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Antibiotika x dezinfekcni prostredky (DP)

e Dezinfekcni prostredky nejsou svym puvodem
produkty prirody, nybrz vyrobky clovéka

 Nepusobi na svuj cil specificky, ale zasahuiji
vsechny dosazitelné struktury mikroorganismu
svym pusobenim formou denaturace, fixace,
oxidace, chlorace, alkylace apod.

* Vyrobcem predepsané koncentrace DP
jsou az 10 000 krat vyssi nezli jsou zjisténé
hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace



Ve kterych ¢innostech bychom potrebovali
uplatnit nanotechnologie

Cisté prostory ve zdravotnictvi — podlahy a stény
operacnich a zakrokovych sald, JIP

Vzduchotechnika, filtry

lontoveé stribro k Cisténi vody v potrubnich
systémech

Operacni odevy, kryci operacni rousky

Ustni rougky, polomasky a masky

Katétry, chirurgicky Sici material, kloubni nahrady
Odstranovani biofilmu a zabranéni jejich tvorby

Zdravotni riziko z nanocastic



7y Je

Jaké jsou antimikrobialni i€inky nanocastic kovu?
Obvazy a kryti se stribrem:

Actisorb plus (J + J)

Actisorb Silver 220 — J+J
Acticoat - Aura

Aquacel Ag (Convatec)

Arglaes - Unomedical / Medline
Atrauman Ag (Hartmann)
Biatain Ag (Coloplast)

Calgitrol Ag (B-Braun)

Contreet Foam - Coloplast
Contreet Hydrocolloid - Coloplast
Silvercel (J+J)

Silverlon - Argentum Medical
SilvaSorb - Medline

Urgotul SSD - Laboratoires Urgo
(Parema)




Kryti a obvazy obsahujici st Fibro

Nazev

Silverlon

Calgitrol Ag

Acticoat

Contreet Foam
Contreet Hydrocolloid
Aquacel Ag

SilvaSorb

Actisorb Silver 220

Urgotul SSD obsahuje 3.75%

Obsah Ag (mg/100 cm?)
546

141
105
85
32
8.3
5.3

2.7



Proc prave stribro?

Ag (0) = kov / elementarni stfibro ma 47 protoni — 47
elektront

Neutralni naboj — zadny antimikrobialni efekt

Ag (+) = ionizované/kationt stfibra ma 47 protont a 46
elektronti

Pozitivni naboj — antimikrobialnini efekt

Bakterie neziskavaji rezistenci vuci stribru



Hlavni otazky, na které hledame odpovéd’

- Jaké jsou antimikrobialni uCinky nanocastic
Kovu

- Jak stanovit a hodnotit toxicitu nanocastic

- Jaké jsou kratkodobé a dlouhodobé vlivy
materiall a vyrobku s obsahem nanocastic na
zdravi



Druhy jilovych mineralu (fylosilikatu)

Typ vrstvy
1:1
2:1
2:1
2:1

Skupiny Typ oktaedrické siteé

Serpentinit — kaolinit
Smektity — montmorillonit
Vermikulity

Slidy — illit

di-

tri- di-
tri-, di-
tri-, di-



Jilové mineraly

Vrstva Ctyrsténu

Vrstva osmisténu

Vrstvy Ctyfsténu a osmisténu tvori jednotlive
jilové mineraly, jejich vazby ovlivauji chovani jilu



Slozeni jilovych mineralu

Osmistén hliniku

Ctyistén kiemiku HYDROXID NEBO KYSLIK

HLINIK NEBD

HORCIK

w




Interkalace - vstup mobilnich neutralnich
molekul, bezvodych nebo solvatovanych iontu do
mezivrstevniho prostoru ve vrstevnateé strukture
hosta




Vlastnosti jilovych mineralu

Schopnost sorpce a iontove vymeny.
Vyménitelné kationty K*, Na*, Ca’* Mg?*, H*,
H,O", NH*,

Schopnost vazat vodu — jako H,0 nebo OH-
Pri zahrivani dehydratace, dehydroxylace

Reakce s organickymi latkami



Tetraedr a tetraedricka sit




Oktaedricka sit

O Oxygens
© Hydroxyls
© Aluminum



Jilové mineraly s typem vrstev 2:1
montmorillonit a vermikulit




Montmorillonit, vermikulit

AccV Spot Magn Det WD F——— 10m
200kvY 40 2000x  BSE 108

Montmorillonit Vermikulit
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Ve sveé strukture jsou jily schopny provadét rozsahlé
substituce, protoze maji vyrazny zaporny naboj na
plochach krystalitu.

Naboj je kompenzovan pritomnosti kationtt Na, Ca,
Mg a K v mezivrstvi krystalitU.

Na mezivrstvi nejsou kationty fixované, ale maji
vlastnosti vymeénnych kationtl - pfi zméné prostredi,
kde je vysoka koncentrace jinych kationtu, dochazi

k vymene.

Prednostné se do struktury dostavaji kationty

s malym polomeérem a s malou hydratacni energii.

Tyto vlastnosti umoznuiji interkalaci Ag, Zn,
Cu, chlorhexidinu a dalsich latek



Smektity maji na povrchu prebytek zapornych
naboju - mezi sebou vytvareji van der Waalsovy
sily (slabé pritazlivé prostredi, které je schopné
adsorbovat cizi kationty z okolniho prostredi).

Vazby pUsobi na vzdalenost asi 4 - 5 A.

Vzdalenost jilovych partikuli je dana druhem
navazanych kationtu.

U jilu p¥i tloustce krystalitu 8,9 A, mohou byt
tvary oddaleny od sebe az 0 11,2 A.



Metodika

V sedmi radach jamek na mikrotitracni desticce je rust kultury
bakterii inhibovan pritomnosti antimikrobni latky
v koncentracich 10 % az 0,014 %.

V osmé radé jamek je kontrola rlstu bez antimikrobni l1atky

Po uplynuti 24 hodin se z kazdé jamky prenese na povrchu
jehel inokulatoru (jezka) mnozstvi 1 mikrolitru do nové
pripravené desticky se 100 mikrolitry bujonu v kazdé jamce a
inkubuje v termostatu pri 37 °C po dobu 24 a 48 hodin.

Prendseni casti suspenze probiha denné po 5 dnu.
Ve vSech jamkach se odecita zakal, kterym se projevuje rust
bakterialni kultury.

Inhibice rustu vyvoland plsobenim antimikrobni latky se
odecita po 24 a znovu po 48 hodinach.

Posledni redéni vermikulitu nebo montmorillonitu, pri némz
dochazi k inhibici rustu, predstavuje minimalni inhibicni
koncentraci (MIC) zkoumané latky na testovaci bakterie.

MIC se vyjadri v mg na litr (mg.l-1).



Bakterialni suspenze se pripravuje dvacetihodinovou kultivaci
v glukdzovém bujonu.

K testovani minimalni inhibicni koncentrace byly zvoleny
nasledujici sbirkové bakteridlni kmeny druh:

Staphylococcus aureus CCM 3953
Enterococcus faecalis CCM 4224
Escherichia coli CCM 3988

Klebsiella pneumoniae CCM 4415
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960
Denzita suspenze 108 - 10°

Bujonova kultura se nalije do Petriho misky do vysky hladiny 5
mm.

K preneseni bakterialni suspenze do vsech 96 jamek s bujonem
na mikrotitracni desticce se pouziva inokulator se 48 jehlami.



Vermikulit + nano Ag

Staphylococcus aureus CCM 3953
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Vermikulit + nano Ag

Pseudomonas aeruginosa CCM 1960
5. DEN
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PROKARYOTA

PROKARYOTA

bakterie a sinice

jadro je morfologicky
zretelné, neoddéluje ho
vsak od cytoplazmy
membrana

bunka je haploidni

mnozeni je pouze
nepohlavni

nepritomnost bunécnych
organel

nejsou mitochondrie,
chloroplasty,
endoplazmatické retikulum

A EUKARYOTA

EUKARYOTA

mikrosporidia, bicikovci, rostliny,
houby, nalevnici, zivoCichové, lidé

jadro oddélené od cytoplazmy
membranou

splynutim dvou haploidnich bunék
v diploidni zygotu
rozmnozovani pohlavni

pritomnost bunécnych organel

pritomny mitochondrie,
chloroplasty, endoplazmatické
retikulum



Metodika

* Testy v mikrotitracnich destickach probihaji
na typovych bakterialnich kulturach (prokaryota)

Staphylococcus aureus CCM 3953, Enterococcus faecalis CCM 4224,
Escherichia coli CCM 3988, Klebsiella pneumoniae CCM 4415,

Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 V SUSpPeNzi denzity 103
az 10°/ml
e Testy ve zkumavkach provadime na eukaryotnich
bunkach Trichomonas vaginalis z axenickych
kultur v suspenzi 10°/ml. Inokulacni davka je 15 pl.
e V pudé Oxoid jsou 10 % jily s nanocasticemi redény
v pomeru 1 : 3 az na koncentraci 0,0015 %.



Enterococcus faecalis CM 4224
MMT po dvou dnech expozice

o'l 7 | 8| 9 | 10| 11|12 K1 | K2

10 + + - - - - + +
333 | + | + | - - _ 4 |
111 | + | + - _ _ _ L | .
0,37 + + - _ _ ) + +
0,12 + + . i, i} ) + "
0,041 + + - _ _ _ + +
0,014 | + + - - _ ) + +




Enterococcus faecalis CM 4224
VMT po dvou dnech expozice

fedeni 1 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | K1 | K2
10 + - - - - - + +
333 | + - - - - - + +
111 | + - - - - - + +
0,37 + - - - - - + +
0,12 + + - - - - + +
0041 | + | + - - - - + +
0014 | + + + + + - + +




Escherichia coli CCM 3988
MMT po dvou dnech expozice

el 7l 8 | 9 | 10| 11| 12 | K1 | K2

10 - - - - - - + +
333 - | - | - | - | - | - | + | «
1] o+ |+ | - T
0,37 + + - _ _ _ + +
0,12 + + . i, i} ) + n
0,041 + + - _ _ _ + +
0,014 | + + - - _ _ + +




Escherichia coli CCM 3988

VMT po dvou dnech expozice

redéni
%
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Pseudomonas aeruginosa CCM 1960

MMT po dvou dnech expozice

redéni

% 7 38 9 10 | 11 | 12 | K1 | K2

10 - - - - - - + +
3,33 + + - - - _ + n
1,11 + + - - - - + +
0,37 + + - - - - + +
0,12 + + - + . . + +
0,041 + + - + - - + +
0,014 + + + + + + + +




Pseudomonas aeruginosa CCM 1960

VMT po dvou dnech expozice

redéni
%

13

14

15

16

17
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K1

K2
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3,33

1,11
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0,041

0,014
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Trichomonas vaginalis
ucinné koncentrace MMT s nanocasticemi

redéni
%

10

3,33

1,11

0,37

0,12

0,041

0,014

0,0046

0,0015




Trichomonas vaginalis
ucinné koncentrace VMT s nanocasticemi

redéni
%

10

3,33

1,11

0,37

0,12

0,041

0,014

0,0046

0,0015




Srovnani rustu kultury Trichomonas vaginalis
v pudé s vermikulitem a v kontrolnich pldach

2000

Ruast kultury Trichomonas vaginalis
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Antimikrobialni a antiprotozoarni
ucinek
e Nanocastice Zn** v montmorillonitu a

vermikulitu pusobi antimikrobialné v redéni
suspenze 10 % az 3,3 % (7, 13)

 Prvok Trichomonas vaginalis je usmrcovovan
pusobenim nanocastic Zn?* v fedéni jilové
suspenze 0,37 % az 0,12 % (7, 13)

* Je 100 x citlivejsi nezli bakterie



Antimikrobialni a antiprotozoarni pusobeni
nanocastic Zn?*v montmorillonitu a vermikulitu

MMT

VMT

MMT  VMT

Druh

EF

EC

PA

EF

EC

PA

TV

TV

redéni
%

7

13

13

7

13

10

3,33

1,11

0,37

0,12

0,041

0,014

kontrola

+ |+ |+ |+




Tab. 1: Enterococcus faecalis — uc¢inné koncentrace

nanocastic Zn (I1) Cu (), Ag (1) v MMT a VMT po 5 dnech

Dilution (%)

zn(l)

cu (Il

Ag(l)

Free from

zn(l)

Free from

Cu (I1)

Free from

Ag(l)

13

19

25

31

37

C1

c2

C3

C5

Co6

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

10

33

1,11

0,37

0,12

0,041

0,014

Control




Tab. 2: Escherichia coli — ucinné koncentrace

nanocastic Zn (I1) Cu (), Ag (1) v MMT a VMT po 5 dnech

Dilution (%)

zn(l)

cu (Il

Ag(l)

Free from

zn(l)

Free from

Cu (I1)

Free from

Ag(l)

13

19

25

31

37

C1

c2

C3

C5

Co6

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

10

33

1,11

0,37

0,12

0,041

0,014

Control




Tab. 3: Pseudomonas aeruginosa — ucinné koncentrace
nanocastic Zn (ll) Cu (ll), Ag (I) v MMT a VMT po 5 dnech

Free from Free from Free from
Zn (Il Cu (1) Ag (1) Zn (1) Cu (1) Ag (1)

Dilution (%) 7 13 19 25 31 37 C1 C2 c3 c4 C5 C6

MMT VMT MMT VMT MMT VMT MMT VMT MMT VMT MMT VMT
10 + + + + + +
3.3 + + + + + + + +
111 + + + + + + + + + +
0,37 + + + + + + + + + +
0,12 + + + + + + + + + + + +
0,041 + + + + + + + + + + + +
0,014 + + + + + + + + + + + +
Control + + + + + + + + + + + +




Tab. 4: Trichomonas vaginalis — u€inné koncentrace nanocastic

Zn (11) Cu (1), Ag (1) v MMT a VMT po 5 dnech

Dilution (%)

zn(l)

Cu (I1)

Ag(l)

Free from

Free from

Free from

Zn(l)

cu (Il

Ag(l)

13

19

25

31

37

C1

c2

C3

C4

C5

C6

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

MMT

VMT

10

3,3

1,11

0,37

0,12

0,041

0,014

0,0046

0,0015

Control




Zavery a pokracovani

* Pouzité metodiky pro stanoveni
antimikrobialniho a antiprotozoarniho
ucinku nanocastic se osvedcily

e Spolu s dalsimi pracovnimi postupy s
nimi pocCitame pro zkousky toxicity
nanocastic



Dékuji za pozornost

Jilovy hydrogel z japonské laborato e drzi tvar
FOTO: Tokijsk& univerzita



