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ABSTRAKT

Antibakterialni vlastnosti tenkych vrstev a biomateriala

Cilem bakalaiské prace bylo navrhnout a realizovat pilotni experiment pro vyhodnoceni
antibakterialnich vlastnosti tenkych vrstev dopovanych stiibrem. Po provedeni pilotniho
experimentu stanovit vhodnou limitni teplotu kultivace pouzité bakterie Micrococcus
luteus a ziskané obrazky vyhodnotit pomoci programu Matlab. V zavéru provést
vyhodnoceni vlastniho experimentu s vyhodnocenim vlivu parametri pouzitych
pfistrojil na vysledky.
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ABSTRACT

Antibacterial Properties of Ag-incorporated Thin Film

The aim of the bachelor thesis was to design and implement a pilot experiment
for evaluation of antibacterial properties of Ag-incorporated thin films. After a pilot
experiment, determine the appropriate temperature limitation of the Micrococcus luteus
bacteria and evaluate the obtained images using Matlab. At the end, | perform
the evaluation of my own experiment with the evaluation of the influence
of the parameters of the used instruments on the results.
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Seznam symboli a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam

m cmH0 Stfedni distenzni tlak po ustaleni piechodového déje
f Hz Frekvence vysokofrekvencnich oscilaci

P 1/s Vykon

U \Y Napéti

Vv m/s Rychlost

L dB Hladina intenzity zvuku

E Ix Intenzita osvétleni

V md Objem

I A Elektricky proud

P W Hustota mikroorganizmu

pH - pH latky

c.fu. - Kolonietvorné jednotky (Colony forming unit)
hm.% % Hmotnostni procenta

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

DLC Uhlik podobny diamantu (Diamond-like carbon)

HA Hydroxyapatit

PC Polykarbonat

PE Polyethylen

PET Polyethylentereftalat

PP Polypropylen

SR Synteticky kaucuk

PVC Polyvinylchlorid

Na.O Oxid sodny

Cao Oxid vapenaty

SiO; Oxid kfemicity

PVD Fyzikalni depozice parou (Physical vapor deposition)

CvD Chemicka depozice parou (Chemical vapor deposition)

PECVD Plazmou vylepSena chemicka depozice parou (Plasma-enhanced chemical
vapor deposition)

TiO; Oxid titani¢ity

PLD Pulzni laserova depozice

HSP Teplotné Sokové proteiny

Mg?* Hofe¢naty kation

Ca? Vépenaty kation

PBP Protein vazajici penicilin (Penicillin binding protein)

UV zéteni Ultrafialové zareni

AC Stiidavy proud (Alternating current)

ID Identifikace

LB LB médium (Lysogeny broth)

MPA Masopeptonovy agar

MPN Stanoveni nejpravdépodobnéj$iho po¢tu mikroorganizmtt (Most propable
number)

MH agar Muelleriv-Hintonlv agar

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
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pokracovani seznamu zkratek

MBK Minimalni baktericidni koncentrace

NaCl Chlorid sodny

1CO; Oxid uhlicity

LAL Limulus-test

ATP Adenozintrifosfat

SEM Skenovaci elektronovy mikroskop

ABU Antibakterialni u¢innost

Ca0/P,0s Pomeér oxidu vapenatého a oxidu fosfore¢ného
KRS Kolonie referen¢ni skupiny

KES Kolonie experimentalni skupiny
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1 Uvod

O materidly, které jsou pro biologické prostiedi snesitelné, se ¢lovek zajimal jiz
od staroveéku, ale az ve dvacatém stoleti byla véda na takové tirovni, aby se jimi mohla
zabyvat detailngji. Uz ve staroveku nekteré kultury mély snahu nahradit tvrdé tkané —
kosti, naptiklad pii poranéni lebky. V dneSni dobé existuje velké mnozstvi ndhrad
Z tzv. biokompatibilnich materiali pouzivanych nejen v mnoha medicinskych oborech
jako chirurgie, zubni chirurgie nebo pii 1é¢bé nékterych kardiovaskularnich chorob,
ale i pti vyrobé¢ a piipravé zdravotnickych nastroju a pomticek [1].

Biokompatibilni materidly se vyznacuji vlastnostmi, které jsou kompatibilni
s zivymi strukturami jako tkéné€, kosti a dal$i. Implantologie se zabyva nahradami
nefunkénich nebo chybéjicich tkani a organd v lidském téle a aplikaci implantatt
samotnych. Jednim z problémt biokompatibilnich materidld je, aby jejich
antibakterialni u¢innost byla dostatecnd, a zaroveil aby tyto materidly nebyly toxické
pro lidské buiikky. Proto se povrchy implantati potahuji tzv. tenkymi vrstvami,
které vylepSuji jejich vlastnosti, jako jsou antibakterialni Gc¢innost, biokompatibilita

a dalsi.

1.1 Prehled sou¢asného stavu

Reseni problematiky biokompatibilnich materialt patii v oblasti medicinskych
aplikaci k velmi dileZitym ukolim a v dneSni dobé se ji zabyvaji védecké tymy
po celém svété. Jako priklady nejrozsitenéjSich materialit vhodnych k piipravé tenkych
vrstev pro potazeni implantati 1ze uvést uhlik podobny diamantu (diamond-like carbon,
DLC), oxid titaniCity a hydroxyapatit (HA). Uvedené materialy jsou vhodné pfedevsim
proto, ze lidské t€lo obecné velmi dobie snasi uhlik [2]. DLC filmy se v biomediciné
uplatnuji pfedevsim tam, kde je vyZadovana nizka bunéc¢na adheze [3]. Hydroxyapatit je
soucasti kostni tkané, zubni skloviny a zuboviny. Vlastnosti hydroxyapatitu mohou byt
zlepseny dopovanim stfibrem, hoi¢ikem, bioaktivnim sklem a dalS§imi. Naptiklad
povrchovd tvrdost hydroxyapatitu je mnohem lepsi, kdyz je HA dopovany
nez nedopovany [4].

Tenké vrstvy lze pfipravit fadou fyzikalnich a chemickych metod. V této praci

se zaméfime na experiment s tenkymi vrstvami pfipravenymi pomoci pulzni laserové
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depozice. Laserovy paprsek o dané energetické hustoté, podle materialu, je soustiedén
do stiibrného terée umisténého ve vakuové depozicni komotfe. Materidl je odebran
Z terCe vyrobeného ze stiibra a slitiny titanu nebo oceli. Substrat je 35 mm od terce a je
udrzovan pii pokojové teploté. Tenké vrstvy jsou pfipraveny V argonové atmosfére

0 daném tlaku [5].

1.2 Cile prace

Cilem této prace je navrh a realizace pilotniho experimentu pro vyhodnoceni
antibakteridlnich vlastnosti tenkych vrstev dopovanych stiibrem se zaméfenim
na modifikované kultiva¢ni podminky testovanych grampozitivnich bakterii, konkrétné
snizené teploty kultivace — testovani zmény vlastnosti bakteridlni kultury a moZnost
vzniku biofilmu. Daéle je cilem prace stanoveni vhodné limitni teploty kultivace pro rist
bakterii s pouzitim laboratorni tfepacky a laboratorniho termostatu pro testovani vzorkd.

Névrh pilotniho experimentu je modifikaci jiz existujicich a stavajicich postupt
pro tuto problematiku ve vyzkumu. Je potfeba nejprve piipravit biologicky material
pro testovani tenkych vrstev, pfipravit tuha a tekutd kultivaéni média, nasledné ziskat
bakterialni kulturu bakterii Micrococcus luteus a sledovat proces kultivace a ristu
bakterii véetn¢ zaznamenavani kultivacnich teplot a sledovat nariist bakterialnich kultur
za zadanych podminek. Pfed zacatkem kultivace bakteridlnich kultur je tfeba zvolit
vhodnou limitni teplotu pro kultivaci bakterialni kultury. Poté vyhodnotit vysledky
sledovani procesu kultivace bakteridlnich kultur a vlivu jednotlivych laboratornich
pfistrojii na tento proces, véetn¢ zaznamenani vysledki pomoci fotodokumentace.
V poslednim kroku z vysledki je tfeba vyhodnotit spravnost a vhodnost stanovené
limitni teploty pro kultivacni proces bakterii a pomoci napsané¢ho skriptu v programu
Matlab vyhodnotit ziskané fotografie narostlych bakterialnich kultur.

Nasledné vyuziti vysledkil této prace je V moznosti porovnani antibakterialni
ucinnosti tenkych vrstev dopovanych stiibrem testovanych s mikroorganizmy E. coli
a B. subtilis, které byly provadény na Fakulté biomedicinského inzenyrstvi Ceského

vysokého uceni technického v Praze pracovni skupinou prof. Jelinka.
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2 Prehled soucasného stavu

2.1 Biokompatibilni materialy

Lidské télo neni dokonalé a je nachylné k infekci. Boj sinfekci zajistuje
lidskému organizmu imunitni systém, ktery je velmi propracovany, ale také
komplikovany. Primarni reakci imunitniho systému lidského téla je odmitnuti a snaha
zniéit jakékoli cizi Castice v organizmu. Tato vlastnost ale brani uplatnéni implantatt
v lidském téle, které se pouzivaji naptiklad pii poskozeni organi nebo pii nahrazeni
chybéjicich ¢asti tela. Je tedy tfeba pouzit takovych materialid, které nebudou lidskému
organizmu, resp. imunitnimu systému, cizi, tj. biokompatibilni materialy.

Biokompatibilita neni jasn¢ definovana, ale obecné lze fici, Ze je to snasenlivost
s zivymi tkdnémi. Biokompatibilni materidly jsou hodnoceny podle snésenlivosti
zivymi tkanémi, povrchové kompatibility (fyzikalni, chemické a biologické)
a strukturalni kompatibility [6]. Také se hodnoti toxicita vici tkanim, alergické reakce
na material a karcinogenni reakce [6] [7]. Tyto materialy musi byt kompatibilni
S zivymi tkdnémi a zaroven nesmi byt toxické pro okolni tkdné€. Tato hranice je tézko
definovatelnd, proto existuje mnoho druhli biokompatibilnich materidld a kazdy je
vhodny k jinému pouziti.

Biomateridly lze rozdé¢lit podle reakce tkané na n¢ na biotolerantni, bioinertni
a bioaktivni. Biotolerantni materidly uvoliuji do tkani latky v koncentracich,
které nejsou pro organizmus toxické. Ptikladem biotolerantniho materialu je
nekorodujici ocel nebo polymethyl-methacrylat. Bioinertni materidly prokazuji
jen minimalni chemické interakce s tkani. Pfikladem bioinertnich materialt oxid hlinity
nebo oxid zirkonicity [8].

V soucasnosti jsou hojné vyuZzivané bioaktivni materialy. Bioaktivni materidly
se vazou na tkan. Na tomto rozhrani bioaktivni materidly vyvolavaji specifickou
biologickou odezvu, jejimz vysledkem je napomahani tvorbé ptirozenych vazeb [9].

DalSim rozdé€lenim biomateridlll je podle jejich struktury na kovy, polymery,

keramiky a kompozitni materialy.

2.1.1 Kovy a slitiny kovii
Kovy jako biomaterialy nachazeji medicinské uplatnéni predevsim v ortopedii
a Vv ortodencii. Zpevnéni, pfipevnéni a spojovani zlomenych kosti Srouby, platy
a dalSimi nastroji je jedno z nejb€znéjSich vyuziti biomateridli v dnesSni dobé&. Jedna
13



se také o nejdéle pouzivané biomaterialy, protoze zlaté struny se nasly uz v zubech
mumii ze starovékého Egypta.

V piipadé¢ ran, které nejsou ohrozujici na zivoté, se pouzivaji kovové svorky.
Jsou nejrychlej$im feSenim a maji za nasledek vice konzistentni 1éCeni ran.

Pti redukei, tedy navraceni kosti do spravné pozice a tvaru, a pii ndpravé
rozdrcené kosti jsou hojné vyuzivany kovové Srouby. Platy a intramedularni Srouby jsou
vkladany do dlouhych kosti. Platy jsou pouzivany ve spojeni se Srouby. Pro tyto
nastroje v ortopedii se pouziva vétSinou nekorodujici ocel s pfimési chromu a niklu,
popiipad¢ je pouzivan jako legujici prvek titan. Je tieba ale davat pozor na to,
aby kontaktni platy a Srouby nemély odlisné primé&si oceli, jinak by dochazelo k tvorbé
elektrochemického ¢lanku, ktery by urychlil korozi. [8]

Ptikladem kovi vyuZivanych v implantologii je uz od praddvna zlato,
které naSlo uplatnéni predev§im v ortodencii. DalSim piikladem je oxid zirkonia,
ktery je hojné¢ vyuzivan jako kloubni nahrada, protoze je velmi biokompatibilni
a nékteré z jeho mechanickych vlastnosti jsou lepsi nez vlastnosti aluminiové keramiky
a muze tak byt pouzit i pro velky implantat, napf. stehenni kosti. [10]

Casto zastoupenym biomateridlem-kovem je titan a slitiny titanu jako Ti6A14V
nebo slitiny s niobem, tantalem a zirkoniem. Titan je vhodny zejména pro svou
minimalni nebo zadnou interakci s tkani. Diky aplikaci oxidu titani¢itého na povrch
kloubniho implantatu je mozné urychlit tvorbu funkéniho rozhrani kost-implantat,
tj. zvysit osteointegraci a zkratit dobu vhojovani do kosti. [11]

Ve zdravotnictvi nejsou vSak slitiny titanu s niobem, tantalem a zirkoniem zatim
dostupné, piestoze maji mnohem lepsi vlastnosti nez Cisty titan [12]. Jejich dostupnosti

brani nedostate¢ny vyzkum tzv.  slitin titanu [13].

2.1.2 Polymery

Polymery maji mezi biomateridly nejvétsi zastoupeni a nasly své uplatnéni jako
cévni implantaty a diky objevu polyvinylchloridu, teflonu a poréznimu teflonu bylo
umoznéno vytvorit vnitini sténu implantdtu, tj. neointimu, kterd predchazi krevni
koagulaci uvnitt implantatu.

Polymery miizeme rozdélit na pfirodni a syntetické. Ptirodni polymery jsou
ziskavany z rostlin a fadime mezi né naptiklad celul6zu, pfirodni kaucuk a Skrob. Déle
mezi ptirodni polymery fadime polymery vyskytujici se u zvirat jako kolagen, chitin,
elastin, keratin a dalsi.
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Syntetické polymery pouzivané bézné¢ jako biomaterialy jsou polykarbonat (PC),
polyethylen (PE), polyethylentereftalat (PET), polypropylen (PP), synteticky kaucuk
(SR), polyvinylchlorid (PVC) a dalsi.

Polymery maji rtizné slozeni a odlisné fyzikéalni a chemické vlastnosti a diky
tomu mohou byt vyrabény v rtiznych formach, tvarech a strukturdch. Diky velkému
mnozstvi polymerti je mozné vybirat specifické polymery pro dané biomedicinské
aplikace. Vlastnosti polymert =zavisi na takticité, tj. postrannim uspofadanim
substituentd v makromolekule [14], molekularni hmotnosti, krystalinit¢ a dalSich
charakteristikéch.

Jendou z nevyhod polymert jsou jejich pomérné slabé mechanické vlastnosti
V porovnani s ostatnimi biomateridly jako kovy nebo keramika. Tyto nedostatky lze
vykompenzovat syntézami kompoziti zaloZzenych na polymerech.

Piikladem polymert je polyethylen, ktery je pouzivan jako material pro dreny
a katétry. Vyznacuje se neobvykle dobrymi mechanickymi vlastnostmi (pevnost
a ohebnost). DalSim z polymert je polypropylen. Polypropylen je velmi tuhy a ma
dobrou tahovou pevnost. Bé€zné je pouzivan pii potiebé syntetickych a nevstiebatelnych
stehl. Pouziva se pii kyle a prolapsi vV panevni oblasti. Velmi zndamym polymerem
je polyvinylchlorid, pouzivanym hlavné¢ pro vyrobu hadi¢ek slouzicich naptiklad
ke krevni transfuzi, dialyze a krevnim zasobnikim. Cisty PVC je tvrdy a kiehky.
K vylepseni jeho vlastnosti se syntetizuje se zmeékcovadly (nejbéznéji s ftalaty). [8]

Ve tkanovém inZenyrstvi nasly skvélé uplatnéni odbouratelné polymery a vedly

k vynalezu skeletu, na kterém muizou rast bunécné kultury ¢i tkang.

2.1.3 Kompozitni materialy

Kompozitni materidly jsou sloZeny ze dvou a vice odlisSnych konstrukcénich
materialil nebo slozek. Prvni sloZkou je ve vétSin€ piipadl matrice, tj. zakladni hmota,
a dal$imi slozkami byvaji zpeviujici vlakna [15]. Dilezitou vlastnosti kompozitniho
biomateridlu je, Ze kazdd ze slozek je biokompatibilni a povrch mezi sloZkami
se neméni v kontaktu s pfiléhajicimi tkanémi.

Ptirodni kompozity maji casto hierarchickou strukturu poréznich castic.
Mezi ptirozené biologické kompozity patii plice, spongiozni kost nebo dievo.

Kontrolovanou syntézou kompozitnich materidli lze ziskat Sirokou Skélu
vlastnosti danych kompozitii. Vlastnosti jsou dané pifimési materidlu a objemového

podilu slozek.
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Hlavnimi tvary pfimési jsou castice, vlakna a krevni desticky, resp. lamina.
Ptimési se mohou lisit tvarem a velikosti. Dale se také rozliSuje ve struktuie kompozitu
nahodnost a preferovana orientace pfimési a dilezitym faktorem pii vyplni kompozita
je stupen piilnavosti materiald k zakladni hmoté. [10]

Pro biomedicinskou aplikaci se z kompozitnich materiald pouzivaji kompozity
pro zubni vyplné, kostni casti, uhlikovad vldkna, polyethylen s extrémné vysokou
molekulovou hmotnosti (UHMWPE), resp. vyztuzeny kostni cement, a porézni povrch
ortopedickych implantati. K docileni vétsi pevnosti a tuhosti pryze je pryz obvykle
plnéna velmi jemnou ¢asti kiemiku nebo sazi.

Nanocasticové kompozity (primér < 100 nm) v dne$ni dob¢ nalézaji stale vetsi

uplatnéni. Pouzivaji se naptiklad jako vyztuha mé&kkych i tvrdych tkani. [10]

2.1.4 Keramika a sklo

Keramika, sklo a sklokeramika jsou Siroce uzivany jako biomaterialy v medicing
hlavn¢ kvuli jejich nekorozivnosti a porovitosti, ktera vyrazné¢ zvySuje a prohlubuje
pnuti. Pravé na porovitosti zavisi pevnost keramiky a skla. Jejich nevyhodou je ale mala
pevnost vtahu a kiehkost. Tuto vlastnost Ize wvylepsit povrchovou kompresi,
napf. iontovou vymeénou, krystalizaci povrchu nebo kalenim.

I pfes vynikajici kompatibilitu s tkdni nejsou keramika a sklo tak casto
vyuZzivany jako implantaty, protoZe je velmi obtizné predvidat selhani pevnosti. Mohou
se pouzit namista svysokou zatézi, ale jen za predpokladu spravné metody
pfedpovidani selhani pevnosti a je tieba, aby se implantat vyhnul stresovym podminkdm
v tahu. [10]

Keramické materialy mizeme rozdé€lit na zakladé€ jejich vlastnosti na bioinertni
keramiku a na bioaktivni keramiku. Bioaktivni keramiku lze dale rozdélit
na vstiebatelnou a nevstiebatelnou. Tyto keramické materidly jsou vyrdbény rliznymi
zpusoby a v ruznych formach od poérovitych az po husté. [8]

Bioinertni keramika se nevyznacuje Z&dnou toxicitou a minimdlni interakci
s okolni tkani, kviili ¢emuz byl tento typ keramiky vyvijen. Vysoka hustota a velka
porovitost oxidu hlinitého, jako jednoho z ptikladl bioinertni keramiky, je vyuzivana
pro kycelni kloubni nahrady kvili castému opotiebeni a nutnosti velké nosnosti
kycelniho kloubu. Téchto vlastnosti se vyuziva i ve stomatologii. Bioinertni keramika
ma dobrou biokompatibilitu, vynikajici odolnost viac¢i korozi, velkou pevnost,

vyjimecnou odolnost proti opotiebeni a velmi maly koeficient tfeni.
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DalSim piikladem bézn€ pouzivané bioinertni keramiky pro kloubni hlavici
kycelniho kloubu je oxid zirkonia.

Ostatni oxidy a bioinertni keramiky zalozené na uhliku nebo kfemiku (uhlikova
vlakna, uhlik podobny diamantu) jsou také pouzivany v ortopedii a jako stomatologické
implantaty.

Specialni kategorii mezi keramickymi biomaterialy zaujima tzv. biosklo. Tento
materidl s charakteristickymi vlastnostmi ma specifické slozeni — vysoky obsah Na>O
a CaO (> 40 hm.%), nizky obsah SiO2 (< 60 hm.%) a velky pomér CaO/P20s. Biosklo
muzeme podle Henche rozdélit na dvé t¥idy. Ttida A ma vlastnosti osteokondukce
I osteoprodukce, zatimco tiida B pouze osteokondukce. V této oblasti neustale probihaji
vyzkumy a vyviji se dal$i a dalsi typy bioskla.

Z dalSich materidli na bdzi keramiky a skla, které nalezly své uplatnéni
V kloubnich nédhradach, je sklokeramika. Je pouzivana jako nosny material v mistech
tlakového zatizeni, napt. jako obratlova nahrada.

Fosfore¢nan vapenaty je vyznamna slozka kostni tkdné a syntetické keramiky
zalozené na fosforeCnanu vépenatém, jako napiiklad hydroxyapatit, jsou casto
vyuzivany v biomedicin€. Jsou vSak limitovany svymi mechanickymi vlastnostmi
proti nosnému zatizeni. Pouzivaji se proto jako povlaky na kovové a dalsi keramické

implantaty. [8]

2.2 Tenké vrstvy

Implantaty bez povrchovych uprav, pokud jsou implantovany do lidského
organizmu, mohou vyvolat reakce stkanémi téla. Z diivodu interakci povrchovych
vrstev implantat s okolnim prostfedim, tj. tkdinémi, je snaha implantaty potahovat
tzv. tenkymi vrstvami, které¢ maji za kol zabranit pravé témto neZzadoucim interakcim.
Tenké vrstvy jsou dvoudimenzionalni objekty s tietim rozmérem (tloustkou) — velmi
malym, pfiblizn€ 1 pm az 1 nm. Tenké vrstvy modifikuji povrch, na ktery jsou
povlakovany. Depozice tenkych vrstev muze byt fyzikalni, kam patii metoda PVD
(= physical vapor deposition), nebo chemické, kam spadaji metody CVD (= chemical
vapor deposition) a PECVD (= plasma-enhanced chemical vapor deposition). Fyzikalni
depozice dale délime na napafovani, naprasovani, iontové platovani, plazmovy nastiik
a laserovou depozici, ktera byla pouzita na pfipravu tenkych vrstev, které jsem pouzila

Ve svém experimentu.
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Tenké vrstvy jsou vytvareny predevSim proto, aby nedochazelo k tvorbé
bakteridlniho biofilmu na povrchu implantati a je snaha se co nejvice pfiblizit slozeni
téla. Mezi biokompatibilni tenké vrstvy patii tenké vrstvy s obsahem titanu, konkrétné
titanu Ti6Al4V nebo oxidem titanic¢itym (TiO2), obsahem stiibra a dalSich prvkua [16]
[17]. Sledovanym parametrem tenkych vrstev je morfologie jejich povrchu, kterou je
mozné studovat naptiklad pomoci elektronové skenovaci mikroskopie (SEM)
a mikroskopie atomarnich sil (AFM). RozliSujeme tenké vrstvy s amorfnim povrchem

a vrstvy krystalické, polykrystalické az monokrystalické.

2.2.1 Pulzni laserova depozice

Pulzni laserova depozice (PLD) je laserova depozice tenkych vrstev. Princip
spoc¢iva ve fokusovaném laserovém paprsku, ktery dopada na ter¢. Vysoka hustota
zateni material pfevede z pevného stavu na plazmovy oblacek, ktery poté kondenzuje
na podlozce umisténé nad terem. Zakladni experimentalni uspotfadani pro laserovou
depozici tenkych vrstev se sklada zvakuové depozicni komory, drzaku podlozek
umoznujicich ohfev podlozek a pfesné méieni teploty, materidlu tere a laseru

(viz obr. 2.1).

\§ : h | |Plasmovy obladek
N\ 2\ ‘ '
Laser hwy svazek D Tert
KPemanné Eolka \\ / Vakuovéa komora z<]/
Vakuova mérka Vakuoveé cermpani

Obr. 2.1: Princip pulzni laserové depozice [16]

Existuji depozi¢ni parametry ovliviiujici rust, tloustku, plochu a kvalitu
deponovanych vrstev, které délime na parametry laseru, interakce laserového zateni
s terCem, interakce plasmového plumu s plynnym prostfedim a s podlozkou, parametry
podlozky a rezim ristu vrstvy (viz tabulka 2.1). [17]

Vyhodami PLD jsou stechiometrickd depozice 1 vicesloZkovych materiald,
coz v praxi znamena aplikaci materialti, které obsahuji vice slozek a tenka vrstva tak
muze mit diky tomu lepsi vlastnosti; vysoka rychlost depozice, laser je umistén vné

vakuové komory a dochazi tak pouze k mistnimu ohfati; jednoduchost této metody,
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relativné nizka cena systému, mald spotfeba materidlu, mozZnost vytvareni vrstev
a multivrstevnych struktur riznych a viceslozkovych materiali a v PLD procesu
dochazi krychlému a cistému lokalnimu ohievu povrchu tere, coz minimalizuje
kontaminaci vytvareni vrstev. Problémem je homogenni pokryti velké plochy z divodu
uzkého uhlového rozlozeni Castic emitovanych z terée a mozné znehodnoceni povrchu
deponované vrstvy ptitomnosti kuli¢ek materialu.

Tabulka 2.1: Depozi¢ni parametry ovliviiujici deponované vrstvy [17]

Kategorie Depozi¢nich parametri Depozi¢ni parametry
Vinova délka
Parametry laseru délka impulsu

opakovaci frekvence ovliviujici nukleaci
hustota vykonu laserového svazku
velikost laserového svazku
materidlové vlastnosti terce
velikost laserového svazku
Interakce plasmového plumu s plynnym tlak a vybér plynu v depozi¢ni komote
prostifedim a s podlozkou vzdalenost ter¢-podlozka
miizkové parametry
tepelnd vodivost

Interakce laserového zafeni s teréem

Parametry podlozky koeficient tepelné roztaznosti
teplota podlozky
depoziéni rychlost
Rezim rlstu vrstvy frekvence opakovani pulst

tloust’ka vrstvy

PLD je mozné také pouzit jako hybridni systém naptiklad s magnetronovym
naprasovanim a radiofrekven¢nimi vyboji. Koncentrace stiibra byla v rozmezi od 0 at%
az po 9,34 at% pro Ag-DLC. Obsah kysliku se pohyboval v rozmezi asi od 5 at%
do 8 at% Vv navaznosti na zvySujici se obsah stiibra. Obsah stiibra byl zvolen s ohledem

na piedchozi zkuSenosti tymu prof. Jelinka s vrstvami dopovanymi stiibrem. [4] [5]

2.3 Bakterie a jejich prostiedi

2.3.1 Bakterialni infekce

Infekce obecn¢, neboli ndkaza, je prinik choroboplodného zarodku
(napf. bakterie, viru, parazita aj.) do lidského organizmu, zplsobi reakci lidského téla
VvV zavislosti na imunitnim systému. Bakterie jsou na Zemi 3,5 miliardy let
a Vv soucasnosti tvofi nejhojnéjsi formu zivota na Zemi. I diky tomu patii bakteridlni
infekce mezi nejcastéjsi pri¢inu onemocnéni na svété, a piestoze se jedna o velmi malé
a nenapadné organizmy, dokazi zpusobit velké zdravotni problémy. [18] [19]
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Pfirozen¢ se bakterie v lidském téle nevyskytuji ve svalech, mozku, krvi,
a vnitfnich orgénech. Naopak bézné¢ je muzeme najit na kizi, na sliznicich
gastrointestinalniho  traktu, pochvy, nosu, nosohltanu a spojivky v ocich,
kde se vyskytuji ve formé bakterialniho mikrobiomu. Koexistenci bakterii v lidském
téle mizeme rozdélit na Ctyii zékladni kategorie — symbionty, komenzaly, saprofyty
a patogenni mikroorganizmy.

Symbiotické bakterie ¢lovéku prospivaji a bakterie z tohoto vztahu profituji.
Tento mikrobiom chrani organizmus pied patogeny, ma vyznam pro aktivitu a vyvoj
imunitniho systému, pfedev§im v prvnich mésicich zivota a podili se také na tvorbé
nutricnich faktorti, konkrétné na tvorbé vitaminu K. Komenzalové maji ze souziti
potravni prospéch a hostitele nijak neovliviiuji. Piikladem takové bakterie je
Escherischia coli v tlustém stfevé u savcl. Treti kategorii tvoii saprofyti, ktefi se také
mohou vyskytovat v lidském téle. Tyto mikroorganizmy na sebe s lidskym télem
vzijemné neptisobi. Zivi se zplodinami bunék organizmu [20]. Posledni kategorii jsou
patogeny. Patogeny jsou mikroorganizmy Skodici lidskému télu pfimo nebo produkci
toxickych latek. Jednim z nejbéznéjSich patogenli v lidském téle je Streptococcus
pyogenes, ktery je bakterialnim ptivodcem anginy. [21] [22]

Bakterialni infekce je velmi bézna, protoze se bakterie vyskytuji témét vsude.
Cely proces bakterialni nédkazy lze rozdé¢lit do né€kolika krokd. Kazdy krok rozhoduje
0 tom, zda k nakaze dojde ¢i nikoli, ptipadné jak se projevi ¢i jaké budou nasledky.

Déle muzeme bakterie obecné dle patogenity pro ¢lovéka rozdé€lit na bakterie,
které onemocnéni zpisobi vzdy a na ty, které onemocnéni bézné nezptsobuji. Do prvni
skupiny fadime napiiklad patogenni bakterie Mycobacterium tuberculosis a Yersinia
pestis apod. Do druhé skupiny zafazujeme bakterie, které jsou soucasti mikroflory
lidského organismu jako Escherischia coli, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes aj. V piipadé bakterii z druhé skupiny dochazi k infekci, pokud je lidsky
organizmus oslaben nebo se bakterie dostanou z prostiedi vyskytu casti organizmu,
kde se vyskytuji, napf. stieva, do soustavy vyluCovaci, konkrétné¢ mocovych cest.

Dtlezitym faktorem ovliviiujicim vznik bakteridlni ndkazy je odolnost bakterii
vluci prostfedi. Méné odolné bakterie na pfenos se proto piendSeji jen pohlavnim
stykem, kdy je kontakt nejtésnéjsi. O néco odolnéjsi bakterie jsou schopné piezit pfenos
vzduchem, dotekem ¢i jidlem. Existuji vSak i zastupci bakterii, ktefi jsou schopni
v ur¢itém prostiedi prezit cela staleti, jako ptivodce tetanu Clostridium tetani [23]. Dalsi

skupinou jsou bakterie, které jsou prenaSeny cClenovci jako komdr, klisté¢ a dalsi.
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V tomto piipade se bakterie do téla dostavaji nejcastéji kizi nebo jesté 1épe poranénou
ktzi, dale nosni sliznici, sliznici hltanu, uchem, okem ¢i pohlavnimi orgédny. Obecn¢ lze
tedy fici, Ze se bakterie dostavaji do téla obvykle v oblastech, které jsou v kontaktu
se zevnim prostiedim.

Bakterie jsou casto tkanove specifické. Jako piiklad je mozné uvést chlamydie,
jejichz vstupni branou do téla je vétSinou mocova trubice nebo spojivka. Bakterie maji
Ctyfi zakladni mechanizmy bakteridlni patogenity — invazivita, toxicita, stimulace
zanétlivé reakce a indukce imunopatologickych reakci (tj. indukce reakci analogickych
fyziologickym reakcim lidského organizmu, které jsou plivodné pouzivany k eliminaci
patogenu v téle, ale za urCitych okolnosti vedou k poskozeni vlastnich tkani) [24].
Pfi invazi bakterie jsou schopny kolonizovat tkané diky produkei extracelularnich
substanci, které usnadiiuji invazi. Jsou také schopny ochrany pifed defenzivnimi
mechanizmy hostitele. Skupina bakterii, které pouzivaji mechanizmus toxicity, jsou
schopné produkovat exotoxiny, tedy exogenni latky toxické pro hostitele,
nebo endotoxiny, tedy endogenni latky uvoliované pti rozpad bakterii nebo v malém
mnozstvi aktivné béhem Zivota bakterie. Velkym problémem tohoto mechanizmu je,
ze toxiny mohou byt pfepravovany krvi nebo lymfou do vzdalenych mist a piisobit tam.
Pfi stimulaci zanétlivych reakci bakterie podporuji a rozvijeji zanét ve tkéani
a komplikuji tak jeho lécbu.

Uspé&snost priniku bakterii do lidského organizmu zavisi na momentalnim stavu
imunitniho systému organizmu. Fyziologicky se obranny systém aktivuje ihned
po vniknuti do t€la a zahajuje obranné mechanizmy potiebné k boji s patogenem.
Jak se bude vyvijet boj s patogenem, zalezi na stavu organizmu, protoze pokud je
organizmus Vv dobrém stavu, k projeveni ptiznakti nemusi vibec dojit. Pokud oviem
organizmus neni v dobré kondici nebo se s danym onemocnénim jeSté nesetkal,
vytvofeni obrannych mechanizmi trva del$i dobu v zéavislosti na typu patogenu
apriznaky zanétu se projevi naplno. Pfiznaky mohou byt lehké, ale nemusi.
Do bakteridlnich onemocnéni patii i néktera smrtelnd onemocnéni jako naptiklad mor.

Prevenci bakterialnich onemocnéni je vyhybat se setkani s patogenem, ale jak
bylo feceno vyse, bakterie jsou témet vSude, a tak se miizeme vyhybat pouze prostfedim
svysSi koncentraci patogeni, nez je obvyklé. Dale je dualezit¢ posilovat
obranyschopnost organizmu, popiipadé se nechat oCkovat proti n€kterym bakteriim,
proti kterym ockovani existuje. V dnesni dobé mame k dispozici o¢kovani proti béznym
onemocnénim, jako je infekce bakterii Haemophilus influenzae b. V Ceské republice je
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zaveden systém  preventivniho ockovani  proti nebezpeCnym = chorobam,
které v minulosti byly velmi rozSifené, a dnes jsou na nasem uzemi diky
systematickému ocCkovani téméf vymyceny. Zastupcem téchto onemocnéni je zaskrt,
tetanus a Cerny kasel [25]. Dale existuji dobrovolna ockovani, kterymi miZzeme posilit
svou obranyschopnost, a zabranit tak bakterialni infekci v nasem organizmu. Mezi tato
onemocnéni, proti kterym se Ize dobrovolné nechat ockovat, patfi napiiklad
pneumokokova infekce. Jednim z dalSich opatieni proti bakterialni infekci jsou
specidlni natérové hmoty s Casticemi stiibra nebo oxidu titani¢itého, které vykazuji
antibakterialni u¢inky. Pouzivaji se v mistnostech, kde se vyskytuje vétsi mnozstvi lidi
aje tam vétsi riziko nakazy, jako détské Skolky, popft. potfeba sterilniho prostiedi,
jako nemocnice a dal$i zdravotnicka zafizeni. Piikladem muze byt interiérova malba
THERMOWELL s antialergenni a bakterialni odolnosti a odolnosti vuci plisnim [32].
Ve zdravotnictvi se také pfi stavbé nebo renovaci mistnosti nepouzivaji ostré rohy,
ale rohy sradiem, aby se zabranilo patogennim organizmum zdrZovat se v ostrych

rozich, které jsou Spatné dostupné pfi ¢isténi a uklidu.

2.3.2 Volné bakterie

RozliSujeme dvé formy mikrobidlniho rastu. Prvni formou je forma planktonicka
a druhou formu oznacujeme jako tzv. bakterialni biofilm.

Mikrobialni rist v planktonické formé jsou navzdjem izolované mikrobidlni
buniky, které se voln¢ vznasSeji v tekutém prostiedi. Planktonicka forma je velmi bézna
Vv laboratornim prostiedi. Naopak v pfirozeném prostiedi je pomérné vzacna.

Mikrobialni buniky v planktonické formé se mohou vyskytovat v této forme
trvale nebo jsou pfitahovani k povrchu ¢i rozhrani fazi, tj. atrakce, a podileji
se na tvorbé bakterialniho biofilmu. Proces atrakce je ndpadny napiiklad u pohyblivych
bakterii s bi¢iky. [26]

2.3.3 Bakterialni biofilm

Bakteridlni biofilm je mikrobidlni spoleCenstvi nevratné ptichycenych bunck
k podlozce nebo k okolnim bunkam, usazenych v polymerni mimobunééné hmoté,
kterou samy produkuji, a maji zménény fenotyp [27].

Mechanismus vzniku bakterialniho biofilmu zacina inicialnim pfilnutim bakterii
k povrchu (viz obr.2.2) pomoci adhezini. Adheziny jsou bilkoviny aktivni

Vv patogenezi, resp. antigeny umoznujici invazi, lokalizaci bakterii do endozomu a jeho
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nasledné rozruseni, Sifeni bakterii na dal§i bunky a dal$i regula¢ni mechanismy.
Po pfilnuti zméni adheziny své chovani a fenotyp. Za¢nou produkovat velké mnozstvi
lepivého polysacharidu podobného Skrobu. Z polysacharidu se zacne vytvaret hlenova
matrice, ktera je pro bunky vostinovym lesenim (viz obr. 2.3) a drzi je pohromadé.
Zaroven se builkky ve vostinovém leSeni mnozi, tvoii se tak mikrokolonie a splet’
kanalkti. Bunky v kolonii zraji ve dvou stadiich a pak se na urcity impulz odlucuji,
pfechazeji do planktonického stavu, odplouvaji a mohou kolonizovat dal§i casti

povrchu. [27]

Obr. 2.2: Faze vzniku biofilmu [28]
Bakteridlni biofilm neni homogenni. Skladé4 se z hlukt bunék, které tvoii rizné
bakteridlni druhy, a cetnych dutin propojenych kandlky. Tloustka bakteridlniho
biofilmu je v ¢ase rizna — od nékolika pm do stovky pum v zavislosti na dostupnosti

Zivin.

B

Obr. 2.3: Schéma konstrukce sendvice s vostinovym jadrem [29]
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Tvorba bakteridlniho biofilmu a vlastnosti bun¢k jsou dulezitou studovanou
problematikou pfi patogenezi nékterych infekénich onemocnéni. Vyznamnou roli hraje
u infekci, kdy se patogenni bakterie usadi na sliznici nebo uvnitt tkané. Piikladem je
nejdéle znamy bakterialni biofilm — zubni plak, ktery vznika piirozené. Je odstranitelny,
ale vznika znovu. Dal§im typickym ptikladem je endokarditida neboli srde¢ni zanét
zpusobeny bakteriemi. Biofilm se vytvaii na srde¢nich chlopnich a toto onemocnéni
se velmi Spatné 1€¢i. Mezi dalsi Casté infekéni onemocnéni patii zancty v dutin€ ustni.

Bakterie tvofi biofilm velmi cCasto také na implantatech a zdravotnickych
zafizeni zavedenych do télnich tekutin a tkani. Pokud je bakteridlni biofilm objemny,
mohou se jeho ¢asti odtrhnout a zpusobit dal§i zanéty v téle. Bakterie tvoii biofilm
i na mistech, kde je téleso zcela izolovano od vnéjsiho prostiedi, naptiklad na kovovych
kloubnich ndhradach. U téchto kovovych kloubnich ndhrad je nutné, aby byly
povlakovany tenkymi vrstvami s antibakteridlnimi ucinky a nedochazelo tak
k bakterialni infekci.

Bakteridlni biofilm je nejCastéji tvofen bakteriemi ze skupiny stafylokoki,
pseudomonaz, bakterii Escherischia coli a nékdy bakteriemi ze skupiny streptokoki
nebo aktinomycet.

Do dnesni doby neni znama spolehlivd metoda tiplného odstranéni bakterialniho
biofilmu. Buniky biofilmu jsou velmi rezistentni k antimikrobnim latkdm a dezinfekcim.
Jejich rezistence je aZ tisickrat vétsi nez rezistence planktonickych bunék, coz znamena,
Zze nestaCi ani vysoké davky antibiotik k vyléCeni. Problém tak vysoké rezistence
spociva ve fenotypovém podminéni a ne genetickém. Pokud se pokusime znicit
bakterialni biofilm pomoci antibiotik, muzeme pouzit Sirokospektra antibiotika,
ale nelze pokryt vSechny druhy bakterii a také nemame k dispozici takova antibiotika,
ktera by pokryla i vSechny fenotypy jednoho druhu bakterie. Proto je velmi naro¢né
bakteridlni biofilm jakkoli zni¢it. Z tohoto divodu jsou v souCasné dobé neustale
vyvijeny tzv. tenké vrstvy, kterymi se napt. implantaty povlakuji. Tyto tenké vrstvy jsou
vytvateny tak, aby zabranily vzniku bakteridlnimu biofilmu v okolnim prostfedi
implantatu. Antibakteridlnich G¢inkl tenkych vrstev se dosahuje pomoci ¢éstic stiibra
a oxidu titani¢itého obsaZenych v tenkych vrstvach, které disponuji antibakteridlnimi

ucinky.
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2.3.4 Vliv teploty na kultivaci bakterii

Rychlost rozmnozovani mikroorganizmii ovliviiuje nékolik faktort. Jednim
z hlavnich faktori je teplota vnéjsiho prostedi. Kazdy mikroorganizmus ma tfi zékladni
body teploty vn&jSiho prostiedi, které znatelné¢ ovliviiuji rychlost rozmnozovani.
Minimalni teplota je teplota vné&jSiho prostiedi, pfi niz se dany druh mikroorganizmu
rozmnozuje jeSté zjistitelnou rychlosti. Pfi optimalni teploté se mikroorganizmus
rozmnozuje nejveétsi rychlosti a maximalni teplota je nejvyssi teplota vnéjSiho prostiedi,
pfi které je mikroorganizmus schopny se jest¢ rozmnozovat. Optimdlni teplota
pro rozmnozovani se ale ne vzdy shoduje s optimalni teplotou pro ostatni zivotni
procesy buiiky.

Stanovit minimalni teplotu je zna¢né obtizné, protoze s klesajici teplotou klesa
postupné i rychlost rozmnozovani mikroorganizmi. Ztohoto divodu je obtizné
minimalni teplotu vnéjsiho prostfedi pro rozmnozovani urcit. Zatimco teplota optimalni
je v priméru asi o 30 °C vyssi neZ teplota minimalni, maximalni teplota je jen o 5-10 °C
niz8i nez optimalni teplota. Z toho lze jednoduSe odvodit, ze pfi piekroc¢eni optimalni
teploty prudce klesa rychlost rozmnozovani mikroorganizmu (viz obr. 2.4), a to
z duvodu denaturace nékterych enzymi potiebnych k ristu mikroorganizmu. Pokud je
zvySeni teploty malé, denaturace je reverzibilni. Pokud vSak dojde k vétSimu ristu
teploty, denaturace je ireverzibilni. Dal$im zvySenim teploty dojde k usmrceni bunék.

Pokud kratkodobé zvySime teplotu nad maximalni teplotu, vyvolame
tim teplotni Sok, ktery zpusobuje ruzné vykyvy metabolismu
v mikroorganizmu. Pfitomto d&ji se syntetizuji tzv. teplotné Sokové proteiny (HSP),
které fadime mezi tzv. stresové proteiny. Témito proteiny mikroorganizmus rozpoznava
anomalni proteiny, které se tvofi ve stresu, a zajist'uje jejich rychlé odbourdvani.

Vyse uvedené zdkladni teplotni body riznych mikroorganizmli se znacné lisi.
Pro n¢které¢ je to 20 °C, pro jiné 55 °C. Dlvodem téchto rozdili je adaptace
mikroorganizmi, kterd byla umoznéna ptirozenou selekci nejrychleji se rozmnozujicich
jedinct v ur¢itém prostfedi. Minimalni teplotu ristu urcuje enzym, jehoZ aktivita je
nejcitlivéj§i na nizké teploty. V teplotnim rozmezi minimalni a optimalni teploty
se zvySuje rychlost vSech procestt v bunce, vcetné¢ rychlosti rozmnozovani,
se vzrustajici teplotou. VIiv denaturacnich procest se za¢ina uplatilovat jiz pfi teplotach
blizicich se optimalni teploté€ a pii maximalni teploté ristu je vliv denaturacnich procesti
diky vysokym teplotdm tak velky, ze rist buiikky se zastavuje. Obecné lze fici,

Ze U prokaryotnich mikroorganizmi je maximalni teplota vyss$i (obvykle 45-70 °C)
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nez U eukaryotnich mikroorganizmti, kde se hodnoty maximalni teploty pohybuji

kolem 38-50 °C. [20]

optimatni

feplgfo

/

maximalni
7 teplota

1

60

Obr. 2.4: Vliv teploty na rychlost rozmnozovani mikroorganizmu [30]
1. Escherischia coli, 2. Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
7 — teplota (°C), I — pocet generaci za hodinu

Zakladni teplotni body mikroorganizmu lze zménit, pokud zménime genetickou
informaci mikroorganizmu. Timto zplGsobem byly vytvofeny mutanty senzitivni
K teploté, tzv. ts-mutanty, které maji vyrazné nizs§i maximalni, popf. i optimalni, teplotu.
Tato genetickd Uprava zplsobuje mnohem vétsi termolabilitu nékterym nezbytnym
enzymum, neZ maji nezmutované kmeny.

Podle vztahu a tolerance k teploté rozliSujeme 3 skupiny mikroorganizmi —
psychrofilni, mezofilni a termofilni. Psychrofilni organizmy mikroorganizmy
se vyznacuji optimalni teplotou nizsi nez 20 °C a dobie rostou pfi teplotach okolo
0-5 °C. Jejich generaéni doba se pohybuje za téchto podminek okolo 48 hodin ¢i méné.
Neékteré mikroorganizmy z této skupiny jsou schopné rist 1 pii -10 °C. Do této skupiny
patii 1 psychrotrofni mikroorganizmy, které se rozmnoZuji celkem rychle pfi teplotach
0-10 °C bez ohledu na jejich optimalni teplotu. K psychrotrofnim mikroorganizmim
fadime bakterie zrodi Pseudomonas, Micrococcus aj. Najdeme je hlavné v pudé
a ve vodé. Zptsobuji rozklad masa, mlé€nych vyrobku a jinych potravin uchovavanych
pifi nizkych teplotach. Druhou skupinou jsou mezofilni mikroorganizmy, které maji
minimalni teplotu vys$si nez 5 °C a optimalni teplotu pod 45 °C. Do této skupiny fadime
vétSinu mikroorganizmi. U bakterii je optimalni teplota kolem 37 °C. Tieti skupinou

jsou termofilni mikroorganizmy, které maji optimalni teplotu rastu 45 °C a vyssi. Jejich
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optimalni teploty jsou rtizné, ale vSechny mikroorganizmy z této skupiny maji spole¢né
to, Ze za téchto teplot maji mimotradné vysokou metabolickou aktivitu vysokou rychlost
rustu. Tento jev je zplsoben odliSnym slozenim bilkovinnych slozek bunéénych
enzymu. [30]

Teploty niz§i nez minimalni teplota riistu preziva vétSina mikroorganizmi
celkem dlouhou dobu. JestliZe jsou intenzivné se rozmnoZzujici buniky nékterych bakterii
vystaveny teplotam blizkym 0 °C (resp. pfeneseny z optimdlni teploty do nizkych
teplot), dochazi u nich k tzv. chladovému Soku. Jeho projevem je ztrata zivotnosti velké
¢asti populace bakterii. Citlivost riznych druhti bakterii k nizkym teplotdm je odlisna.
Nékteré bakterie jsou pomérné rezistentni, nékteré jsou dost citlivé na jakékoli teplotni
vykyvy apo vystaveni takovymto teplotdich dochazi k zaniku az 95 % populace.
U jinych bakterii naproti tomu dochazi k vymirdni bunék, jen pokud jsou vystaveny
témto teplotdm po delsi dobu. Po kratSim vystaveni témto teplotdm se urcita Cast
populace zregeneruje. Bunky podrobené chladovému Soku jsou také citliveéjsi

K nepfiznivym podminkam. [30]

2.3.5 Morfologie povrchovych vrstev bakterie

Z morfologického hlediska bakterie v diagnostice studujeme a urCujeme
pozorovanim obarvenych usmrcenych bakterii. v praxi se hojné vyuZivd Gramova
barveni. To ndm zajiStuje pozorovani a znazornéni tvaru bakterii a jejich charakteru.
Bakterie pfi tomto barveni rozliSujeme na grampozitivni a gramnegativni. Tyto dvé
skupiny se od sebe lisi strukturou bunécné stény a jinymi vlastnostmi, vcetné
mechanizmu infekce. [27]

U vétsiny bakterii nachazime spole¢né povrchové vrstvy — cytoplazmatickou
membranu a bunéénou sténu.

Cytoplazmatickd membrana je velmi jemné struktury. Obsahuje enzymy,
které selektuji a transportuji latky, resp. Ziviny, dovnitf buriky a katabolity ven z bunky.
Také se na jejim povrchu nachazi enzymy, které syntetizuji bunéénou sténu.

Na cytoplazmatickou membranu naléha bunétna sténa, ktera je tuha. Bunééna
sténa urcuje tvar buiikky a mechanicky ochraniuje bakterii zvnéjsku. Bunécna sténa je
pevna a silnd asi kolem 20 nm. Zakladni slozkou jsou fetézové molekuly
peptidoglykanu, které jsou sitovit€¢ pospojovany oligopeptidy. Pravé tato struktura

zpusobuje pevnost, tuhost a omezenou elasticitu bunécné stény. Detailngjsi struktura

-----
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Gramnegativni bakterie maji svou bunécnou sténu ten¢i nez grampozitivni
bakterie a jeji stavba je komplikovanéjsi. Sklada se ztenké vrstvy peptidoglykanu
a vn&j$i membrany. Vn¢j$i membrana je sloZzena z dvojvrstvy fosfolipidl a bilkovinami.
S peptidoglykanem je spojena pomoci lipoproteinii. Vnéj$i membrana bakterii zajist'uje
obranu proti chemickym latkdm a lytickym wU€inkim nékterych latek, tj. rozkladu.
Na zevni strané této membrany se také nachazi specificky polysacharid, ktery je
nositelem antigenicity, tj. nositelem antigenu, a zpisobuje virulenci bakterie. Mezi
vnéj§i membranou a peptidoglykanem gramnegativni bakterie je periplasmaticky
prostor (viz obr. 2.5), kde se nachazi vyloucené metabolity a enzymy s riznymi
funkcemi. Gramovym barvenim se bunéénd sténa gramnegativnich bakterii zbarvi
safraninovym roztokem do rizova. [27]

Grampozitivni bakterie maji jednodussi stavbu neZ gramnegativni bakterie. Maji
silnou vrstvu peptidoglykanu (viz obr. 2.5). Bunééna sténa je prostoupena kyselinou
teichoovou, ktera je hlavnim povrchovym antigenem a vaze Mg?" a Ca®" Kationty.
Vyjimeén€ obsahuje také lipidy. Jejich bun&fnd sténa neobsahuje bilkoviny,
az na bakterie rodu Streptococcus. Bunééna sténa je syntetizovana enzymy
transpeptidazy, které mohou na sebe také navazat penicilin (PBP — penicillin binding
proteins) a tim byt inaktivovany. Gramovym barvenim se buné¢nd sténa téchto bakterii

zbarvuje krystalovou violeti modrofialoveé. [27]
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Obr. 2.5: Stavba bunééné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii -
Grampozitivni bakterie (nahote) 1. Cytoplazmaticka membrana, 2. Peptidoglykan,

3. Fosfolipidy, 4. Membranové proteiny, 5. Kys. lipoteichoova. Gramnegativni bakterie (dole)
1. Cytoplazmaticka membrana (vnitini membrana), 2. Periplasmaticky prostor, 3. Vné&jsi
membrana, 4. Fosfolipidy, 5. Peptidoglykan, 6. Lipoprotein, 7. Proteiny, 8. Lipopolysacharidy,
9. Por [31]
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Polymerni hmota na povrchu bakterie je glykolax. Tato hmota je produkovana
jen za urcitych podminek. MuzZe tvotit pouzdro nebo neorganizovanou hlenovou vrstvu.
Podili se také tvorbé¢ bakteridlniho biofilmu, protoze zajistuje piichyceni bakterie
na pevny povrch, napft. sliznice.

Na povrchu nekterych bakterii se také vyskytuje pouzdro, které miize dosahovat
tloustky az 1 um, a chrani bunku pfed nepfiznivymi vlivy prostiedi a zabraiuje

fagocytdze, tj. pohlceni leukocyty. [27]

2.3.6 Zastupci grampozitivnich bakterii

Bacillus subtilis

Bakterie Bacillus subtilis patfi do skupiny grampozitivnich bakterii rodu
Bacillus. Jeji velikost se pohybuje mezi 2-3 um. Vyskytuje se ve formé tycek
(viz obr. 2.6), které se spojuji do fetézci, ale jsou stale pohyblivé. Jedna se o aerobni
baterie a jeji zpusob vyzivy je chemoorganotrofni, tj. Ziviny ziskava z chemickych latek
organického ptivodu. Optimalni teplota kultivace je 30 °C. Jeji kultura roste pti 50 °C,
ale pfi 55 °C se jeji rust zastavuje. Vyskytuje se hlavné v piidé, ve vodé a v potravinach.

[32]

Obr. 2.6: Bakterie Bacillus subtilis [33]

Micrococcus luteus

Zastupce rodu Micrococcaceae, Micrococcus luteus, je grampozitivni bakterie
velikosti 0,9-1,8 um (viz obr. 2.7). Vyskytuje se ve formé kulovitych bunék — kokt —
a spojuje se do tetrad ¢i balicek. Jedna se o nepohyblivou striktné aerobni nesporulujici

bakterii, kterd se Zivi chemickymi latkami organického ptivodu. Optimalni kultivaéni
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teplota této bakterie je 25-37 °C a bakteridlni kultura je zabarvena pomoci pigmentl
do zluta. Roste vSak i pfi 10 °C. Neroste ale uz pii 45 °C, nesnasi kyselé prostiedi
a je halotolerantni (tj. schopné rast v uréitych koncentracich; v tomto ptipadé 10-15%
NaCl. Vyskytuje se primarné napokozce savcd a sekundarné v mase, pudé
a ve vode¢ [34]. Na lidské kiazi se podili na rozkladu pfti poceni a vysledné produkty této
reakce zpusobuji zapach. [35]

Pro cloveka je vétSinou neskodnd, ale jsou zaznamenany piipady bakteridlni
infekce Clovéka, zejména u lidi, ktefi jsou HIV pozitivni. Tato bakterie jim zpisobuje
bolestivé viedy a Casto je zaménovana s bakterii Staphylococcus aureus. M. luteus mtze
produkovat barviva jako karotenoidy, tedy zluté¢ a oranzové barvivo, které slouzi jako
ochrana pfed UV zafenim. Diky tomu ma schopnost toto zafeni absorbovat, a to diky
pigmentim, které absorbuji dlouhovinné zafeni. Tato schopnost je pfedmétem zajmu
mnoha kosmetickych spolecnosti, které zkoumaji vyuziti této bakterie v krémech

na ochranu pokozky pted skodlivym UV zatenim. [36]

Acc V. Spot Magn Det WD Exp }———m—m—
25.0 kv 3.0 22824x SE 5.7 0

Obr. 2.8: Barvena bakterialni kultura dle Grama [-]
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3 Metody

Pii experimentu byla pouzita bakterie z rodu Micrococcus - Micrococcus luteus
(viz obr. 3.1). Tento mikroorganizmus se b&ézn¢ vyskytuje na lidské kazi, ve vodé
avpuade. Je vhodny pro experiment zejména proto, Ze nejsou az na vyjimky znamy
piipady vzniku bakteridlni infekce u clovéka. Vyjimecné je pfi¢inou viedi u HIV
pozitivnich lidi. Dobfe se rozmnozuje v prostiedi smalym mnozstvim vody
nebo v prostedi s vysokou koncentraci soli. Jeho optimalni teplota rastu je 37 °C

a dobfe roste na dusikatém agaru nebo na Simmonsov¢ citratovém agaru. [36]

Obr. 3.1: Bakterie Micrococcus luteus na tuhém agaru [-]

3.1  Priprava kultiva¢nich médii
Pro kultivaci bakterie bylo pouzito pevnych a tekutych kultiva¢nich médii.
Chemikalie, které byly pouzity, jsou v tabulce 3.1, a z laboratorniho vybaveni byl pouzit
bézny laboratorni material (kadinka, odmérny vélec, Erlenmeyerovy banky o objemu
250 ml a 100 ml, 1zicka).
Tabulka 3.1: Pouzité chemikalie pro vyrobu LB kultivaénich médii

Kultiva¢ni médium Chemikalie Vyrobce MnoZstvi

Pepton Carl Roth GmbH + Co. KG 250¢

. Kvasni¢ny extrakt ~ Carl Roth GmbH + Co. KG 1,25¢g
Pevné médium . ,

(250 ml) Chlorid sodny Lac,h-Ner S.r.o. 1,25¢g

Agarova fasa F-DENTAL Hodonin s.r.o. 500¢g

Destilovana voda - 250 ml

Pepton Carl Roth GmbH + Co. KG 1,009

Tekuté médium Kvasni¢ny extrakt ~ Carl Roth GmbH + Co. KG 0,50¢g

(100 mI) Chlorid sodny Lach-Ner s.r.o. 0,50 g

Destilovana voda - 100 ml
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Na ptipravu pevného média o objemu 250 ml bylo pouzito chemikalie pepton,
kvasni¢ny extrakt, chlorid sodny a agarovou fasu. Po navazeni jednotlivych chemikalii
do Erlenmeyerovy baiikky o objemu 250 ml byl pfidan navazeny agar a 250 ml
destilované¢ vody. Médium bylo nésledné vysterilizovano. Na laboratorni ptipravu
tekutého kultivacniho média o objemu 100 ml bylo pouzito totoznych chemikalii jako
na vyrobu pevného média (s vyjimkou agarové fasy), ale v odpovidajicich pomérech
(viz tabulka 3.1) a bylo postupovano stejnym zptsobem.

Nasledné¢ byly vSechny Erlenmeyerovy banky s kultivatnimi médii dany
na sterilizaci. Po sterilizaci a vychladnuti kultivacnich médii byl zapnut lamindrni box,
vlozeny Petriho misky do lamindrniho boxu, a poté bylo pevné kultivacni médium
postupné nalévano do Petriho misek. Na kazdy experiment bylo pfipraveno cca 30 ks
pevnych agar. Néasledné¢ bylo kultivaéni médium nechdno v Petriho miskach
vychladnout a ztuhnout a cca 2 dny odkondenzovat.

V nasem experimentu bylo zvoleno v prvni ¢asti LB kultivaéni médium,
na zaklad¢ piedchozich provadénych experimentl s tenkymi vrstvami. Po zaoCkovani
ptfipravenych Petriho misek s kultivaénim médiem bylo zjiSténo, ze na Petriho miskach
nedoslo k téméf Zzadnému nartstu bakteridlnich kolonii. Proto bylo pouzito jiné
kultivaéni médium s masovym extraktem — MPA kultivaéni médium. MPA médium
bylo piipraveno dle [38]. Jednotlivé slozky kultiva¢niho média jsou v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Pouzité chemikalie pro vyrobu MPA kultiva¢nich médii

Kultiva¢ni médium Chemikalie Vyrobce MnoZstvi

Masovy extrakt Carl Roth GmbH + Co. KG 250

Pevné médium Pepton Carl Roth GmbH + Co. KG 1,25¢
(250 ml) Chlorid sodny Lac,h-Ner S.I.0. 1,25¢g
Agarova tasa F-DENTAL Hodonin s.r.0. 5,009

Destilovana voda - 250 ml

Masovy extrakt Carl Roth GmbH + Co. KG 1,00 ¢

Tekuté médium Pepton Carl Roth GmbH + Co. KG 0,50 ¢
(100 ml) Chlorid sodny Lach-Ner s.r.o. 0,50 g

Destilovana voda - 100 ml
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3.2 Laboratorni vybaveni
V experimentu bylo pouzito bézné laboratorni vybaveni. VSechna zafizeni
a jejich vlastnosti jsou v tabulce 3.3.
Tabulka 3.3: Pouzité laboratorni piistroje [39] [40] [41] [42]

Pristroj Vyrobce Z:akladni vlastnosti

- vazivost: 2100 g
- presnost: 0,01 g
Laboratorni vaha ohaus - napgjeni: AC adaptér
Ohaus PA2102C - LCDdisplej
- komunikace RS232 rozhrani pro zaslani tidaju
o ID vahy a hmotnosti vzorku

- napajeci napéti: 230 V/50 Hz/500 W

- el. zafizeni tridy |

- rychlost proudéni vzduchu v pracovnim
prostoru: 0,40 + 0,08 m/s

- primérnd rychlost proudéni vzduchu

V pracovnim otvoru: min 0,40 m/s

hluk vyzatovany do okoli: 57 dB (A)

regulovatelna intenzita osvétleni na pracovni

plose: max 1300 Ix

- pln¢ automatizovany provoz fizeny
mikroprocesorem

- sledovani zaneseni filtrti

- indikace poctu pracovnich hodin germicidniho
zatiCe a filtri a po¢tu dni do kalibrace MSC

Mikrobiologicky
bezpecnostni box
MB-120

LABOX
spol. s.r.o.

- objem komory: 55 |
- teplotni rozsah: 5-99,9 °C nad okolni teplotou
- mikroprocesorovy fidici systém Fuzzy-Logic
- 0dchylky teploty podle DIN 12 880 dil 2
od pracovni teploty pfi uzavieni odvétravaci
klapky a dvefi: ¢asové + 0,2 °C, prostorove
+0,5°C
Laboratorni BMT - doba nab¢hu na teplotu 37 stupnd pii uzavieni
inkubator Medical klapky a napéti 230 V: 49 min
INCUCELL Technology - tepelné ztraty pti 37 °C: 30 W
55-Standard S.r.0. - el. parametry pro sit’ 50/60 Hz: maximalni
piikon 0,3 kW, napéti 230 V, proud 1,3 A,
piikon v pohotovostnim stavu 5 W

Pozn.: Viechny technické udaje se vztahuji

na prazdnou komoru 22 °C okolni teploty a £10 %
kolisani napéti (neni-li uvedeno jinak) rychlost
ventildatoru 100 %, odtavani vypnuto, osvétleni

vypnuto.

- napgjeni: 230(115) V/50 Hz
Biihler - rozsah kmiti: 30-420/min, amplituda 17 mm
- tepelné vyzarovani: 5-10 W

Ttepacka Biihler
KS 15 control
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Pro zjisténi vlivu pfistrojového vybaveni na inkubaci a inokulaci bakteridlni
kultury byly vybrany laminarni box a inkubdtor, které mohou mit nejvétsi vliv
vzhledem Kk tomu, ze jejich pracovni prostor je pomérné velky a prostiedi by mélo byt
homogenni. Castym pouZzivanim a starnutim piistroje maze ale dochazet ke ztraté
homogenity tohoto prostfedi. Pokud po porovnani pfistroji pouzitych v experimentech
a pfistroji jinych vyrobcli muzeme konstatovat, ze pfistroje maji stejné nebo
srovnatelné parametry, vliv pfistroji pouzitych pii experimentech je zanedbatelny.

Pro porovnani byl vybran laminarni box od firmy EuroClone, model Aura Mini,
a inkubator firmy BINDER, model BD series. Jejich vlastnosti byly vyneseny
do tabulky 3.4.
Tabulka 3.4: Vlastnosti porovnavanych piistroji [43] [44]

Pristroj Vyrobce Zakladni vlastnosti

- napajeci napéti: 220/240 V — 50 Hz/200 W

- hluk vyzafovany do okoli: <52 dB (A)

- intenzita osvétleni: 1200 Ix

- HEPA filtr se sbérnou efektivitou 99,995 %

na 0,1-0,2 pm ¢astic

rychlost proudéni v pracovnim prostoru:

0,45 m/s

- ttida 100

- moznosti dvou mechanickych operaci
(vnitini a vné&jsi), predniho zaviraciho
panelu a UV lampy

Laminarni box

Aura Mini EuroClone

- rozsah okolni teploty 5-100 °C

- digitalni nastaveni teploty s pfesnosti 0,1 °C

- nezavislé zafizeni na méfeni teploty tfidy
3.1 s vizualnim alarmem

- RS 422 rozhrani pro APT-COM
DataControlSystem (software)

- dezinfekce pii 100 °C

Mikrobiologicky BINDER energeticky nenaro¢ny (hermetické
inkubator uzavieni, maly odvod tepla béhem hodinové

izolace)

- napajeci napéti: 230 V AC/400 W

- spotieba energie pii 37 °C: 11 (Wh/h)

- alarm pro ptehfivani

- moznost ptidavného teplotniho senzoru

- certifikét kalibrace

- objem komory: 53 |
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3.3 Zaockovani mikroorganizmii

Na pfipravené pevné agary byl pifeockovan pouzity mikroorganizmus
ve sterilnim prostfedi lamindrniho boxu. Pomoci laboratorni klicky byl pouzity
mikroorganizmus pfenesen na pevny agar podle schématu na obr. 3.2. Petriho misky
byly umistény do inkubatoru (viz obr. 3.3). Po narlstu byla tato bakteridlni kultura

pouzita na zaoCkovani tekutého média (viz obr. 3.4). Tekuté médium s bakterialni

kulturou bylo pouzito v experimentu s tenkymi vrstvami.

Obr. 3.3: Mikrobiologicky bezpecnostni Obr. 3.4: Petriho misky v inkubatoru
box MB-120 [-] INCUCELL 55-Standard [-]
3.4 Testovani citlivosti bakterii Kk antimikrobialnim
latkam

3.4.1 Zjistovani poctu mikrobialnich bunék

Stanoveni po¢tu mikrobialnich bun¢k je dulezité v mnoha oborech, a proto bylo
vypracovano mnoho metod a Ize si zvolit pro dany ucel nejvhodnéjsi metodu. Pouziva
se jednak pfimé nebo nepiimé pocitani bunck, stanoveni bunécné hmoty ptitomnych
mikroorganizmi a metod sledujicich intenzitu biochemické Ccinnosti piitomnych

mikrobil. Mezi nejptesnéj$i metody patii metody zjistujici pocet bunék. Jsou pouzivany
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napiiklad pii kontrole hygienickych a sanitaénich podminek potravinarskych zavodu.
Metody stanovujici hmotu biomasy jsou pouzivany pouze v kulturach mikroorganizmi,
zejména pii1 biochemickych pracich aj. Sledovani biochemické ¢innosti mikroorganizmii
je vyuzivano pii rychlém posouzeni mikrobiologické Cistoty potravin. [46]
Pocitani bunék
Prvni skupinou metod stanoveni poc¢tu mikrobidlnich bunék je pocitani bunék.
Rozdé€lujeme ji na piimé mikroskopické pocitani bunék, elektronické pocitani bunck,
nefelometrické stanoveni mikroorganizmii a kultivacni stanoveni po¢tu mikrobialnich
bunck.
1) Primé poditani bunék
Prvni zminénou metodu, piimé pocitani bunék, lze pouzit pouze V piipade,
7e hustota mikroorganizmi dosahuje hodnoty alespoii p = 107 buné&k (bakterii)/ml. Tato
metoda se provadi bud’ v pocitacich komirkdch, nebo ve fixovaném natéru
na podloznim sklicku. Vyhodou této metody je rychlé ziskani vysledkt, nevyhodou
naopak, ze U bakterii nelze rozliSit mrtvé bunky od zZivych.
2) Elektronické pocitani bunék
Druhou metodou je elektronické pocitani bunék. Tento zplsob zjisStovani poctu
mikrobidlnich bunék je zaloZen na nasavani presné definovaného objemu elektrolytu
s rozptylenymi bunikami do elektricky nevodivé trubice. Buiiky prochéazeji otvorem
a pfi jejich prichodu se zméni vodivost. Tato zména je pfistrojem detekovana jako
impulz. Pfedpoklad pouziti této metody je, Ze buinky jsou navzijem oddé€lené, tzn.,
netvoii fetizky nebo shluky.
3) Nefelometrické stanoveni po¢tu mikroorganizmui
Treti metodou pocitani mikrobidlnich bunc¢k je nefelometrické stanoveni,
kde zjistujeme pocet bunck v Ciré kapaliné na zéakladé intenzity svétla odrazeného
od jednotlivych bunék. Jedna se o rychlou a citlivou metodu, ale koncentrace bakterii
musi byt v rozmezi 10°-107 bakterii/ml.
4) Kaultiva¢ni stanoveni po¢tu mikrobialnich bunék
Posledni metodou pocitani bun€k je kultivacni stanoveni. Principem této
metody je pfendSeni mikroorganizmli na vhodnou ptidu, kde se mohou rozmnozovat.
Zjistuje se pocet Zivych bunék, protoze kritériem Zivotnosti mikrobidlni bunky je
schopnost autoreprodukce. Vyhodou metody je, Ze nezédlezi na koncentraci
mikrobidlnich bun¢€k aje mozno rozlisit jednotlivé druhy ¢i rody mikroorganizmii.
Nevyhodami metody jsou del§i Cas potiebny k ziskdni vysledki a u smési
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mikroorganizmi niz§i vysledky, protoze nelze vSem organizmim najednou zajistit
vhodné kultivaéni podminky. Do této skupiny metod fadime stanoveni
nejpravdépodobnéjsiho poctu mikroorganizmt (MPN, z angl. most propable number),
deskovou (plotnovou) difizni metodu a dilu¢ni metodu.

a) Stanoveni nejpravdépodobnéjsiho po¢tu mikroorganizmi (MPN)

Toto stanoveni je zalozeno na sériovém desitkovém zfedovanim vzorku

a zjistovani, ve kterém ziedéni doslo k vymizeni mikroorganizmi na takové urovni,
ze po inkubaci v tekuté pudé nenastal zadny narust. Metoda neni pfili§ piesna,
ale umoznuje rozbor tuhych nebo nefiltrovanych vzorkd snizkym obsahem
mikroorganizmil (koncentrace < 10 zarodkd/g).

b) Deskova metoda

Tato metoda patii mezi nejrozSifencjsi kvalitativni metody stanoveni Uc¢innosti
mikrobidlni latky a je ,,zalozena na inhibici ristu zkoumaného bakterialniho kmene
latkou difundujici v koncentracnim gradientu agarovou kultivacni piidou z testovaciho
disku* [47] za predpokladu, ze kazda kolonie vznikla z jedné bunky. Testovaci disk je
kolecko filtraéniho papiru napusténého definovanym mnoZstvim testovaného
antibiotika. Pro stanoveni se obvykle pouziva Muellerova-Hintonova (MH) agaru.
Suspenze zkoumaného bakteridlniho kmene o dané koncentraci se plosn¢ naockuje
prelitim nebo roztérem a testovaci disky poloZime na naockované kultivacni medium.
Petriho misky s kultiva¢nimi médii nechame 16-24 hodin inkubovat v inkubatoru a poté
hodnotime vzniklou inhibi¢ni zénu kolem testovaciho disku, ktera je charakterizovana
polomérem tmérnym minimalni inhibiéni koncentraci daného antibiotika. U vzorkl
s nizkou koncentraci mikroorganizmil se zpracovava vétsi mnozstvi vzorku filtracni

metodou.

Obvykle hodnotime metodu kvalitativné porovnavanim s tabelovanymi hodnotami
minimalnich priméri inhibi¢nich zon. Vysledkem testu je klasifikaci bakterialniho
kmene pro dané antibiotikum jako citlivy nebo rezistentni. V poslednich letech
se pro vysledek metody pouzivaji pocty kolonietvornych jednotek (z angl.
c.f.u. = colony forming unit) a vysledek zahrnuje i to, Ze kolonie nevznikly jen z jedné

buniky a ze zivny agar nemusi vyhovovat v§em pfitomnym mikroorganizmiim.

Pracovni postup diskové difuzni metody je nasledujici. Z bakterialni kultury
odebereme klickou 2-3 izolované kolonie a suspendujeme je v 1 ml fyziologického

roztoku. Suspenzi vylijeme do misky sagarem. Kyvanim miskou pokryjeme
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rovnomérné cely povrch agaru a nechame jednu minutu vsdknout. Vezmeme sadu
grampozitivnich testovacich diski a sterilni jehlou polozime jednotlivé disky na povrch
agaru ve vzdalenosti 1-2 cm od okraje misky do tvaru pravidelného Sestithelniku.
Oznacime identitu jednotlivych diskii, misku ulozime do inkubatoru vickem doli
a inkubujeme ptes noc pfi teploté 37 stupnich. Po inkubaci zméfime pomoci pravitka
priméry inhibi¢nich z6n, porovndme je s tabelovanymi hodnotami a vyhodnotime

citlivost bakterialniho kmene. [47]

¢) Dilu¢ni metoda

Dilu¢ni metoda patfi mezi kvantitativni metody stanoveni citlivosti bakterii
na antimikrobialni latky a lze ji plné automatizovat a standardizovat. Pouziva
se ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) nebo minimalni baktericidni
koncentrace (MBK). Antimikrobidlni latky jsou fedény geometrickou fadou.

Dilu¢ni metoda v agaru se provadi na Mueler-Hintonové agaru s definovanou
koncentraci iontl. Po naockovani se plotny inkubuji pfi doporucené teploté¢ 35 °C
nejcastéji 18-20 hodin. Soucasné je nutné provedeni testu citlivosti S testovanymi
kmeny i pro referen¢ni kmen, jehoZ hodnotu MIC zndme. Vyhodou této metody je, Ze je

referencni pro ostatni systémy a Ize testovat vice kmenti najednou. Nevyhodou miize

byt narocnéjsi provedeni a neprakti¢nost pro rutinni provoz. [48]

3.4.2 Stanoveni buné¢né hmoty mikroorganizmu

Bunécnou hmotu mikroorganizmi  stanovujeme pifimymi  metodami
nebo neptfimymi metodami. K pfimym metodam fadime vazkové stanoveni, stanoveni
obsahu dusiku v bunééné hmot¢ a stanoveni obsahu bilkovin v promyté bunééné hmot¢.
Neptimé metody zahrnuji turbidimetrické stanoveni bunécné hmoty a volumetricka
hmota.
Vazkové stanoveni bunééné hmoty

Tato metoda se pouziva predev§im pii ristové bilanci mikroorganizmi
na urcitych substratech nebo pii bilanénim hodnoceni kvasnych procesi. Metoda je
zaloZena na principu suSeni promytych bun¢k pii 95-105 °C do konstantni vahy.
Stanoveni obsahu dusiku v bunééné hmoté

Tato metoda, jez se stejné jako pfedchozi metoda fadi k pfimym metoddm
stanoveni bunécné hmoty mikroorganizmi, mé zdklad v mineralizaci bunééné hmoty

spalovanim v prostfedi koncentrované kyseliny sirové a stanovuji se vzniklé amonné
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ionty. Podminkou provedeni této metody jsou dobife promyté buiiky, které jsou zbavené
zbytkl kultivacniho prostfedi. Jeji hlavni pouziti je pfi bilancovani produkce biomasy
Vv biotechnologiich.
Stanoveni obsahu bilkovin v promyté bunécné hmoté

Tato metoda se pouziva hlavné pfi stanoveni enzymovych aktivit bunééné hmoty
a bilkoviny se stanovuji Lowryho metodou ¢i biuretovou reakci.
Turbidimetrické stanoveni bunééné hmoty

Tato metoda, kterou fadime k nepfimym metodam stanoveni bunééné hmoty
mikroorganizmi, ma velkou vyhodu, a to, ze je mnohem rychlejsi a citlivéjsi nez piimé
metody. Je také presnéj$i nez volumetrickd metoda. V této metodé se méti absorbance
roztoku a pomoci kalibraéni piimky se nésledné¢ stanovuje bunééné hmota
mikroorganizmdi.
Volumetricka metoda

Nevyhodou této metody, stejné jako piedchoziho turbidimetrického stanoveni

bunécné hmoty, je nutnost kalibra¢ni pifimky pro kazdy kmen mikroorganizmu.

3.4.3 Zjistovani pribliZného mnoZstvi mikroorganizmi na zakladé
jejich biochemické ¢innosti

Do této skupiny metod fadime mnoho metod zjiStujicich hygienicky stav
a udrznost potravin a potravinafskych surovin. Ve vétsiné piipadii se zjistuje sumarni
aktivita vSech pfitomnych druhii bakterii, kterd je umérna poctu bunék. Vyjadieni poctu
bunék je vSak piiblizné z ditvodu odliSnosti intenzity sledované reakce u jednotlivych
bunék. Vyhodou téchto metod je jednoducha proveditelnost a Casova nenarocnost.
Hodnoty ziskané témito metodami jsou ukazateli kvality potravin.

Tyto metody jsou pouzZivané jiz desitky let. Zastupci novéjSich metod jsou
radiometrické metody, méfeni elektrické vodivosti, limulus-test a chemoluminiscencni
metody. Radiometrické metody jsou casto pouzivany v klinické diagnostice
aV potravindistvi u zmrazenych potravin. Nejéastéji se zjistuje tvorba *CO:
ze znacené¢ho uhlikatého substratu. Dal$im ptikladem je méfeni elektrické vodivosti,
které vyuziva principu zvySeni elektrické vodivosti kultivacnich roztokd v disledku
metabolismu bakterii. Béhem kultivace je sledovan slaby elektricky proud prochazejici
roztokem se zaoCkovanou kulturou a pomoci kalibraéni pfimky je mozné stanovit
pocatecni koncentraci mikroorganizmii. Metoda je vhodnd pro koncentrace
102-10° bakterialnich bunék/g. Dalsi zfady metod je limulus-test (LAL) vyuZivajici
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lyzat amebocytli ostrorepa amerického. Amebocyty ostrorepa obsahuji srazeci faktor,
ktery je uvoliovan zamebocytu, pokud se bunka setka sendotoxinem bakterie
a vysledkem je koagulace za vzniku gelu nebo vloc¢ek [49]. Tento test je velmi rychly.
Poslednim ptikladem metod této skupiny jsou chemoluminiscen¢ni metody. Tyto citlivé
metody se zakladaji na stanoveni porfyrini nebo ATP bunék mikrobialnich bun¢k. Dnes
uz jsou vyvinuta ¢inidla pro jednotlivé kroky a taktéz pfistroj pro zjisténi luminiscence.

[46]

3.5 Vyhodnoceni antibakterialni a¢innosti — metoda CFU

Pro vyhodnoceni antibakteridlni u¢innosti byla pouzita metoda CFU. Zkoumané
bakterie rodu Microccus luteus byly kultivovany ve sterilnich podminkach kultiva¢nich
medii — LB medium a MPA medium. Tekuté medium se zaockovanou bakterialni

kulturou bylo kultivovano 48 hodin v tiepacce.

Na testované tenké vrstvy bylo pomoci automatické pipety sterilné naneseno 160 pl
bakteridlni suspenze a ponechdno jednu hodinu pisobit na tenkych vrstvach.
Po uplynuti doby ptisobeni bylo z tenkych vrstev odebrano 100 pl bakterialni suspenze
a pridano k 9,9 ml 8,5% sterilniho fyziologického roztoku. Vytedéni bylo provedeno
jesté dvakrat az na koncentraci 10 bakterii v suspenzi/ml. Nasledné bylo z posledniho
ziedén¢ho roztoku odebrdno 100 pl suspenze a pifeneseno na agarovou plotnu
a rozetfeno po celé jeji ploSe pomoci laboratorni hokejky. VSechny Casti experimentu

byly provadény v laminarni boxu a pomoci sterilnich pomtcek.

Petriho misky sagarem byly zalepeny parafilmem, vlozeny do inkubatoru
a kultivovany pti 25 °C po dobu 72 hodin. Po uplynuti doby kultivace byly narostlé
bakterialni kolonie vyfotografovany, spocitany, vyhodnoceny pomoci vzorce
pro vypocet antibakteridlni u¢innosti (ABU; viz vzorec (3.1)) a vyhodnoceny
V navrhnutém programu v prostfedi Matlab. Stejny postup byl aplikovén i na referen¢ni

vzorek [50].

. KRS — KES (3.1)
= — . 0
ABU KRS 100 %

KRS = pocet kolonii referenéni skupiny
KES = pocet kolonii experimentalni skupiny

V experimentu byly vyuzity stiibrem dopované tenké vrstvy dopované pomoci

pulzni laserové depozice. Morfologie povrchu tenkych vrstev byla vyhodnocena
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Z obrazkl skenovaci elektronové mikroskopie. Pouzitym mikroskopem byl mikroskop
JEOL 840 ve zvétSeni 400x a 4000x pro urychlovaci napéti HT = 10 kV. Povrch
tenkych vrstev vykazoval hladky povrch. [51]

3.6 Experiment urceni vhodné limitni kultivacni teploty

M¢tenymi hodnotami teploty byla teplota v inkubatoru, ktera byla nastavena
na spodni hranici vhodné kultiva¢ni teploty, tj. 25 °C a teplota v prubéhu pracovniho
postupu V laminarnim boxu. Teplota 25 °C byla zvolena vzhledem k omezeni
laboratorni techniky v laboratofi, protoze pfi pozadavku nizsi nastavené teploty by bylo
nutné pouzit chladici lazn€¢ a zachovat teplotu i pii dal$i manipulaci s kulturou.
Proto se nejedna o stanoveni vhodné limitni kultivacni teploty pro uvedenou bakterii,
ale o stanoveni limitni teploty, pouzitelné v laboratofi, kde byl experiment provadén
a kterou udava literatura [35]. Teplota byla pfi kazdém experimentu métena na zacatku
inkubace, po 24 hodinach a po 72 hodinach. Teplota byla méfena bézné dostupnym
digitalnim teplomérem (viz obr. 3.5).

Druhou métenou teplotou byla teplota pfi inokulaci, tj. naockovani. Toto méteni
neni zcela presné, a to z divodu, ze se inokulace neprovadi v homogennim prostiedi,
proto hodnoty teplot jsou spiSe orientacni. Teplota byla méfena pii kazdém experimentu

na zacatku inokulace, po 1 hodiné a po 24 hodinach.

Obr. 3.5 Pouzivany digitélni teplomér [-]

3.7 Vyhodnoceni obrazii — pocitani bakterialnich kolonii
v Matlabu

Matlab (angl. matrix laboratory) je programové prostiedi a skriptovaci

programovaci jazyk od spole¢nosti MathWorks. Program Matlab umoziuje pocitani
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S maticemi, vykreslovani grafi (v€etné 3D grafli), pocitatovou simulaci, analyzu
a prezentaci dat a dal$i. Vlastni programovaci jazyk vychazi z jazyka Fortan. [52]
Matlab byl pouzit ke zpracovani vyslednych obrazu, které zachycuji bakterialni
kolonie narostlé na Petriho miskach pomoci dilu¢ni metody. Navrzeny skript ma za ukol
analyzovat obraz a spocitat jednotlivé bakterialni kolonie. Omezenim pouzité metody je
situace, kdy bakterialni kolonie narostou V tésné blizkosti tak, ze nelze rozlisit jejich
hranice. Metoda v tomto piipadé povazuje kolonie za jeden objekt. Toto omezeni neni

ale vyrazné a chyba metody je tak minimalni.

3.7.1 Popis navrZeného programu v Matlabu

Tento kod byl vytvofen za ucelem zpracovani vyfotografovanych narostlych
bakteridlnich kolonii. Vystupem tohoto programu je nacteny obrazek Petriho misky
S narostlymi  bakteridlnimi koloniemi s graficky zvyraznénymi a spocitanymi
bakterialnimi koloniemi a vyskakovaci okno, které udava pocet narostlych bakterialnich
kolonii (viz obr. 3.6).

Nejprve za pomoci piikazu clc, close all a clear all bylo zajisténo vymazani
aktualniho obsahu Command window, zavieni vSech dalSich nepotfebnych programu
a vycisténi proménnych, aby nedoslo k jejich zaméng.

clc
clear all
close all

Néasledné pomoci funkce imread byl naéten soubor (‘bunky.jpg’),
ktery obsahoval obrazek s narostlymi bakterialnimi kulturami.
a = imread('bunky.jpg');
imshow (a) ;

Do matice sproménnymi centers a radii bylo pomoci funkce imfindcircles
identifikovany a nacteny pozice center identifikovanych kruhit a poloméry
identifikovanych kruhti od identifikovanych center. Byly pouzity nésledujici parametry:
proménna a (nacteny obrazek, resp. matice), radiusRange urcujici rozsah pixelt
identifikovanych kruht ulozeny do matice, parametr ObjectPolarity s hodnotou bright
urcujici identifikaci svétlych kruhd na tmavém pozadi, parametr Sensitivity urcujici
citlivost identifikace kruht, parametr Method se zvolenou hodnotou twostage urcujici
metodu vypoctu oblasti kruhu a parametr EdgeThreshold s hodnotou 0,06 uréujici
prahovou hodnotu identifikace pixelt kruhového okraje. [53]
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[centers, radii] = imfindcircles(a, [19 45], 'ObjectPolarity',
'bright', 'Sensitivity', 0.875, 'Method', 'twostage',
'EdgeThreshold',0.06) ;

Poté pomoci funkce viscircles s parametry centers, radii a Color s hodnotou r
(urCujici barvu identifikovanych kruhti — Cervenou) byly vytvoieny ze zjisténych
parametri (centers a radii) kruhy, které graficky vyznaCuji narostlé bakterialni
kolonie. [54]

h = viscircles(centers,radii, 'Color', 'r');

Obr. 3.6: Vystup programu — grafické zobrazeni narostlych bakterialnich kolonii [-]

Dale byla do proménné C ulozena velikost matice radii, aby bylo mozné spocitat
narostlé¢ bakteridlni kolonie pomoci funkce sum. Poslednim krokem bylo vytvofeni
proménné msg, do které bylo uloZzeno pomoci funkce sprintf pfevedené proménné
do formatu string a nasledné funkci msgbox bylo vyskakovaci okno, které ukazuje
uzivateli pocet narostlych bakterialnich kolonii, vytvofeno a funkci display zobrazeno
(viz obr. 3.7). [55]

C = size(radii);

D = sum(C,1);

msg = sprintf ('Podet bakteridlnich kolonii je cca %i.\n',
D(:,1))7

msgbox (msqg)

display (D)

Pocet bakterialnich kolonii je cca 6.

Obr. 3.7: Vystup programu Matlab — vyskakovaci okno se zpravou o poétu narostlych
kolonii [-]
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Tento kod byl pouzit pro zpracovani vSech ziskanych obrazkl z experimentalni
Casti bakalarské prace, pouze byly upraveny nékteré parametry pro jednotlivé obrazky,
aby byla zajisténa co nejmensi chybovost programu, nebot’ obrazky nebyly foceny
zastejnych podminek. Upravované parametr byly radiusRange, Sensitivity
a v nékterych piipadech i EdgeThreshold. U nékterych fotografii byl kod doplnén
0 odecteni narostlych kvasinkovych kultur, aby nedoslo ke zkresleni vysledkii.

Tato metoda ma mnoho vyhod. Neni nutné narostlé kolonie pocitat rucné
a program sam spocita pocet bakteridlnich kolonii, a navic je vyznaci graficky. Dalsi
moznosti je rozdé€leni a spocitani kolonii podle jejich velikosti, ale to v tomto piipade
neni potfeba. Za nevyhodu mizeme povazovat, Ze pokud obrazky nejsou fotografovany
za stejnych podminek, je tfeba upravit nckteré parametry programu pro jednotlivé
obrazky zvlast. Matlab je velmi vhodnym a uZzitenym prostiedim pro takovéto

zpracovani vysledkil, ma ale urcita omezeni.
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4  Vysledky

4.1 Stanoveni limitni teploty

Tabulka s namétenymi teplotami v inkubatoru a pfi inokulaci a fotodokumentace
meéfeni teploty.

Tabulka 4.1: Tabulkové méfeni teploty béhem kultivace bakterialni kultury

Inkubacéni teplota Teplota 0 hod. Teplota 24 hod. Teplota 72 hod.
— termostat t [°C] t [°C] t [°C]
Experiment | 25,0 25,0 25,0
Experiment I 25,0 25,0 25,0

Experiment 111 25,0 25,0 25,0
Experiment IV 25,0 25,0 25,0
Inokulace Teplota 0 hod. Teplota 1 hod. Teplota 24 hod.

t [°C] t[°C] t[°C]
Experiment | 24,1 23,0 23,3
Experiment I 22,0 23,2 22,4
Experiment I11 24,2 22,3 23,0
Experiment IV 25,1 25,0 24,0

Obr. 4.1: Mé&feni teploty v laminarnim boxu [-]

Obr. 4.2: Mé&feni teploty pii inokulaci [-]
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4.2 Deskova metoda

Vysledky agarové deskové metody. Prvni experimenty byly vénovany
vyzkouseni uvedené metody pro tenké vrstvy. V pokusech ale nedoslo k zadnému
vytvofeni inhibi¢ni zony, jak je vidét na obr. 4.3 a 4.4, bylo pouze zdokumentovano

antibakteridlni piisobeni v misté tenké vrstvy na agaru s bakteridlni kulturou. Proto

nebyla tato metoda dale pouzita a byla zménéna na agarovou dilu¢ni metodu (viz nize).

Obr. 4.3 a 4.4: Interakce tenké vrstvy s bakterialni kulturou [-]

4.3 Dilu¢ni metoda

Byla provedena série Cctyf experimentll, série s kultivaénim médiem LB
(srovnatelné s vysledky provadénych pokust s bakteriemi E.coli a B. subtilis)
a kultivatnim médiem MPA. Pocty narostlych a odectenych bakteridlnich kolonii

v tabulce 4.2. Ptiklady narostlych bakterialnich kolonii jsou na obr. 4.5 — 4.10.

Obr. 4.8 — 4.10: Narostlé bakterialni kultury tenké vrstvy C7 na MPA médiu [-]
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Tabulka 4.2: Pocet narostlych bakterialnich kolonii pro jednotlivé tenké vrstvy na MPA médiu
(experiment ¢.1)

Vszl;:’jk Si 100 C61:3 C73:5 C73:5 c81:7
158 50 3 1 145 5
106 44 34 3 109 5
139 33 30 6 175 0

Primeér [-] Primeér [-] Pramér [-] Pramér [-] Primér [-]  Pramér [-]

134,3 42,3 22,3 73,2 143,3 3,3

Tabulka 4.3: Pocet narostlych bakterialnich kolonii pro jednotlivé tenké vrstvy na LB médiu
(experiment ¢.1)

Vszlg’fjk Si100 Sil00 C61:3 C61:3 C73:5 C73:5 C8L7 C81L7
2 44 15 8 1 0 1 27 2
6 42 23 0 6 5 16 32 6
4 54 10 5 0 14 3 39 5

Pramér Pramér Pramér Prumér Prumér Prumér Pramér Pramér Prameér

[-] [-] [-] [-] [-] [-] [-] [-] [-]

4,0 46,7 16,0 4,3 2,3 6,3 6,7 32,7 4,3

45,0 41,7
- 40,0
&
g 35,0
N3 uC6
< 30,0
:E ,\?, mC6
% S, 25,0 c7
'E \2 20,0 mC7
N | |
Z < 15,0 c8
_g cs8
= 10,0
=
< 5,0
0 0 0 0 0
0,0

Testované tenké vrstvy

Obr. 4.11: Graf antibakterialni G¢innosti jednotlivych tenkych vrstev na LB médiu
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Obr. 4.12: Graf bakterialni G¢innosti jednotlivych tenkych vrstev na MPA médiu
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5 Diskuse

Hlavnim cilem mé bakalarské prace bylo navrhnout a realizovat experiment
pro vyhodnoceni antibakteridlni wcinnosti stfibrem dopovanych tenkych vrstev,
vyhodnotit jejich antibakterialni wGCinnost, ziskané fotografie zpracovat v prostiedi
Matlab a najit vhodnou limitni kultivacni teplotu. Tenké vrstvy dopované stiibrem byly
testovany v piedchozich experimentech pomoci bakterii Escherichia coli a Bacillus
subtilis. Vysledky experimentll prokazaly vysokou antibakterialni G¢innost tenkych
vrstev. Pro vyhodnoceni vysledkii nebylo ale dosud pouzito v feSenych pracich
prosttedi Matlabu. Experiment, ktery je pfedmétem bakalarské prace, byl nové
proveden na mikroorganizmu Micrococcus luteus.

Bakterie byla kultivovana nejdiive v LB médiu, nasledné¢ v masopeptonovém
bujonu a agaru. V pribéhu experimentu byla méfena teplota inokulace a kultivace
bakterie. Bakterie byla kultivovana v limitni teploté pfistrojového vybaveni uZzivané
mikrobiologické laboratofe. Teplota byla méfena v pritbéhu experimentu v prostiedi
laminarniho boxu LABOX a kultiva¢niho inkubatoru INCUCELL.

Prvotnim zamérem bylo antibakterialni U¢innost zkoumat a vyhodnocovat
pomoci agarové difuzni metody, kterd je béZné pouzivanou metodou a je pro tento
experiment velmi rychle vyhodnotitelnd a pomérné¢ vhodna. Po provedeni pilotniho
experimentu jsem ale zjistila, Ze napevnych agarech neni pozorovatelna
a vyhodnotitelna inhibi¢ni zona. Opakované nedoslo k vytvofeni zony, a proto jsem
zvolila jako druhou nejvhodnégjsi metodu — agarovou diluéni metodu. U této metody jiz
doSlo k ofekdvanému ndrtstu bakteridlni kultury, a tak bylo vyhodnoceni
antibakteridlnich vlastnosti tenkych vrstev provedeno touto metodou. Tato metoda
spo¢iva v pusobeni narostlé bakteridlni suspenze na tenkych vrstvach, néaslednému
vytedéni bakterialnich kultur a kultivaci odebraného, vyfedéného a rozetfeného
mnozstvi kultury na pevnych agarech. Narostlé bakterialni kolonie se spocitaji a pomoci
vzorce pro urceni antibakteridlni u€innosti (viz vzorec 3.1) se stanovi antibakterialni
ucinnost danych tenkych vrstev.

ProtoZe je velmi naro¢né ru¢né pocitat jednotlivé narostlé bakteridlni kolonie,
Existuje néckolik pocitacovych softwarli, sjejichz pomoci je mozné fotografie
vyhodnocovat. Jednou z moznosti je program Imagel. Ja jsem si pro vyhodnocovani

vybrala program Matlab, protoze se jedna o prostiedi, které je dostupné pro studenty
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Fakulty biomedicinského inzenyrstvi. Program jsem napsala jsem tak, ze zpracovava
nahranou fotografii Petriho misky s narostlymi bakterialnimi koloniemi a pocita je
(viz kapitola 3.8). Prostiedi Matlab je obecné velmi bohaty na moznosti zpracovani
zejména obrazovych souborti, a proto se nabizelo hned nékolik moznosti, jak program
koncipovat, aby program narostlé bakteridlni kolonie pocital. Nakonec se jako
nejvhodnéjsi jevila metoda, kdy program detekoval kruhové objekty se zadanymi
parametry a nasledné¢ je oznacil (viz obr 3.6). Zpracovanim fotografii s narostlymi
bakterialnimi kulturami v prostfedi Matlab jsem ziskala pocet bakterialnich kolonii
a vynesla je do tabulky 4.2 pro narostlé kolonie na LB kultivaénim médiu a do tabulky
4.3 pro narostlé kolonie na MPA kultivatnim médiu. Priméry pocti narostlych
bakteridlnich kolonii byly potom pouZity pfi vypoctu antibakteridlni ucinnosti.
Pro nazorné¢jsi predstavu byly vypoctené hodnoty antibakteridlni G€innosti vyneseny
do grafu (viz obr. 4.11 a obr. 4.12) pro LB a MPA kultivaéni médium. Ze ziskanych
vysledkii s ohledem na rast bakteridlnich kolonii v jednotlivych experimentech,
ale nelze vyhodnotit antibakterialni u¢innost pro bakterii Micrococcus luteus. Pfi¢inu
spatiuji v provedeni omezeného mnozstvi kultivaénich pokusi, v experimentu nebyly
pouzity komeréné pfipravené pudy, vie jsem sama piipravovala. Casova naro¢nost
na provedeni jednotlivych bakteridlnich kultivaci je dlouha. O diluéni metodé je
i v mikrobiologické literatufe uvadéno, ze je to metoda ¢asoveé narocna [46]. V jejim
pfipadé¢ je také nutna urcitd mikrobiologické laboratorni praxe, i to mizZe byt pfi¢inou
uvedenych vysledkd.

U hodnoceni pfistrojového vybaveni je nutné uvést, Ze z porovnani jednotlivych
parametri (viz tabulka 3.3 a 3.4) vyplyvd, Ze vliv na provedeny experiment je
minimalni, nebot’ parametry piistroji se od sebe vyrazné neliSi. Laminarni box
| inkubator maji v pracovnim prostoru homogenni prostiedi a nemize tak dojit
k ovlivnéni experimentu vlivem proménlivych hodnot parametrt jednotlivych piistroju.

Laminarni box od firmy LABOX [40], ktery byl pouzit v experimentu, se lisi
od laminarniho boxu od firmy EuroClose [43] ve stejné cenové kategorii pouze
v n¢kolika parametrech. Laminarni box MB-120 disponuje o 3 1 vétSim pracovnim
prostorem, vyzatuje do okoli vice hluku (rozdil cca 5 dB) a proudéni vzduchu je
pomalejsi (o 0,05 m/s). Laminarni box od firmy EuroClone je sice mensi a mam mensi
intenzitu osvétleni (o 100 1x), ale mé4 o trochu lepsi parametry, co se tyce technickych

parametrQ. Je ti88i a ma vétsi proudéni vzduchu v pracovnim prostoru.
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Pfi porovnani inkubatorti je tfeba pfedev$sim zminit tyto parametry — rozsah
okolni teploty, pfesnost nastaveni teploty, spotieba energie, objem komory, teplotni
jednotnost, teplotni fluktuace a doba nahfivani. Inkubator pouzity v experimentu,
od firmy INCUCELL, ma obecné o néco hor$i parametry nez inkubator od firmy
BINDER, ktery byl vybran pro porovnani. Teplotni rozsah maji témét identicky.
Odchylky teploty inkubatoru INCUCELL jsou vétsi o £ 0,1 °C casové a = 0,4 °C
prostorové. Neni to néjak vyrazny rozdil, ktery by vyrazné ménil podminky
pro inkubaci, ale ztechnického hlediska jsou tyto odchylky vyrazné, zejména
pro prostorovou teplotni odchylku. Objemové se komory lisi o 2 [; inkubator
INCUCELL ji ma vétsi. Vyhodou inkubatoru BINDER je rychlejsi doba nahiivani
na 37 °C, ato o 11 min. Firma BINDER jesté u svého vyrobku uvadi teplotni jednotnost
pii 37 °C, a to hodnotu 0,5 (+ K), coZ je zanedbatelné. Stejné tak jako hodnota teplotni
fluktuace — 0,1 (+ K).

Protoze z porovnani pfistrojového vybaveni vyplyva, ze jejich parametry
se vyrazné nelisi, lze z toho usoudit, Ze nemaji vyrazny vliv na kultivaci a inokulaci

bakterialni kultury.
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6 Zaver

Vystupem této bakalaiské prace je vyhodnoceni antibakteridlnich vlastnosti
stiibrem dopovanych tenkych vrstev testovanych na novém mikroorganizmu — bakterie
Micrococcus luteus — se zaméfenim na modifikaci kultiva¢nich podminek (stanoveni
vhodné limitni teploty) a vyhodnocenim vlivu pfistrojového vybaveni na pribch
experimentu.

Stanoveni vhodné limitni teploty bylo omezeno limitni moZznou nastavenou
teplotou pfistrojového vybaveni pouzivaného v mikrobiologické laboratofi. Méfenim
teploty v pribéhu experimentu byla potvrzena udavana spodni hranice vhodné
kultiva¢ni teploty V literature, tj. 25 °C.

Ze ziskanych vysledki experimentu bohuzel neslo vyhodnotit antibakteridlni
ucinnost s ohledem na rast bakteridlnich kolonii v jednotlivych experimentech.
Pravdépodobnou pfi¢inou je provedeni omezeného poctu kultivaénich procest.
Experiment je ¢asové narocny na provedeni a kultivace bakteridlnich kultur je dlouha,
coz koresponduje s literaturou. DalSim divodem je také mald mikrobiologicka
laboratorni praxe, kterd mohla ovlivnit uvedené vysledky.

Pro vyhodnoceni narostlych bakteridlnich kolonii byl pouZzit mnou napsany
program V prostiedi Matlab, které je velmi vhodnym prostfedkem ke zpracovavani
fotografii. Nabizi fadu moznosti grafického zpracovani a také mnoho moZnosti
napiiklad k vyhodnoceni objektli zobrazenych na fotografiich. Toho bylo vyuzito
I v této praci a program byl napsan tak, ze pocital narostlé bakterialni kolonie, graficky
je vyznacil, zvyraznil a zobrazil pocet narostlych bakterialnich kolonii na Petriho misce.

Vliv pfistrojového vybaveni na pribéh experimentu nebyl prokdzan.
Pti porovnani s piistroji od jinych vyrobct bylo zjisténo, ze pfistroje disponuji stejnymi
¢i velmi podobnymi parametry, a tak nelze spolehlivé prokazat, Ze zména parametrii
by méla vliv na pribéh experimentu.

Nasledné vyuziti zaveéra této prace mize byt pifinosem ve vyzkumu dalSich
antibakterialnich vlastnosti tenkych vrstev a biomateriald, piedev§im v oboru

implantologie, ktery ziskava na stale vétSim vyznamu V oblasti mediciny.
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Priloha A: Zdrojovy kod programu Matlab

clc
clear all
close all

a = imread('bunky.jpg');
imshow (a) ;

[centers, radii] = imfindcircles(a, [19
45], 'ObjectPolarity', '"bright', 'Sensitivity',
0.875, "Method', 'twostage', '"EdgeThreshold',0.06) ;

h = viscircles (centers,radii, 'Color', 'r');

C = size(radii);

D = sum(C,1);

msg = sprintf ('Pocet bakteridlnich kolonii je cca %i.\n',
D(:,1));

msgbox (msqg)

display (D)
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Priloha B: Fotografie narostlych bakterialnich
kolonii

Obr. 9.7 — 9.12: Narostl¢ bakterialni kolonie z podlozky Si 100 na LB médiu [-]
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Obr. 9.21 — 9.23: Narostlé bakterialni kolonie z tenké vrstvy C6 na MPA médiu [-]
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Obr. 9.36 — 9.38: Narostlé bakterialni kolonie z tenké vrstvy C8 na LB médiu [-]
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Obr. 9.39 — 9.41: Narostlé bakterialni kolonie z tenké vrstvy C8 na LB médiu [-]
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Priloha C: Obsah prilozeného CD

D o1 A W DN -

Naskenované zadani bakalaiské prace
Bakalaiské prace

Kli¢ova slova (CJ a AJ)

Abstrakt (CJ)

Abstrakt (AJ)

Kod programu Matlab
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