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1 Abstrakt.

LUPTAK, P. Antimikrébni uéinek fotokatalyticky aginnych sloucenin kovi. Dip-
lomova prace, Farmaceuticka fakulta v Hradci kraloveé, Univerzita Karlova,
2009. Studijni obor: Farmacie,

Ciel prace Praca je zamerana na testovanie naterovych hmét
s antimikrobialnou aktivitou na zaklade fotokatalytického javu nanoc€asic oxidov
kovov. V testovanych nateroch boli pouzité aktivne nanocastice oxidu titanicité-
ho samotne alebo s primesou oxidu zino¢natého.
Metody V praci bola vypracovana metodika, ktora je zhrnuta
v experimentalnej Casti. Metodika zahfna tri spésoby, v ktorych boli natery po-
rovnavané navzajom s aktivaciou alebo bez aktivacie UV-VIS Ziarenia:
¢ Metoda napred oziarenych naterov s antimikrobialnou aktivitou po
dobu troch hodin.
e Metoda ozarovania naterov s antimikrobialnou aktivitou spolu
S nanesenou suspenziou.
e Metoda napred ozarovania naterov s antimikrobialnou aktivitou
réznu dobu.

Uginnost bola testovana na piatich mikroorganizmoch: Escherichia coli,
Staphylococus auereus, Pseudomonas aeruginosa, Bacilus subtilis a na repre-
zentante eukariotickych organizmov Candida albicans.

Vysledky Vo vSetkych metddach boli G- mikroorganizmy citlivejSie, ktoré
vykazovali citlivost’ aj bez UV-VIS Ziarenia. Po dihSich kontaktnych ¢asoch boli
dobre citlivé aj G+ mikroorganizmy. Pri nizkych kontaktnych ¢asoch sa u Can-
dida albicans objavila negativna uc€innost, ktora Casom vyrazne narastala.
Zavery VSeobecne lepsia citlivost G- mikroorganizmov, predurcuje natery
s antimikrobialnou aktivitou pre priestory s rizikom vyskytu Pseudomonas aeru-
ginosa. Citlivost Candida albicans m6ze znamenat dobru citlivost naterov proti
plesniam. Natery doporucujeme pouzivat spolu so zdrojom UV.

Krucéové slova: Fotokatalyticky jav- natery s antimikrobialnou aktivitou- oxid
titanicity- oxid zinoCnaty.



2 Abstract.

LUPTAK, P. Antimicrobial effect of photocalatic effective compounds of metals.
Diploma work. Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University,
20009. Field of study: Pharmacy,

Background This diploma work is aimed at testing antimicrobial activity
coatings on the basis of photocalytic effect of nano particles of metal dioxides.
In the coats tested active nano particles of tantium dioxide alone or with zinc
oxide were used.

Methods In this work we have developed a methodics, which is in the
experimental part. The methodics contains three ways, in which the coats have
been mutually compared on the basis of activation of UV-VIS radiation:
¢ A method of in advance radiated coats with antimicrobial activity
for three hours.
¢ A method of radiation of the coats with antimicrobial activity with
applied suspension.
¢ A method of radiation of coats in advance with microbial activity
for various time periods.

The effectiveness have been tested on five microorganisms Escherichia
coli, Staphylococus auereus, Pseudomonas aeruginosa, Bacilus subtilis and
Candida albicans as the representative of eukaryotic organisms.

Results At all methods G- microorganisms were more sensitive,
which showed the sensitivity even without UV-VIS radiation. After longer time
periods of contact G+ organisms were well sensitive too. At short time periods
of contact a negative effectiveness was showed with Candida albicans , which
was raised later on.

Conclusions Generally better sensitiveness of G- organisms predeter-
mines the coats with antimicrobial activity for spaces with the risk of occurrence
of Pseudomonas aeruginosa. The sensitivity of Candida albicans may mean

a good sensitivity of the coats against moulds. We advice the coats to be used
with UV source.

Key words: Photocatalytic effect- antimicrobial activity coatings- titanium dio-
xid- zinc oxid.



3 Uvod.

Od Cias kedy Antonie van Leeuwenhoek objavil svet mikroorganizmov, si
tieto malé tvory vynucuju nasSu pozornost’ stale viac. Trvalo takmer dvesto rokov
kym sa preukazala ich mozna patogenita a tak badatelia pochopili, Ze rieSenim
takto spésobenych ochoreni méze byt zamedzenie styku patogénna s organiz-
mom alebo jeho eradikacia z organizmu. Vyvojom dezinfekcii a antibiotik sa tak
otvorila radostna nova kapitola v infekénej medicine. Vzhlfadom k velkej prispo-
sobivosti mikroorganizmov a neustalim vytvaranim si rezistencie voc&i ,nasim
zbraniam®, toto nadSenie upadlo, a tak musi tento vyvoj napredovat rychlejSie
ako prispOsobivost patogénov. Situacia je stazena aj novymi socialnymi pod-
mienkami, ktoré niektorym patogénom pomahaju v Sireni, no naopak niektoré
sa dostali na pokraj. Zbytoénym naduzivanim antibiotik sa Coraz CastejSie stre-
tavame s rezistentnymi patogénnymi mikroorganizmami, ktoré spdsobuju za-
vazné tazko lie€itelné choroby. Nozokomialne infekcie nielenze strpCuju zivoty
pacientov v zdravotnickych zariadeniach, ale si vyzaduju aj vysoké financné
naklady.

Pravidlo, ktoré hovori, Ze najlepSou starostlivostou je prevencia sa uka-
zuje ako stale aktualne. Vedecka obec sa preto snazi vyvinut prostriedky, ktoré
by mohli zamedzit' Sireniu infekcii. Fotokalyticky jav, ako moderna technolégia,
sa javi aj v tejto oblasti ako velmi perspektivny. NavySe neSpecifi€nost’ biocid-
neho mechanizmu fotokatalytického javu predpoklada vznik rezistencie v malej

miere, ak sa vbbec nejaka objavi.



4 Ciel prace.

Praca je zamerana na vypracovanie metodiky testovania naterov
s antimikrobialnou aktivitou a ich nasledne vyhodnotenie. Snazili sme sa modifi-
kovat' uz existujuce metody, tak aby €o najviac vyhovovali danym naterom.

Aby metodiky odzrkadlovali realnost’ buduceho pouZitia naterov, sme vy-
vinuli tri rzne modelové metody. Snazili sme sa zistit ochranu ponukanu nate-
rovymi hmotami priamo aktivovanymi UV-VIS Ziarenim alebo pri kontakte mik-
roorganizmov po aktivacii naterov.

Mikroorganizmy su tvorené réznorodou skupinou organizmov, ktoré maju
réznu citlivost' k fotokatalytickému efektu, ponukany natermi s antimikrobialnou
aktivitou. Mikrobicidnost’ naterov sme testovali na SirSej palete mikroorganizmov

nez je doporucené Japonskym Standardom.



5 Teoreticka cast’

5.1 Natery s antimikrobialnou aktivitou.

V nateroch s antimikrobialnou aktivitou (dalej natery s AA) su zabudova-
né aktivne sucasti, ktoré pomahaju odstranit’ alebo deaktivovat’ biokontamina-
ciu. Su v nich zastupené technoldgie fotokatalyzujucich Struktur nanocastic,
dendrimérov, fluorovanych derivatov a fluorosilikbnovych komponent. Musia byt
vyvinuté tak, aby zabezpecili lahké Cistenie povrchov. Prave natery s AA mozu
mat dbéleZitu ulohu v obmedzeni Sirenia mikrobiologickej kontaminacii (JONS,
K. 2003).

Pouzitie naterov s AA sa sustreduje na podlahy, steny a Spary obkladov
stien. Ciastkové pouzivanie je nedostatodné na zaistenie G&innej ochrany
a preto je potrebné uplatnenie v ¢o najSirSom rozsahu v celom zariadeny.
Sucasné a potencialné moznosti vyuzitia (MORRISON, S.):

- Priprava, preprava potravin

- Nemocnice, iné zdravotnicke zariadenia

- Vyrobne v Cistych priestoroch (farmaceutické, elektrotechnické, testo-

vacie laboratoria...)

- Zdravotnicke pomdcky, kde je ale délezita aj biokompatibilita

- Dodavky pitnej vody

- Klimatizaéné zariadenia

- Verejné priestranstva s vysokou hustotou ludi

- Prostriedky verejnej dopravy

- Hygienické zariadenia

- Priestory s vysokym rizikom kontaminacie

Ako vybornym prostriedkom sa javia, k zabraneniu ,, sick buildings syn-
dromu®, ktory sa prezentuje o€nymi, nosnymi, krénymi iritaciami, bolestami hla-
vy, letargiou, zniZzenou koncentraciou az niekedy zavratom, nevolnostou a s
inymi symptomami. Tento syndrom je pripisovany budovam obsadenymi vlast-
nou Specifickou mikroflérou a inych negativnych zloZiek recyklujucich v ovzdusi
(APTER, A. et al. 1994).

-10 -



Komplexné podnety trvale rastucich poziadavkou na pouZzivanie naterov
s AA sa da najst’ v tychto sociologickych javoch modernej spolo¢nosti (HOCH-
MANOVA, L., FERENCIK, I. 2005):
- rychly rast populacie a jej sustredovanie do velkych mestskych aglo-
meracii
- starnutie populacie v kulturne vyspelych Statoch a rast nachylnosti
k chorobam
- rychly rast celosvetovej migracie obyvatelstva
- rozSirovanie rychleho obCerstvenia a stravovanie v jedalfiach

- rezistencia k rastucemu pouzivaniu antibiotik

5.2 Fotokatalyticky jav a jeho ucinky.

Heterogénna fotokatalyza bola prvy krat popisana uz v 30. rokoch minu-
lého storoCia Plotnikovom v Berline (PLOTNIKOV, J. 1936). Neskor boli obja-
vené fokotalytické procesy vody monokrystalického TiO2 (FUJISIMA, A. HON-
DA, K. 1972), ktoré sa stali zaujmom environmentalnych technologii.

Na zaklade polovodiCovej Struktury su elektrony a diery valenéného pasu
oxidu titaniCittho generované svetelnou energiou (hv=Eg=3,2eV, tzn.
A <387 nm), to znamena vacSou nez je energia zakazaného pasu polovodica
(HOFFMANN, M. R. et al. 1995).

Podla aktualnych poznatkov sa predpoklada niekolko mechanizmov fo-
tokatalyzi sprostredkovanej oxidom titani€itym (NORMANN, S.A. et al 2005).

1) Prenosom elektronu z fotoexcitovanej molekuly oxidu titaniitého na
molekularny kyslik, vznika kyslikovy aniont-radikal a z pédvodného oxidu titanici-
tého vznika kationt-radikal (r 1.1.). Je zjavné, Ze tieto dve Castice su znacne
nestabilné atak spolu zreaguju, pricom dbjde k preskupeniu elektrondv
v elektronovom obale kyslika za vzniku aktivheho singletového kyslika (r 1.2.).
Za ucasti vody vznika hydroxylovy a peroxidovy radikal (r 1.3.), ktory sa roz-

padne na peroxid vodika a kyslik (r 1.4.).

TiO, +0, —»TiO;* +0," (r1.1)
TiO;” +0," ——Ti0,+'0, (r1.2.)
TiO;" +0," + H,0——TiO, + HO" + HO; (r 1.3)
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2HO; —>H,0, +0, (r1.4)

2) V kontakte vody s fotoexcitovanym oxidom titani€itym vznika hydroxi-
dovy radikal.(r 2.1. ). V rovniciach (r 2.2.) a (r 2.3.) je znazornena reoxidacia do

oxidacného stavu 4 pre uzavretie cyklu.

H,0—T%™ s H* +e'(aug)+" OH (r2.1)
[Ti* |+ &' —fri*] (r2.2)
[Ti* |+ 0, —|Ti*] (r2.3)

3) Oziarenie oxidu titaniCitého ho uvedie do excitovaného stavu (p) (r
3.1.), ktory reaguje s hydroxylovym anionom na radikal (r 3.2.). Komplex kysliku
a oxidu titanicitého produkuje aktivny peroxidovy radikal (r 3.3.) (r 3.4.) (r 3.5.).

Tio, —>e' +(p) (r3.1)

OH ™ + (p)—>HO" (r3.2.)

[Ti* [+ &' —[Ti% ] (r 3.3)

[i® |+ 0, —fri*...0% | (r 3.4.)
[Ti0*...0% |+ H,0——Ti* + HO™ + HO; (r 3.5.)

Pri fotokatalytickom jave vznikaju teda volné radikaly ako hydroxylovy a
peroxidovy a silne reaktivny singletovy kyslik. Tieto aktivne latky pésobia pri-
marne na biologicky dbélezité makromolekuly, hlavne na lipidy, bielkoviny
a nukleové kyseliny, coho désledkom je zmena vo fluidite membran (z hladiska
citlivosti su najzranitelnejSie membranové Struktury ), strata enzymatickej aktivi-
ty bielkovin, strata informacii v DNA (LAZNICKOVA, A. et al 2000). Podrobne
o deStrukcii DNA volnymi radikalmi pojednava Gogniat a Dukan (GOGNIAT, G.,
DUKAN, S., 2007). Tieto mechanizmy zabezpecuju biocidnost’ materialu.

Oxid titanicity existuje v dvoch morfologickych krystalickych formach ana-
tasu a rutilu, ktoré maju réznu UV hranicu fotoaktivity. Hranica anatasu je 340
nm a hranica rutilu je 370 nm (NORMANN, S. A. et al 2005). Oziarenie anata-

sovej formy oxidu titani€itého produkuje viac radikalov ako rutilovej. Velkost

-12 -



kryStalov ma ddlezitu rolu v generacii radikalov ale optimalna velkost sa
v oboch formach liSi (UCHINO, T., et al 2002). Rutilovy prasok ma vacsie Casti-
ce ako antasovy, lebo je pripraveny za vy$Sej teploty (HABIBI, M., VOSOOG-
HIAN, H. 2005).

Dalsimi perspektivnymi nano&asticami st &astice oxidu zino&natého, kto-
ry ma vSak nizSiu degradabilnu schopnost porovnani s oxidom titaniCitym. Av-
Sak oxid zinoCnaty absorbuje vacsiu Cast UV svetla a viac svetelnych kvant
(HABIBI, M., VOSOOGHIAN, H. 2005). A tak sa rozSirenie pésobenia svetelné-
ho Ziarenia do oblasti denného svetla 400-600 nm podarilo dopovanim Castic
oxidu titaniitého oxidom zino€natym vo forme oxidu-sulfidu zino€natého (SHI-
JUN LIAO et al 2004).

5.3 Metédy testovania naterov s AA.

Pre objektivne hodnotenie boli vypracované metddy z nich najCastejsie
pouzivané su Japonsky Standard JIS Z 2801 a Americky Standard ASTM E
2149-01. Pripustne su aj ich obmeny pricom je mozné vyuZit ich vyhodnocova-
cie metody.

My sme vyuzili modifikaciu Japonského Standardu pre kratSi expozi¢ny
cas.

Principom japonského (PAGELLA, C. et al 2007) Standardu JIS Z2801 je
hodnotit antimikrobialnu aktivitu ako rozdiel poctu baktérii, ktoré prezili po kon-
takte s ,upravenym“ a s ,neupravenym® povrchom pocas definovanej doby. Za
,2heupraveny“ povrch sa povaZzuje povrch bez biocidnych Castic. V pripade, Ze
,2heupraveny“ povrch vykazuje antibakterialnu aktivtu, méze byt znecisteny re-
ziduami rozpustadiel a monomérov, a je potrebné pouzit povrch bez vplyvu ako
napriklad polypropylén.

Uginnost sa vyjadruje podla logaritmu redukcie Zivych baktérii:

B C B
R =log— —log— =log— r4.1.
g, —log— =log - ( )

Kde:
R: ucinnost’ antimikrobialnej efektivity.
A: pocet zijucich buniek hned po inokulacii na neupraveny povrch.
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B: pocet Zijucich buniek na neupravenom povrchu po Standardnom kon-
taktnom Case.
C: pocet Zijucich buniek na upravenom povrchu po Standardnom kon-

taktnom case.

Standardny kontaktny ¢as pre JIS Z 2801 je 24 hodin. Pre $pecifické ap-
likacné metddy je mozné pouzit’ aj kratSie Casy, avSak pre kontaktny ¢as menej
ako jedna hodina je toto vyjadrenie v rozpore.

V pripade, Ze R sa rovna alebo je vySSie ako 2, je produkt hodnoteny ako
antimikrobialny.

Alternativnou moznostou vyjadrenia ucinnosti je pomocou % vzorcom:

Pokles(%) = %*mo (r4.2)

b

Kde:

M, : pocCet zijucich baktérii na neupravenom povrchu.

M. : poCet Zijucich baktérii na upravenom povrchu

Toto vyjadrenie je mozné aplikovat aj v Americkom Standarde ASTM
E2149-01 a taktiez s inymi druhmi a réznymi kontaktnymi metédami.

Tento vztah je dany vzorcom:

Pokles(%) = (1—10"% )*100 (r 4.3

Japonska metdda odporuca ako modelové mikroorganizmy pouzivat na testo-
vanie Escherichia coli ako zastupcu G- a Staphylococcus aureus ako zastupcu

G+ mikroorganizmov.

-14 -



6 Experimentalna cast’.

6.1 Material.

6.1.1

6.1.2

6.1.3

Mikroorganizmy.

Escherichia coli A (EC) ATCC 8739
Staphylococcus aureus (SA) ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa (PsA) ATCC 9027
Bacilus subtilis (BacS) ATCC 6633

Candida albicans (CA) ATCC 10231

Roztoky, kultivaéné pody, testované naterové hmoty s AA.

Mueller-Hintonov agar na Petriho miskach Gamedium o priemere 9,5 cm
Fyziologicky roztok (0,9% Sodium chloridum in water for injection “Fre-
senius®)

Podlozné mikrobiologické sklicka s nanesenymi silikatovymi fasadnymi
natermi s AA s nanocasticami Pretiox RG 15 na sklicku oznatenom P-41
a s nanocasticami Pretox RG 15 v kombinacii s nano€asticami Zano 30
HS na sklicku oznaCenom P-55. Sklicka P-41 a P-55 s natermi s AA boli
poskytnuté firmou Synpo a.s. v Pradubiciach.

Pomécky a pristroje.

Sterilné skumavky

Sterilné 250 ml Erlenmeyerové banky

Sterilné L-hokejky

Sterilny odmerny valec 100 ml

McFarlandova Skala

Mikrobiologicka kluCka

Kahan

Mikropipety Biohit 50ul; 100-1000pl s prisluSnymi SpiCkami
Trepactka MS2 Minishaker IKA

Zdroj dlhovinného UV a viditelného Ziarenia: UV-VIS Hyunday Sun 60W
Meradlo intenzity UV SUV 10 Sencor

Pocitadlo kolonii Colony Counter (IUL)
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e Termostat Binder
e Autoklav PS20

6.2 Pracovny postup.
6.2.1 Postup pripravy kultivaénych péd.

Roztok Mueller-Hintonovho agaru o koncentracii 35g v jednom litri vody
sme autoklavovali 15 minat pri 121°C v autoklave PS20. Potom sme z tohto
roztoku naliali do potrebného poctu Petriho misiek o priemere 9,5 cm asi vrstvu

3 mm a nechali vychladnut.

6.2.2 Postup pripravy suspenzie testovaného mikroorganizmu.

Suspenziu sme pripravili z kolénii napred vypestovanych mikroorganiz-
mov podla prvej skimavky o denzite McFarlandovej kaly 4x10%ml. Pri jednot-

livych pokusoch sme si vystacili s 2 ml takto pripravenej suspenzie.

6.2.3 Postup pripravy kontroly.

Kontrolu sme pripravovali pri kazdej metdéde rovnako. 50 ul suspenzie

mikroorganizmov sme pipetovali priamo do 100 ml fyziologického roztoku.

6.2.4 Popis postupov prace pri jednotlivych metédach testovania
naterov s AA

6.2.4.1 Metoda napred oZiarenych naterov s AA po dobu troch hodin.

Styri sklicka P-41 a $tyri P-55 sme vopred oZiarili pomocou zdroju UV
Hyunday Sun asi vo vzdialnosti 8 cm po dobu troch hodin. Intenzita pomocou
meradlo UV SUV 10 Sencor bola 3,1 jednotiek. Potom sme na ne inokulovali 50
Ml suspenzie mikroorganizmov a roztreli sterilnou L-hokejkou po celom povrchu.
Pre porovnanie sme identicky pripravili aj Styri sklicka P-41 a Styri P-55, ktoré
sme uchovavali vtme v modrom papieri a v hlinikovej folii. Po réznych ¢asoch
expozicie mikroorganizmami (5; 15; 30; 60 minut) sme skliCka lahko pretrepali
v 100 ml fyziologického roztoku, aby sa mikroorganizmy dostali do vodnej faze.

Touto metddou sme skusSali natery s AA na mikroboch Staphylococcus
aureus (SA) ATCC 6538 a Escherichia coli A (EC) ATCC 8739.
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6.2.4.2 Metoda ozZarovania naterov s AA spolu s nanesenou suspenziou.

Po 50 pl suspenzie mikroorganizmov sme naniesli na Styri sklicka P-41
a Styri P-55. Sklicka sme ozarovali UV-VIS 60W Hyunday Sun uz spolu
s inokulovanymi mikrobmi. Doba expozicie bola 0,5; 2; 5; 10 minut, po ktore;j
sme jednotlivé skliCka s natermi pretrepali v 100 ml fyziologického roztoku. Pre
porovnanie sme tento postup urobili aj bez oziarenia, kedy inokulované sklicka
sme uchovavali v tme. Vzhladom na to, Ze sme oCakavali vplyv samotného emi-
tovaného UV na mikroby, sme nechali exponovat UV Ziarenim aj Styri Cisté ste-
rilné podlozné sklicka, na ktoré sme inokulovali a roztreli hokejkou rovnako 50
Ml suspenzie. Doba expozicie bola rovnaka ako pri sklickach s natermi s AA.

Antimikrobialnu aktivitu naterov sme touto metédou skusali na mikréboch
Staphylococcus aureus (SA) ATCC 6538, Escherichia coli A (EC) ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa (PsA) ATCC 9027, Bacilus subtilis (BacS) ATCC
6633, Candida albicans (CA) ATCC 10231.

6.2.4.3 Metoda napred ozarovania naterov s AA r6znu dobu.

Styri sklicka P-41 a $tyri P-55 sme nechali oZzarovat pod UV zdrojom Hy-
unday SUN 60W rézne dlhu dobu (5; 15; 30; 60 minut). Nasledne sme ich ino-
kulovali suspenziou mikroorganizmov a expozicia trvala pat minut v tme. Pre
porovnanie sme taktiez pripravili rovhakym spésobom aj skliCka neoziarené.

Antimikrobialna aktivitu naterov sme touto metédou skusali na mikréboch
Staphylococcus aureus (SA) ATCC 6538, Escherichia coli A (EC) ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa (PsA) ATCC 9027, Bacilus subtilis (BacS) ATCC
6633, Candida albicans (CA) ATCC 10231.

6.2.5 Kultivacia a odcitanie vysledkov.

0,5 ml z fyziologického roztoku pretrepaného s exponovanymi sklickami
aaj z 0,5 ml kontroly sme kultivovali na kultivacné pbédy a pravidelne roztreli
s L-hokejkami po celom povrchu. Tieto kultivatné pbédy sme kultivovali
v termostate Binder po dobu 24 hodin pri 37°C aerobne. Po kultivacii sme odci-

tali poc€et kolénii pomocou pocitadla Colony Counter a zaznamenali do tabuliek.
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6.3 Vyjadrenie vysledkov.

6.3.1 Vyjadrenie vysledkov k metéde napred oziarenych naterov s
AA.
Vysledky sme zapisovali do tabuliek pre kazdy mikroorganizmus zvlast.
PocCet CFU sme vyjadrili vzhfadom na €as expozicie suspenzie, typ antimikro-
bialného nateru a oZiarenia resp. neoziarenia UV-VIS svetlom. Pokles CFU sme
vyjadrili aj graficky.
Tab. 4.1. Vzorova tabulka.

Mikroorganizmus

Vzorky P-41 \ P-55

kontakt baktérii s nate- ] CFU ]
rom ozZiarenym 3 hodiny | uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie

5 min.

15 min.

30 min.

60 min.

Uginnost vzorku.

Uginnost vzorku sme vyjadrili podla spdsobu v japonskej metéde JIS
Z2801 ako percentualny pokles CFU pomocou rovnice (r 4.2.). Kedze obyc€ajné
sterilné sklicko bez nateru s AA nema biocidny a ani adhezivny vplyv, mohli
sme ho povazovat za neupraveny povrch. Pocet CFU na tomto povrchu sa rov-
na kontrole.

V kazdej metdéde sme porovnali aj u€innost na jednotlivé mikroorganizmy

graficky.
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6.3.2 Vyjadrenie vysledkov k metéde ozarovania naterov s AA spolu

S hanesenou suspenziou.

Vysledky sme zapisovali do tabuliek pre kazdy mikroorganizmus zvlast.
PocCet CFU sme vyjadrili vzhladom na €as expozicie suspenzie, typ nateru s AA
a sucasného ozarovania resp. neozarovania UV-VIS svetlom.

Tab. 4.2. Vzorova tabulka.

Mikroorganizmus

Il Oby¢ajné.

Vzorky P-41 P-55 sklicko

Expozicia povrchu CFU

nateru s baktériami| uv-visAno | uv-vis Nie | uv-visAno | uv-vis Nie | uv-vis Ano

0,5 min.

2 min.

10 min.

30 min.

Uginnost vzorku.
V pripade, Ze sme chceli vyjadrit uinnost’ (r 4.2.) pri su¢asnom ozZiareni
sme ako referenény povrch museli vziat' sklicko bez nateru s AA so suspenziou,

vystavené UV rovnaku dobu.

6.3.3 Vyjadrenie vysledkov k metéde napred ozarovania naterov s
AA réznu dobu.

Pocet CFU a ucinnost sme zapisali rovnako ako v prvej metdde napred

oziarenych sklicok.
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7 Vysledky.

Vysledky su spracované v ramci metod podla mikroorganizmov.

7.1 Vysledky k metdéde napred oziarenych naterov s AA po
dobu troch hodin.

Escherichia coli

Tab. 1.1.1. Poc€et CFU pri pokuse prvou metédou.

Escherichia coli
vzorky P-41 | P-55

kontakt baktérii s nate- CFU

rom oziarenym 3 hodiny | uv-vis Ano | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie
5 min. 0 266 2 100
15 min. 0 62 8 2
30 min. 1 0 0 0
60 min. 0 0 0 0

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 1129 CFU na skli¢ko.

Z grafu 1.1.2. je zrejma vysoka citlivost E. coli k naterom za obidvoch
podmienok. Po oziareni UV-VIS prejavoval vy$Siu aktivitu nater P-41 ale bez
oziarenia UV bol nater P-55 aktivnejSi. Pre vysoku citlivost E. coli boli rozdiely
vo vysledkoch menej pozorovatelné.

Graf 1.1.2. Zavislost’ poétu CFU na kontaktnom cCase.

Zavislost poctu CFU po troch hodinach oziarenia a naslednej expozicie.
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Staphyolococus aureus

Tab. 1.2.1. Poc¢et CFU pri pokuse prvou metédou.

Staphyolococus aureus

vzorky P-41 | P-55

kontakt baktérii s nate- CFU

rom oziarenym 3 hodiny | uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie
5 min. 176 1520 332 732
15 min. 46 170 18 48
30 min. 18 63 40 16
60 min. 18 59 35 60

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 2368 CFU na sklicko.

S. aureus sa ukazal ako odolnejSi voci fotokatalytickému javu a ani po
jednej hodine expozicie neklesol po¢et CFU na nulu. Po oziareni sa taktiez javili
nater P-41 ako ucinnejsi pricom bez UV-VIS oZiarenia bol ucinnejSi nater P-55
(viz Graf 1.2.2.)

Graf 1.2.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.

Zavislost’ poctu CFU po troch hodinach oziarenia a naslednej expozice.
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Uginnost..
Z tabulky 1.3.1. je vidiet, Ze pokles bol uz po 30 minutach sto percentny.
Vzhladom ku kontrole su poklesy aj o dva rady.

Tab. 1.3.1. Uéinnost’ naterov.
Escherichia coli

Vzorky P-41 P-55
L Pokles [%]
kontakt baktérii s naterom

oziarenym 3 hodiny UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS
Ano Nie Ano Nie
5 min. 100,0 76,4 | 99,8 | 91,1
15 min. 99,9 945 | 99,3 | 99,8
30 min. 100,0 | 100,0 (100,0| 100,0
60 min. 100,0 | 100,0 (100,0| 100,0

Tab. 1.3.2. Uginnost’ naterov.
Staphyolococus aureus

Vzorky P-41 P-55
L Pokles [%]
kontakt baktérii s naterom

Ano Nie Ano Nie
5 min. 92,6 358 | 86,0 | 69,1
15 min. 98,1 92,8 | 99,2 | 98,0
30 min. 99,2 97,3 | 98,3 | 99,3
60 min. 99,2 975 |1 985 | 975

V kazdom pripade bol S.aureus, ako reprezentant G+ baktérii, odolnejsi
naproti E. coli.( viz Tab 1.3.1. a 1.3.2.) Z grafov 1.4.1. az 1.4.4. vyplyva, ze pri

oboch mikroorganizmoch bol vplyv UV-VIS Ziarenia vysoky.
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Grafické porovnanie u€innosti naterov na testované mikroorganizmy.

Graf 1.4.1. Uéinnost’ vzorku P-41 po oziareni na rézne mikroorganizmy.
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Graf 1.4.2. Uéinnost’ vzorku P-55 po oziareni na rézne mikroorganizmy.

Uginnost vzroku P55 v 1. metéde po oziareni
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Graf 1.4.3. Uéinnost’ vzorku P-41 bez oziarenia na rézne mikroorganizmy.

Uéinnost’ vzroku P41 v 1. metéde bez oziarenie
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Graf 1.4.4. Uéinnost’ vzorku P-55 bez oziarenia na rézne mikroorganizmy.

Uéinnost’ vzroku P55 v 1. metéde bez oziarenia
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7.2 Vysledky k metéde ozarovania naterov s AA spolu
S nanesenou suspenziou.

Escherichia coli

Tab. 2.1.1. Po¢et CFU pri pokuse druhou metédou..

Escherichia coli

Obyc¢ajné
Vzorky P-41 P-55 Il ke
expozicia povrchu CFU
nateru s baktériami| uv-visiAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie [ uv-vis Ano
0,5 min. 139 245 338 932 > 1200
2 min. 0 0 261 494 > 1200
5 min. 0 0 0 0 > 1200
10 min. 0 0 0 0 18

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 952 CFU na sklicko.

Pri su€asnom ozarovani bol nater P-41 vysoko uc€inny na E. coli. Fialova

Ciara v grafe 2.1.2. znazorfiuje vplyv samotného UV-VIS Ziarenia, ktoré do pia-

tich minut nemalo takmer Ziadny efekt na suspenziu na oby€ajnom sklicku ale

po 30 minutach do$lo k zahubeniu, ¢o mohlo spbsobit’ vysychanie a vyssia tep-

lota.

Graf 2.1.2. Zavislost’ poétu CFU na kontaktom Case.
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Staphylococcus aureus

Tab. 2.2.1. Po€et CFU pri pokuse druhou metédou.

Staphylococcus aureus

Obycajné
Vzorky P-41 P-55 H sklicko
expozicia povrchu CFU
nateru s baktériami| uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie [ uv-vis Ano
0,5 min. 1524 1472 876 1060 | 1326
2 min. 1092 1560 1034 1440 | 828
5 min. 69 1672 516 956 1536
10 min. 10 1604 16 1504 748

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 1968 CFU na sklicko.

Graf 2.2.2. znazoriuje, Zze ani pri 30 minutovom ozarovani nedoS$lo

k uplnému zahubeniu S. aureus na Ziadnom sklicku ale ozarovanie UV-VIS ma-

lo zasadny vplyv na pokles CFU. Nater P-55 javil ur€ité znamky biocidnosti aj

bez oziarenia UV-VIS. Samotné UV-VIS Ziarenie na obyC€ajné sklicko malo mi-

nimalny vplyv.

Graf 2.2.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.
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Pseudomonas aeruginosa

Tab. 2.3.1. Po¢et CFU pri pokuse druhou metédou.

Pseudomonas aeruginosa

Obycajné
Vzorky P-41 P-55 m SKlicko
expozicia povrchu CFU
nateru s baktériami| uv-visAno | uv-vis Nie | uv-visAno | uv-vis Nie [ uv-vis Ano
0,5 min. 1160 820 2028 2054 | 4000
2 min. 490 0 346 600 | 4000
5 min. 0 0 0
10 min. 0 0 0

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 4000 CFU na sklicko.

Z grafu 2.3.2. je zrejmé, Ze P. aeruginosa bola vysoko citliva na fotokata-

lyzu na obidvoch nateroch asi rovnako. UV-VIS Ziarenie na suspenziu na oby-

Cajnom skliCku zahubilo vSetky mikroorganizmy az pri expozicii 30 minut, ¢o

vzhlfadom na velké rozpatie grafu 2.3.2 je lepSie badatelné z tabulky 2.3.1.

Graf 2.3.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.
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Bacillus subtilis

Tab. 2.4.1. Po¢et CFU pri pokuse druhou metédou.

Bacillus subtilit

Obycajné
Vzorky P-41 P-55 m SKlicko
expozicia povrchu CFU
nateru s baktériami| uv-visAno | uv-vis Nie | uv-visAno | uv-vis Nie [ uv-vis Ano
0,5 min. 186 95 172 256 || 220
2 min. 162 212 138 155 330
5 min. 72 100 37 160 226
10 min. 2 75 0 85 150

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 320 CFU na sklicko.

Mikroorganizmus B. subtilis bol voci fotokatalyze odolnejSi a k uplnému

zahubeniu bolo potrebne 30 minutové ozarovanie UV-VIS a to len na natere P-

55, €o odzrkadluje tabulka 2.4.1.

Samotné UV-VIS Ziarenie na oby€ajnom skli¢ku vyvolalo len pokles CFU

aj po 30 minutach. Na ozarovanych nateroch znazoriuje graf 2.4.2. linearny

pokles.

Graf 2.4.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.
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Candida albicans:

Tab. 2.5.1. Poéet CFU pri pokuse druhou metédou..

Candida albicans

Obycajné
Vzorky P-41 P-55 m SKlicko
expozicia povrchu CFU
nateru s baktériami| uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie [ uv-vis Ano
0,5 min. 750 900 400 568 [ 704
2 min. 704 264 316 316 | 720
5 min. 220 220 122 560 540
10 min. 1 230 1 436 62

Pocet inokulovanych hub odpoveda 516 CFU na sklicko.

Z grafu 2.5.2. je vidiet, ze poCet CFU bol do dvoch minut vyssi ako

v kontrole na ozarovanych vzorkach. Badatelny pokles bol pri oZzarovani UV kde

po desiatich minutach bol takmer sto percent. UV-VIS na obyCajne sklicko malo

vyrazny vplyv na suspenziu len po desiatich minutach.

Graf 2.5.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.
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Uéinnost.

Tabufky znazoriuju uc€innost naterov P-41 a P-55 s ozZiarenim a bez

OZiarenia.

Tabulka 2.6.1. znazorfiuje sto percentny pokles pri natere P-41 uz po

dvoch minutach ozarovania.

Tab. 2.6.1. Uéinnost’ naterov.

Escherichia coli

Vzorky

P-41

| P55

expozicia povrchu nateru

Pokles [%]

s baktériami UXr:/cl)S U\|<”Vels UX:(')S U\|<”Ve'5
0,5 min. 88,4 743 | 71,8 | 0,0
2 min. 100,0 | 100,0 | 78,3 | 48,1
5 min. 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
10 min. 100,0 | 100,0 | 100,0( 100,0

Zaporny pokles v tabulke 2.6.2. voCi obyCajnému sklicku méze byt sp6-

sobeny vacsou adhéziou mikroorganizmov k povrchu nateru.

Po dlhSej dobe ozZiarenia sa pri obidvoch nateroch bliZil pokles k sto percentam.

Tab. 2.6.2. Uéinnost naterov.

Staphylococcus aureus

Vzorky P-41 | P55

_ . Pokles [%]

expozicia p0\’/r.chu.nateru UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS

s bakteriami Ano Nie | Ano | Nie
0,5 min. -149 | 25,0 | 33,9 | 46,0
2 min. -31,9 | 20,5 | -249 | 26,6
5 min. 95,2 14,8 | 64,1 | 51,3
10 min. 98,7 18,2 | 97,9 | 23,3
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Pokles CFU v tabulke 2.6.3. bol uz po dvoch minutach velmi vyrazny.

Tab. 2.6.3. Uéinnost’ naterov.
Pseudomonas aeruginosa

Vzorky P-41 | P55
L. . Pokles [%]
expozicia poyr.c:hu.nateru UV-VIS | uv-vis [ uv-vis | uv-vis
s bakteriami Ano Nie | Ano | Nie
0,5 min. 71,0 79,5 | 49,3 | 48,7
2 min. 87,8 |100,0| 91,4 | 85,0
5 min. 100,0 | 100,0 {100,0( 100,0
10 min. 100,0 | 100,0 {100,0( 100,0

Tab. 2.6.4. Uéinnost naterov.
Bacillus subtilis

Vzorky P-41 | P55
- . Pokles [%]
expozicia povrchu nateru uv-vis | uv-vis [uv-vis | uv-vis
s bakteriami Ano Nie | Ano | Nie
0,5 min. 15,5 70,3 | 21,8 | 20,0
2 min. 50,9 33,8 | 58,2 | 51,6
5 min. 68,1 68,8 | 83,6 | 50,0
10 min. 98,7 76,6 |100,0| 73,4

Tab. 2.6.5. Uéinnost naterov.
Candida albicans

Vzorky P-41 | P55
_ . Pokles [%]
expozicia povrehu nateru uv-vis | uv-vis [ uv-vis | uv-vis
s bakteriami Ano Nie | Ano | Nie
0,5 min. -6,5 -74,4 | 43,2 | -10,1
2 min. 2,2 48,8 | 56,1 | 38,8
5 min. 59,3 574 | 77,4 | -85
10 min. 98,4 55,4 | 98,4 | 15,5

Grafy 2.7.3. a 2.7.4. Bez oziarenia znazorfiuju na mikroorganizmy S. au-
reus, B. subtilis a C. albicans vplyv mensi. Na oZarovanych sklickach grafoch
2.7.1. a2.7.2. po desiatich minutach bol pri vSetkych mikroorganizmoch pokles

stopercentny, pricom G- mali sto percentny pokles uz po piatich minutach.
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Grafické porovnanie u€innosti naterov na testované mikroorganizmy.

Graf 2.7.1. Uéinnost’ vzorku P-41 s oziarenim na rézne mikroorganizmy.
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Graf 2.7.2. Uéinnost vzorku P-55 s oziarenim na rézne mikroorganizmy.
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Graf 2.7.3. Uéinnost vzorku P-41 bez oziarenia na r6zne mikroorganizmy.
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Graf 2.7.4. Uéinnost vzorku P-55 bez oziarenia na r6zne mikroorganizmy.
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7.3 Vysledky k metéde napred ozarovania naterov s AA réznu

dobu.

Escherichia coli

Tab. 3.1.1. Pocet CFU pri pokuse tretou metédou.

Escherichia coli
Vzorky P-41 \ P-55
expozicia nateru z . CFU z .
uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie
5 min. 0 960 63 360
15 min. 0 920 0 520
30 min. 0 900 0 470
60 min. 0 940 35 510
Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 1227 CFU na sklicko.

Graf 3.1.2. znazoriuje takmer nezavisly pokles na dobe ozZarovania kli¢-

ka bez suspenzie. Na ozarovanych skli¢kach bol od prvych piatich minuat takmer

stopercentny pri€om pri neozarovanych sa pohyboval celu dobu na urovni 25 %

pri P-41 resp 60% pri P-55.

Graf 3.1.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.

Zavislost’ poctu CFU na dobe oziarenia a naslednej expozicie 5 min.
1400 ——YE Y]
- -®- -P4lbez UV
—&— P55+ UV
1200 - -A- = P55bez UV
kontrola
1000
m--..
----- ..___________.______.----l
2 800
o
-t
3
g 600
e I TSI A
- " .- - U A- ot
400 —=
r'e
200
0 :\ n n Y
5 15 30 60
¢as (min.)

-32-



Staphylococcus aureus

Tab. 3.2.1. Po¢et CFU pri pokuse tretou metoédou.

Staphylococcus aureus (
Vzorky P-41 \ P-55
expozicia nateru 7 - CFU 7 -
uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie
5 min. 458 700 620 680
15 min. 496 800 632 200
30 min. 488 734 644 720
60 min. 500 812 608 618

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 1144 CFU na sklicko.
V grafe 3.2.2. bol pokles taktiez takmer nezavisly na dobe ozZarovania.
Pri natere P-41 po ozarovani bol celu dobu pokles asi 60% a pri natere P-55 asi

45%. Bez ozarovania sa zda byt nater P-55 ucinnejsi.

Graf 3.2.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.
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Pseudomonas aeruginosa

Tab. 3.3.1. Pocet CFU pri pokuse tretou metédou.

Pseudomonas aeruginosa

Vzorky P-41 \ P-55
expozicia nateru 7 - CFU 7 .
uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie
5 min. 0 600 0 79
15 min. 0 556 0 170
30 min. 0 60 0 300
60 min. 0 450 0 230

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 4000 CFU na sklicko.

Pokles v grafe 3.2.2. bol taktiez takmer nezavisly na dobe ozarovania.

Na vopred ozarovanych nateroch kultivovatefny bol pocet mikroorganizmov nu-

la. Bez ozarovania sa javil nater P-55 uc€innejSi asi o desat percent.

Graf 3.2.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.
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Bacillus subtilis

Tab. 3.4.1. Pocet CFU pri pokuse tretou metédou.

Bacillus subtilis
Vzorky P-41 \ P-55
expozicia nateru 7 - CFU z -
uv-visAno | uv-visNie | uv-visAno | uv-vis Nie
5 min. 31 129 90 86
15 min. 12 156 30 46
30 min. 23 89 14 70
60 min. 18 112 31 77

Pocet inokulovanych baktérii odpoveda 149 CFU na sklicko.
Pokles vyrazne stupol len u napred oZiarenych nateroch, kde vSak ani pri

jednom nedosiahol sto percent. Bez ozarovania sa nater P-55 ukazoval ako

ucinnejsi, avsak pri ozarovani bol naopak ucinnejSi nater P-41.

Graf 3.4.2. Zavislost’ po¢tu CFU na kontaktom case.

Zavislost’ poctu CFU na dobe oziarenia a naslednej expozicie 5 min.
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Candida albicans

Tab. 3.5.1. Po€et CFU pri pokuse trefou metédou.

Candida albicans
Vzorky P-41 \ P-55
Expozicia nate- CFU
ru uv-visAno | uv-vis Nie | uv-vis Ano | uv-vis Nie
5 min. 634 334 522 382
15 min. 356 244 360 444
30 min. 294 372 266 280
60 min. 160 318 95 330

Pocet inokulovanych hub odpoveda 340 CFU na sklicko.

VyraznejSi pokles v grafe 3.5.2. bol len pri dlh§om expozi€nom Case a to

len pri ozarovanych nateroch, Pri neoZarovanych nateroch sa ucinnost’ takmer

nemenila ani s expoziénym ¢asom bez rozdielu v nateroch.

Graf 3.5.2. Zavislost’ poétu CFU na kontaktom Case.
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Uéinnost”:

Tabufky 3.6.1. az 3.6.5. znazornuju, Zze doba ozarovania samotnych skili-
¢ok nemala takmer Ziadny vplyv na biocidnost. V pripade citlivosti postacovalo
uz pat minutové oziarenie.

G- mikroorganizmy v tabufkach 3.6.1. a 3.6.3. su omnoho citlivejSie
v tejto metdde a to uz pri nizkej dobe expozicie.

Tab. 3.6.1. Uéinnost’ naterov.

Escherichia coli
Vzorky P-41 | P55
Pokles [%]
expozicia nateru UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS
Ano Nie Ano Nie

5 min. 100,0 | 21,8 [ 94,9 | 70,7
15 min. 100,0 | 25,0 [100,0( 57,6
30 min. 100,0 | 26,7 [100,0( 61,7
60 min. 100,0 | 23,4 | 97,1 | 58,4

Tab. 3.6.2. Uéinnost naterov.

Staphylococcus aureus
Vzorky P-41 | P55
Pokles [%]
expozicia nateru UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS
Ano Nie | Ano Nie

5 min. 60,0 38,8 | 45,8 | 40,6
15 min. 56,6 30,1 | 44,8 | 825
30 min. 57,3 358 | 43,7 | 37,1
60 min. 56,3 29,0 | 46,9 | 46,0

Tab. 3.6.3. Uéinnost naterov.

Pseudomonas aeruginosa
Vzorky P-41 | P55
Pokles [%]
expozicia nateru UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS
Ano Nie [ Ano Nie

5 min. 100,0 | 85,0 [100,0( 98,0
15 min. 100,0 | 86,1 [100,0( 95,8
30 min. 100,0 | 98,5 |100,0| 92,5
60 min. 100,0 | 88,8 |100,0| 94,3
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Zaporné Cisla uc€innosti v tabulkach 3.6.4. a 3.6.5. mézu byt spésobené
inou vzajomnou adhéziou buniek v inom prostredi.

Tab. 3.6.4. Uéinnost naterov.

Bacillus subtilis
Vzorky P-41 | P55
Pokles [%0]
expozicia nateru UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS [ UV-VIS
Ano Nie [ Ano Nie

5 min. 79,2 13,4 | 39,6 | 42,3
15 min. 91,9 47 | 79,9 | 69,1
30 min. 84,6 40,3 | 90,6 | 53,0
60 min. 87,9 24,8 | 79,2 | 48,3

Poklesy boli vyraznejSie so vzrastajucim ¢asom expozicie len pri C. albi-
cans v tabulke 3.6.5.

Tab. 3.6.5. Uéinnost naterov.

Candida albicans
Vzorky P-41 | P55
Pokles [%]
expozicia nateru UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS | UV-VIS
Ano Nie [ Ano Nie
5 min. -86,5 1,8 [-535| -12,4
15 min. 4.7 28,2 | -5,9 | -30,6
30 min. 13,5 94 | 21,8 | 17,6
60 min. 52,9 6,5 72,1 2,9

Grafy 3.7.1. a 3.7.2. znazornuju ucinnost’ po oziareni, ktora mala stupa-
jucu tendenciu s ¢asom len u C. albicans. G- organizmy boli citlivejSie.
V grafoch 3.7.3. a 3.7.4. nebola u Zziadneho mikroorganizmu tendencia vzrasta-

jucej ucinnosti.
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Grafické porovnanie u€innosti naterov na testované mikroorganizmy.

Graf 3.7.1. Uéinnost’ vzorku P-41 po oziareni na rézne mikroorganizmy.
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Graf 3.7.2. Uéinnost’ vzorku P-55 po oziareni na rézne mikroorganizmy.
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Graf 3.7.3. Uéinnost’ vzorku P-41 bez oziarenia na rézne mikroorganizmy.
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Graf 3.7.4. Uéinnost’ vzorku P-55 bez oziarenia na rézne mikroorganizmy.
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8 Diskusia.
Vypracovali sme metodiku pre testovanie antimikrobialnej aktivity (AA)

naterovych hmoét, kde sme vyvinuli tri r6zne modeloveé situacie, v ktorych sme
ako vysledok uvazovali poc€et prezivajucich zarodkov schopnych tvorit kolénie,
ktory sa uvolnil z povrchu nateru premyvanim vo fyziologickom roztoku a po
kultivacii nam poskytol poCet CFU. Tak nemézeme vylucit, Ze nedoslo k urcitej
silnejSej adhézii mikroorganizmov na povrch. Predpokladame vSak, ze aj pri
takejto adhézii by doslo k usmrteniu mikroorganizmov aj ked by to trvalo dlhSiu
dobu, lebo citlivost vykazovali vSetky testované mikroorganizmy. Otazka adhé-
zie mikroorganizmov a inych necistét hra vyznamnu rolu pri vyvoji naterov s AA.
Je to problematika mnohych inych sucasti naterovych hmét, ako su disperzacné
aditivna, silikatové alebo silikonoveé zlozky, plniva, pigmenty, odpenovace Ci iné.
Tieto zloZky pre nas neboli zname, lebo su zaujmom vyvoja firmy Synpo a.s..

Na uvod metodiky, bolo potrebné aby sme pripravili suspenziu o spravnej
denzite mikroorganizmov. V pripade prili§ malej denzity suspenzie boli rozdiely
malé a tak aj nepatrna nehomogenita suspenzie alebo neziaduca kontaminacia
mohli negativne ovplyvnit objektivitu vysledku. Pri vysokej hustote bola naopak
moznost relativnej nizkej koncentracii aktivnych latok alebo vrstveniu mikroor-
ganizmov na ploche nateru, ¢o mohlo viest k nedostatocnému kontaktu
s aktivnymi mikrobicidnymi latkami. Vysoku hustotu nebolo mozné odcitat’ na
ploche Petriho misiek o priemere 9,5 cm. Kontaminacia tak vysokou koncentra-
ciou mikroorganizmov na jednotku plochy sa v redlnom pouZzivani ani nepred-
poklada.

Standardné testovacie metddy poZaduju testovanie na baktériach Esche-
richi coli, ako referenéného zastupcu G- baktérii a Staphylococus aureus, ako
zastupcu G+ baktérii. My sme pre lepSie zrovnanie Struktury a u€inku v dvoch
metddach zvolili testovanie so Pseudomonas aeruginosa, Bacilus subtilis a ako
zastupcu zcela odliSnych eukaryotickych mikroorganizmov Candida albicans.

Potreba ucinnosti u Staphylococcus aureus je odévodnena aj ¢oraz Cas-
tejSim vyskytom MRSA (methicilin-resistant S. aureus), pre ktory uz v 90-tych
rokoch Blumberg popisal aj rychly vyvoj rezistencie na ciprofloxacin. (BLUM-
BERG, H. M. et al., 1991). P. aeruginosa si vyziadala nasSu pozornost’ aj dévo-

du., Ze Coraz CastejSie tvori tzv. MDRP kmene (multidrug-resistant Pseudmo-
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nonas aeruginosa). MDRP sa stava rozSirenym pévodcom nozokomialnych in-
fekcii najma v klimatizovanych priestoroch nemocnic s ¢astym uzivanim karba-
penémov. (CAO, B. et al 2004). Mikroorganizmy rodu Bacilus so svojou schop-
nostou tvorit spory, patria medzi najCastejSie kontaminanty vzduchu, povrchov,
kultivaénych pdd, ¢im znehodnocuju laboratérne vysledky a produkciou toxinov
su pévodcami vaznych infekcii. C. albicans bola zvolena pre jej rozli€nu morfo-
logicku Strukturu a jej predpokladané iné spravanie sa na nateroch s AA, ¢o sa
aj potvrdilo (viz Graf 2.5.2.a 3.5.2.).

V metode, kedy sme napred ozarovali sklicka s natermi po dobu troch
hodin eSte pred nanesenim suspenzie, sme zistili dobrd mikrobicidnu vlastnost’
vzhladom na natery neozarované. Predpokladom bolo, Ze sa poCas ozarovania
UV-VIS nanocastice v nateroch dostatoCne aktivuju a vytvoria dostatok agre-
sivnych radikalov. Toto muselo prebehnut zo vzdusnej vihkosti alebo vzdusdné-
ho kysliku (viz r 1.1. az 3.5.). Natery bez ozZarovania znacCne zaostavali
v ucinnosti za natermi vopred ozarovanymi a to pri obidvoch mikroorganizmoch
(viz Tab. 1.1.1.; 1.2.1. a Graf 1.1.2.; 1.2.2.). Vyrazné poklesy nastali po tridsia-
tich minutach, kde u E. coli doSlo dokonca aj u neoziarenych nateroch k sto
percentnému poklesu (viz Tab. 3.1.). Na oziarenych nateroch bol pokles S. au-
reus uz po piatich minutach vacsi nez devatdesiat percent. Nem&zeme vSak
nepripomenut, ze pocCet inokulovanych zarodkov schopnych tvorit kolénie bol
uS. aurea vyssi. Uginnost po ozarovani bola najlep$ia u nateru P-41, avdak
bez ozarovania javil mierne lepSiu aktivitu nater P-55. E. coli ako zastupca G-
baktérii bol omnoho citlivej$i uz od kratkych kontaktnych ¢asov ( viz Graf 1.4.1.
az 1.4.4.). Rozdiel medzi citlivostou sa zmensoval dih§im kontaktnym Casom.
Metddou sme poukazali na to, Zze natery s AA nemusia byt aktivované UV-VIS
Ziarenim celu dobu, kedy este poskytuju efektivnhu antimikrobidlnu ochranu.
Predpokladame teda, Ze su schopné si zachovavat vytvorené mikrobicidne ¢as-
tice na povrchu.

V metdde, kedy sme oZzZarovali natery spolu so suspenziou, sme volili
kratSie Casy kontaktu, lebo sme predpokladali vy$Siu u€innost, ¢o sa aj potvrdi-
lo. Do vyhodnotenia sme museli zahrnut' aj vplyv samotného UV-VIS Ziarenia
a najma preto, lebo sa jednalo o kratku vzdialenost medzi zdrojom a natermi.
Vplyv Ziarenia bol badatefny az pri desiatich minutach, kde mohlo déjst

k vysychaniu vzrastajucou teplotou. NajcitlivejSia voc€i blizkemu UV-VIS Ziareniu
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bola P. aeruginosa (viz Tab. 2.3.1.; Graf 2.3.2.). Pokus s obyC€ajnym sklickom
bol potrebny aj pre vyhodnotenie vysledkov ( viz r 4.2.; kapitolu 4.3.2).

K tejto metdde boli najcitlivejSie E.coli a P.aeruginosa, ktoré preukazovali
vybornu citlivost Kk oZzarovanym povrchom. Ich citlivost bola dobra aj
k neozarovanym povrchom, aj ked bol pokles menej vyrazny (viz Tab. 2.1.1.
a2.3.1. Graf 2.1.2. a2.3.2.). Pri G+ baktériach a C. albicans bol uplny pokles
len na ozarovanych nateroch a to az po desiatich minutach kontaktu. Pokles na
neozarovanych bol len vefmi mierny. Mensi pocet CFU v prvych piatich minu-
tach voci kontrole bol pravdepodobne spésobeny adhéziou mikroorganizmov na
povrch nateru, kedZe bol len velmi mierny alebo ziadny (viz Tab. 2.2.1.; 2.4.1,;
2.5.1. Graf 2.2.2.; 2.4.2., 2.5.2.). Grafy 2.7.1. az 2.7.4. znazorfiuju vyrazne lep-
Siu citlivost’ G- baktérii. C. albicans preukazovala podobnu citlivost ako G+ bak-
térie S.aureus a B. subtilis.

Je potrebné pocitat’ aj so zvySenou teplotou pod zdrojom UV-VIS, ktora
mohla priaznivo ovplyvnit' aj kinetiku destruktivnych reakcii.

Ak by sa tato metdda mala prejavit’ v realnom pouzivani naterovych hmot
s AA, odporuc¢ame Ziarenie zdroja UV-VIS. Toto je najviac pouzitelné pri jedno-
razovej dezinfekcii priestorov.

V metdde, kedy sme nater predozarovali réznu dobu a kontaktna doba
bola rovnaka, sme sa snazili zistit' zavislost' biocidity naterov na dobe predoza-
rovania. Poklesy sa z Casom predoZarovania vyrazne nemenili a pohybovali sa
na podobnej urovni ako v prvom Case (viz Tab. 3.1.1.; 3.2.1.,; 3.3.1.; 3.4.1.
a Grafy 3.1.2.; 3.2.2.; 3.3.2.; 3.4.2).

Vynimku tvoril len pokus s C. albicans, kde bol pokles umerny s dobou
predozarovania ( viz Tab. 3.5.1. a Graf 3.5.2.). Bez predozarovania sa poklesy
ani pri C.albicns vyrazne nemenili. U E. coli a P. aeruginosa boli takmer bez
rozdielu vysoko ucinné obidva predoziarené vzorky naterov pri kazdej kontakt-
nej dobe. Nater P-41 bol po predozarovani ucinnejSi. Bez predoziarenia bol
mierne ucinnejSi nater P-55 (viz Tab. 3.6.1.; 3.6.3.).

G+ baktérie S. aureus a B. subtilis boli podstatne odolnejSie pricom aj
v tomto pripade bol po ozZiareni nater P-41 ucinnejSi avSak bez predoziarenia
bol mierne ucinnejsi nater P-55 (viz Tab. 3.6.2.; 3.6.4.).

Pri testoch s C. albicans sa objavili zaporné Cisla ucinnosti a to hlavne na

predoziarenycn nateroch v prvych kontaktnych ¢asoch v tabulke 3.6.5., €0 moh-
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lo byt désledkom lepSieho dispergovania kvasinkovych buniek vplyvom naterov
s AA. Zrejme doSlo k zabraneniu typickej schopnosti flokulacie kvasiniek.
(JANDEROVA, B., BENDOVA, O. 2000). Faktory, ktoré vyrazne ovplyviiuju flo-
kulaciu ako je teplota, koncentracia i6nov, obsah kysliku a hodnota pH, sa po-
Cas fotokatalytického javu mézu zasadne menit. Je vS8ak mozné, Ze znizena
schopnost flokulacie je spésobena destrukciou mananproteinov.

VSeobecne boli G- mikroorganizmy k naterom s AA citlivejSie. Dévodom
moze byt hrubSia a hustejSia buneCna stena zlozena z peptidoglykanu
s polymérmi kyseliny teichoovej u G+ baktérii. U G- baktérii je vonkajSia mem-
brana fosfolipidovej dvojvrstvy obnaZenejSia bez ochrany peptidoglikanovej
vrstvy a tak nenasytené a polynenasytené mastné kyseliny viazané vo fosfolipi-
doch mézu byt ucCinnejSie atakované vzniknutymi agresivnymi radikalmi
a singletovym kyslikom. A tak po naruSeni bunecnej steny protoplazma osmo-
ticky bobtna prienikom vody, az citoplazmatickd membrana praskne, €o je pre
bunku smrtelné.

C. albicans, ako predstavitel eukariotickych organizmov, bola k oZiare-
nym povrchom naterov po dihSej kontaktnej dobe dobre citliva, ¢o predurcuje
pouzitie naterov s AA aj proti plesniam. Naskytla sa tu vSak otazka toxicity na
vySSie Zivé organizmy, ktoru potreba overit' alebo vyvratit'.

LepSia ucinnosti nateru P-41 aktivovaného UV-VIS Ziarenim v kazdej
z pouzitych metdd, moze byt zapri€inena absorpciou nanocastic oxidu titanici-
tého, ktoré vyvolavaju fotokatalyzu prave v tychto vinovych dizkach. Pri poku-
soch, kde sme sa snazili zamedzit pésobeniu UV-VIS boli velmi ¢asto vzorky
s naterom P-55 podstatne ucinnejSie. Spdésobené to mohlo byt primesou oxidu
zinoCnatého v natere P-55, o malo rozsirit absorbciu pre vyvolanie fotokataly-
zy do oblasti vinovych diZzok denného svetla. Aj ked sme sa snazili robit’ pokusy
v tme, pri manipulacii mohlo déjst k aktivacii beznym viditelnym svetlom. Vylep-
Senim metodiky by tak bolo preverenie rovnakych pokusov aktivaciou dennym
svetlom. Je vSak doblezité zohladnit' priepustnost’ skla okien voci UV Ziareniu.

Pre objektivnejSie vyhodnotenie vysledkov by bolo lepSie zrovnavat
ucinnost’ s natermi bez fotokatalyzujucich nanocastic, avSak takéto natery nam

neboli dodané. Viac by sa tak odzrkadlila adhezivita mikroorganizmov k nateru.

-43 -



Vzhladom na vysoky pocet naterovych hmét s AA vo vyvoji, odporuc¢ame
na zaklade tychto poznatkov metodiku skratit' a priblizit realnym podmienkam

buduceho vyuZitia.
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9 Zaver.
V praci sa podarilo vypracovat metodiku pre vyhodnotenie naterov na

antimikrobialnu aktivitu. V vplyv UV-VIS Ziarenia na ucinnosti sa jednoznacne
preukazal, Co predurCuje pouzivanie spolu s UV zdrojom. AvSak perspektivhe
sa ukazuje aj modifikovanie pre aktivaciu fotokatalytického javu v spektre vidi-
tefnej oblasti Ziarenia. Z prace vyplynula lepSia citlivost G- baktérii, o mbze
predstavovat rieSenie v priestoroch s rizikom vyskytu MDRP. Za pritomnosti UV

Ziarenia predpokladame aj dobru protiplesfiovu aktivitu.
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10 Pouzité skratky.

AA antimikrobialna aktivita

CFU zarodky schopné tvorit’ kolonie (colony forming units)

G- Gram-negativné

G+ Gram-pozitivné

MDRP multidrug-resistant Pseudmononas aeruginasa

MRSA methicilin-resistant Staphylococus aureus

UV-VIS ultrafialové-viditelné spektrum (ultraviolet-visible spectrum)
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