi¢ni ti€inek v kontextu
antibakterialni aktivity pii rtznych podminkach. Autor tedy navrhuje provedeni vétsiho
mnozstvi experimentli s timto druhem antibakteridlniho natéru pro determinaci vzajemnych
interakci mezi pyrithionem zinku a ftalocyaniny.

Z vysledki time-kill experimentl autor usuzuje, ze optimalni dobou experimentu jsou dveé
hodiny misto ¢tyt. Charakteristicky tvar time-kill zavislosti autor odlivodiiuje fluktuaci ristu a
mnozeni bakterii kvili zméndm v prostfedi, ve kterém se bakterie vyskytuji. Puvodné
odhadovany cas expozice v reaktoru je na zakladé téchto zavislosti pravdépodobné zbyteéné
dlouhy. Pfi budoucim zkoumdani antibakteridlni aktivity téchto folii autor doporucuje
ptihlédnout k témto vysledktim a zménit celkovou dobu experimentu.

Celkove¢ je relevance resazurinovych testli nezpochybnitelnd. Resazurinové testy jsou ¢asove
nenaro¢né (doba vyhodnoceni byla béhem optimalizaci zkracena z téméf 76 h na 24 h) a
jednoduché na provedeni. Pfi provedeni resazurinovych testl odpadd nutnost opétovné
inkubace a chyby zpisobené pozorovatelem lze omezit na minimum. Neni pochyb, Ze se
z resazurinového testu muize po Uplné optimalizaci stat efektivnéj$i metoda nez soucasné
normované postupy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

zKkratka
ASTM
CFU
ISO
LED
PBS
ROS
RPM

vyznam

American Society for Testing and Materials

colony forming units (kolonie formujici jednotky)
International Organisation for Standardization
light-emitting diode (svétlo emitujici dioda)
phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

reactive oxygen species (reaktivni kyslikova ¢astice)
rotations per minute (otacky za minutu)
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