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Abstrakt: Chronické rany predstavuji znaény problém pro sou¢asnou medicinu. Casto podléhaji infek-
cim, které mohou byt pro pacienty i fatalni. Velka pozornost je proto vénovana vyvoji novych typa krytt
ran. V tomto ohledu jsou intenzivné studovany polymerni nanovlakenné materidly. Z toho divodu byla
provedena série experimentll zabyvajicich se pfipravou nanovlaken z polyvinylalkoholu (PVA) s obsa-
hem antiseptickych latek a jejich naslednou tepelnou stabilizaci (HT). Na zaklad¢ testii jejich cytotoxicity
byly zvoleny obsahy aktivnich latek 0,05 hm.%, 0,1 hm.% a 1 hm.%. Materialy pfipravené pomoci stej-
nosmérného elektrického zvlaknovani byly stabilizovany pii zvolenych teplotach v intervalu 120—150 °C
po dobu 1 h. Materialy s obsahem chlorhexidinu vykazaly antimikrobialni u¢inky vuéi S. aureus a E. co-
li, materialy s oktenidinem dale ptsobily také na P. aeruginosa a C. albicans. Ptedstavuji tak znacny
potencial pti vyvoji novych funkénich krytli ran s antimikrobialnimi vlastnostmi.
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1 Uvod

KuZe plni mnoho Zivotné dilezitych funkci, proto dlouhodobé kozni defekty nejen omezuji kva-
litu zivota pacienttl, ale mohou vést i k zivot ohrozujicim staviim. Predstavuji také velmi zavaz-
ny ekonomicky a persondlni problém pro systémy zdravotni péce. S ohledem na demografické
trendy, jako je celkové starnuti populace a rostouci vyskyt metabolickych onemocnéni s nega-
tivnim dopadem na regeneracni schopnosti organismu, se o¢ekava nariist vyskytu tohoto typu
ran [[1]]. Chronické rany jsou navic mnohdy spojené s infekcemi, které jsou ¢astou pfi¢inou tmrti
postizenych pacienttl, a jejichz 1é¢bu vyrazné ztézuje neustale se zvySujici rezistence mikroor-
ganismu vuci bézné dostupnym antibiotikiim [2]. Panuje tedy velké snaha zefektivnit zpisoby
1é¢by koznich poranéni.

Urcitou cestu predstavuje ptiprava funkénich kryt ran (WD) umoziiuyjicich rychlé a uc¢inné za-
hojeni poranéni. WD usnadniuji proces hojeni tim, Ze udrzuji optimalni prostiedi v ran¢, chrani
ranu pred necistotami a brani vniku patogent a tim i rozvoji infekce. V tomto ohledu je vel-
ka pozornost vénovana polymernim nanovlakniim, ktera diky své vlakenné struktufe a vyso-
ké porozité vykazuji vyborné vlastnosti pro aplikace v hojeni koznich ran [3]. Nanovldkenné
materialy mohou byt pomérné snadno funkcionalizovany — do jejich struktury mohou byt in-
korporovany aktivni latky, které jim proplij¢i nové vlastnosti a zvysi jejich uc¢innost v procesu
hojeni. Pfikladem mohou byt nanovlakna obohacena o antimikrobialni latky. Ta mohou nésled-
né& slouzit k prevenci vzniku infekce v rang, &i k 16¢bé jiz vzniklych infekci. Castym tskalim
spojenym s aplikaci funkcionalizovanych nanovlaken, predev§im pokud jsou zaloZeny na po-
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lymerech rozpustnych ve vodé¢, je rychlé pocatecni uvoliiovani (oznacované jako ,,burst rele-
ase*). Burst release snizuje dlouhodobou u¢innost materialu a mize predstavovat i zdravotni
riziko [4]. Nanovlakna z vodorozpustného polymeru po vlozeni do vlhkého prostiedi rany navic
rychle ztraceji svou integritu a vlastnosti. Proto byvaji takové nanovlakenné materialy pred je-
jich aplikaci podrobeny stabilizaci. Principem stabilizace je ve vétSiné ptipadl sitovani vedouci
k vytvoteni nevazebnych interakci nebo kovalentnich vazeb mezi fetézci, které zvysuji jejich
soudrznost a brani vstupu rozpoustédla do materialu [5]. Existuje fada metod vyuZzivanych ke
stabilizaci nanovldkennych materialii. Jednou z nich je tepelna stabilizace pisobenim vysokych
teplot (HT). Jedna se o relativné jednoduchou fyzikalni metodu, ktera nevyzaduje pouzivani
potencidlné toxickych sitovacich ¢inidel a nepfedstavuje proto riziko pfi kone¢né aplikaci ma-
terialu.

Proto byl proveden vyzkum zaméfeny na pfipravu, tepelnou stabilizaci a nésledné biologické
testovani nanovlakennych materiali z polyvinylalkoholu (PVA) s inkorporovanymi antiseptic-
kymi latkami. Cilem bylo navrhnout vhodné obsahy antiseptickych latek v nanovlaknech z PVA
a vyzkouset jejich uc¢innost vii¢i vybranym mikroorganismiim. Vysledky by mohly rozsitit vy-
bér antimikrobialnich latek pouzitelnych k funkcionalizaci tepelné stabilizovanych materialt
0 nové moznosti a poslouZzit dale pfi vyvoji funkénich krytl ran. Pro pfipravu nanovldken byl
zvolen PVA s vysokym stupném konverze (98-98.8 %), ktery obsahuje velké mnozstvi volnych
hydroxylovych skupin umoziujicich vznik silnych nevazebnych interakci (vodikovych mist-
ki) mezi fetézci polymeru. Tento polymer je tak vhodnym kandidatem pro ptipravu nanovla-
kennych materiald, jez jsou nasledné podrobeny fyzikalni stabilizaci. PVA byl vybran také pro
jeho excelentni vlastnosti, jako je biokompatibilita a absence toxickych a karcinogennich ucin-
kt. Nanovlakna pfipravend z PVA navic vykazuji velmi dobrou schopnost absorbovat vlhkost,
maji vhodné charakteristiky bobtnani a dobrou propustnost pro kyslik, coz z nich ¢ini vhodného
kandidata k vyvoji krytti ran [6]. K funkcionalizaci nanovlaken byl zvolen chlorhexidin (CHX),
jakozto dobfe zndma a hojné pouzivana antisepticka latka, a také oktenidin (OCT), ktery pted-
stavuje urcitou mladsi, 0¢inngjsi a zarovein méné prozkoumanou alternativu k CHX [[7].

2 Materialy a metody

2.1 Chemikalie

PVA Mowiol 20-98 (molekulova hmotnost 125 000 g/mol, stupeii konverze 98-98,8 %), Dulbec-
co’s Modified Eagle Medium (DMEM), Triton X-100 a metabolicky test CCK-8 byly zakoupeny
od spolec¢nosti Merck (Némecko). Smés antibiotik Penicilin/Streptomycin/Amfotericin (ATB)
pochazela od Lonza BioWhittaker (Svycarsko), fetalni bovinni sérum bylo ziskano od Thermo
Fisher Scientific (USA). Chlorhexidin dihydrochlorid (CHX) byl zakoupen od Tokyo Chemi-
cal Industry (Japonsko) a oktenidin dihydrochlorid (OCT) od Glentham Life Sciences (Spojené
kralovstvi). Destilovana voda pro HPLC (dH,O) pochazela z VWR International (Ceské repub-
lika), ethanol absolutni (EtOH) z Penta (Ceska republika). Miiller-Hintonové agar (MHA) byl
zakoupen od HiMedia (Indie).

2.2 Testovani cytotoxicity

Testovani cytotoxicity bylo provedeno jednak s vychozimi antiseptiky za ucelem nalezeni hra-
ni¢nich koncentraci CHX a OCT, od kterych se za¢nou projevovat jejich cytotoxické tcinky.
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Dale byla analyza provedena také s pfipravenymi nanovladkennymi materialy metodu testova-
ni vyluht. Testovani a vyhodnocovani vysledkt bylo provadéno v souladu s normou CSN EN
ISO 10993-5. Roztoky antiseptik k testovani byly pfipraveny zfedénim jejich zasobnich rozto-
kG pomoci bunééného média. Bunééné médium se sklddalo z DMEM s ptidavkem 10 % FBS
a 1 % ATB. Vyluhy z nanovlakennych materiala byly pfipraveny inkubaci sterilizovanych vzor-
kd nanovlakennych material (ve formé kolecek o priméru 14 mm) v 1 ml bunééného média
po dobu 24 hodin za standardnich kultiva¢nich podminek (37 °C, 5 % CO,). K analyze byla
pouzita bunécna linie mySich embryonalnich fibroblastii NIH-3T3 (pasaz 10, resp. 19). Fibrob-
lasty byly nasazeny do 96jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek v koncentraci 10* bun&k/jamku
a inkubovany po 24 h pii 37 °C a 5 % CO, (Heracell VIOS 160i CO, Incubator, Thermo Fisher
Scientific, USA). Po této inkubaci bylo bunééné¢ médium v kazdé jamce s bunécnou kulturou
vymeénéno za ptislusny roztok koncentracni fady antiseptika (0,01-10 pg/ml), ptipadné za testo-
vany vyluh z nanovldkenného materialu. Jako negativni kontrola bylo pouzito bunééné médium,
jako pozitivni kontrola 0,5% Triton X-100. Po 24h inkubaci s testovanymi roztoky byla bunécna
viabilita hodnocena pomoci metabolického kolorimetrického testu CCK-8, pti¢emz absorbance
pfi 450 nm byla zméfena pomoci spektrofotometru (Spark, Tecan, Rakousko).

2.3 Analyza tepelné stability vychozich antiseptickych latek

Za ucelem ovéteni tepelné stability antiseptik ur¢enych k funkcionalizaci nanovldkennych ma-
teriald byly vzorky CHX a OCT vystaveny teploté 150 °C po dobu 4 h v laboratorni suSarné
(TCF 120 Plus, Chromservis, Ceska republika). Po vychladnuti byly vzorky analyzovany po-
moci FTIR (Nicolet 1210, Thermo Fisher Scientific, USA). Infracervena spektra byla porovnana
s kontrolnimi spektry antiseptik bez tepelné zkousky. Zachovani pribehu spekter bylo interpre-
tovano jako dukaz tepelné stability, pfipadné odchylky byly povazovany jako ukazatele moz-
nych degrada¢nich nebo strukturnich zmén.

2.4 Priprava nanovlikennych materialu a jejich tepelna stabilizace

Ptiprava nanovldkennych materiala probihala pomoci stejnosmérného elektrického zvlaknovani
(Nanospider NS 1WS500U, Elmarco, Ceska republika). Zvlakiiovaci roztoky s 10% koncentraci
polymeru byly pfipraveny rozpusténim PVA v systému dH,O/EtOH v hmotnostnim poméru 9:1
zahiivanim pti 90 °C po dobu 6-8 h. V pftipadé roztok pro piipravu funkcionalizovanych na-
novlaken byl dany objem vody v rozpoustédlovém systému nahrazen shodnym objemem zasob-
niho roztoku CHX (500 pg/ml), respektive OCT (2 mg/ml) v dH,O tak, aby pomér antiseptika
ku polymeru odpovidal kyzenému obsahu ve vysledném materialu. Parametry zvlakiiovani jsou
shrnuty v tabulce [I. Stala relativni vlhkost a teplota v komote byla udrzovana pomoci klima-
tizaéni jednotky (NS AC150, Elmarco, Ceska republika). Rychlost odtahu podkladové textilie
byla upravovana dle produktivity roztoku s cilem zajistit srovnatelnou ploSnou hmotnost jednot-
livych vrstev. Vyrobené nanovlakenné materialy byly dale podrobeny tepelné stabilizaci (HT)
pii teplotach 120, 130, 140 a 150 °C po dobu 1 h. Pro kazdou kombinaci podminek HT byl pfi-
praven Usek materidlu. Nanovldkennd vrstva byla oddélena od podkladové textilie a umisténa
do sklenéné Petriho misky, kterd byla nasledné vlozena do laboratorni suSarny vytemperované
na prislusnou teplotu. Stabilizace probihala pii konstantni teploté a za atmosférického tlaku. Po
uplynuti 1 h byly vzorky vyjmuty ze susarny a ponechany vychladnout pii pokojové teploté.
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Tabulka 1: Parametry elektrického zvldknovani

Parametr Hodnota
Elektrické napéti elektrod [kV] ggéﬁgiliﬁgggna) _4118 Z; _57?0
Vzdalenost elektrod [mm] 170-185
Pravlak [mm] 0,7-0,8
Odtah textilie [mm/min] 4-13
Odtah struny [mm/s] 2
Rychlost cartrige (davkovani) [s] 1,5-2
Teplota [°C] 20-21,5
Vlhkost [%] 19-20

2.5 Analyza morfologie

Analyza morfologie pfipravenych material byla provedena pomoci skenovaci elektronové mi-
kroskopie (VEGA3, Tescan, Ceska republika). Vzorky materiali byly upevnény na kovové ter-
¢iky, pokoveny tenkou vrstvou zlata (Q150R S Plus, Quorum Technologies, Spojené kralovstvi)
apozorovany piiurychlovacim napéti 15 kV. Pofizené snimky byly analyzovany pomoci progra-

mu ImageJ. Naméfené hodnoty byly dale testovany na normalni rozdéleni Kolmogorovovym—
Smirnovovym testem a dale statisticky zpracovany pomoci softwaru GraphPad Prism 10.4.2
(GraphPad Software, USA). Naméien¢ hodnoty byly analyzovany s vyuzitim Kruskalova—Wallisova
testu.

2.6 Analyza antimikrobialnich vlastnosti

Antimikrobialni G€innost pfipravenych materiali byla testovana diskovou difuzni metodou viici
bakterialnim kmentim E. coli CCM 4517, P. aeruginosa CCM 1961, S. aureus CCM 4516 a kva-
since C. albicans CCM 8215. Kultury pochézely z Ceské sbirky mikroorganismt (Masarykova
univerzita, Brno). Vzorky testovanych materialt byly ptipraveny ve formé kolecek o priméru
6 mm, které byly vysterilizovany ethylenoxidem. V den testovani byla optickéd denzita bakte-
ridlnich inokul pfipravenych z 24 + 2 h starych kultur upravena na 0,6 McFarland (odpovida
koncentraci 1,5x10% bakterii/ml). Na plotny MHA v Petriho miskach bylo aplikovano vzdy
100 pl inokula, rozetfeno a na inokulovanou plotnu byla nasledn¢ umisténa kolecka testova-
nych materialt (vzdy ve dvojici pro kazdou kombinaci mikroorganismus—material). Inkubace
probihala pti 37 °C po dobu 18 + 2 h pro bakterie, resp. 25 °C po dobu 42 + 2 h pro kvasinky.
Po inkubaci byly zméteny praméry inhibi¢nich zon.

3 Vysledky experimenti

3.1 Cytotoxicita vychozich antiseptickych latek

Testovani bylo provedeno za ti¢elem nalezeni hrani¢nich koncentraci CHX a OCT, které jeste
nevykazuji cytotoxické u€inky viici eukaryotickym bunkam (mySim embryondlnim fibroblas-
tiim NIH-3T3). Vysledky jsou zpracované ve formé grafii na obrazku [I. Z grafu A) je patrné,
ze nejvyssi z testovanych koncentraci CHX, ktera jest€ neni povazovana za cytotoxickou, ¢inila
2,5 pg/ml. V ptipadé OCT byla tato hrani¢ni koncentrace dokonce pouze 1 pg/ml, viz graf B).
Cytotoxické ucinky obou antiseptik pfi koncentracich v fadu jednotek pg/ml jsou popsany také
v literatute [8, 9]
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Obrazek 1: Zavislost viability mySich fibroblasti na koncentraci roztoku A) CHX a B) OCT,
NC znaci negativni kontrolu, PC zna¢i pozitivni kontrolu, cervend pteruSovana ¢ara znac¢i 70%
viabilitu bun¢k (hranice cytotoxicity)

3.2 Tepelna stabilita vychozich antiseptickych latek

Aktivni latky CHX a OCT byly v této praci pouzity k funkcionalizaci nanovldkennych materia-
10, které byly nasledné podrobeny HT pii vysokych teplotach. Aby bylo mozné predpokladat, ze
si vysledné materialy zachovaji zamyslené antibakterialni vlastnosti i po vystaveni témto pod-
minkam, bylo nutné nejprve ovéfit tepelnou stabilitu vychozich antiseptik. Na obrazcich P a
jsou infracervena spektra obou latek pied a po teplotni zkousce. Ve spektrech se nevyskytly vy-
znamné rozdily naznacujici degradaci. Jedina pozorovana zména nastala ve spektrech pro OCT.
Jak je patrné z obrazku B, po teplotni zkousce vymizel slaby absorpéni pas v oblasti vlno&ti
3300-3600 cm . Tento pas viak nejspise souvisi s obsahem vlhkosti ve vychozim antiseptiku,
kter4 byla pisobenim vysoké teploty béhem teplotni zkousky eliminovéna. Na zaklad¢ téchto
dat je mozné piedpokladat, Ze pfi teplotach do 150 °C nedochazi k degradaci aktivnich latek a je
proto mozné jich vyuzit k funkcionalizaci nanovlaken uréenych k tepelné stabilizaci.
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Obrazek 2: Infracervena spektra CHX pted a po teplotni zkousce, TZ znaci teplotni zkousku
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Obrazek 3: Infracervena spektra OCT pied a po teplotni zkousce, TZ znaci teplotni zkouSku

3.3 Priprava nanovlakennych materiali

Ptiprava nanovlakennych material probihala pomoci stejnosmérného elektrického zvlaknova-
ni. Obsah antiseptik ve funkcionalizovanych materialech byl zvolen na zaklad¢ vysledka tes-
tovani jejich cytotoxicity. Déle byl pfipraven také materidl s vy$§im obsahem OCT (1 hm.%),
ktery slouzil jako pozitivni kontrola pro biologické testovani. Znaceni nanovldken s obsahem
aktivni latky bylo zvoleno tak, Ze oznacuje teoreticky obsah aktivni latky pfipadajici na susi-
nu materidlu. Tedy nazev ,,PVA + 0,05 % CHX* zna¢i PVA nanovlékna s teoretickym obsahem
0,05 hm.% CHX v su$ing€. Cilem bylo pfipravit materialy se srovnatelnou ploSnou hmotnosti.
Plo$né hmotnosti a sttedni hodnoty primérti vldken (AFD) jednotlivych pfipravenych materialt
jsou uvedeny v tabulce Q. Jak je z tabulky patrné, s vyjimkou materidlu s 1 % OCT se podatilo
piipravit nanovldkenné vrstvy s velmi podobnou plosnou hmotnosti. I ptes pouziti nizké rych-
losti odtahu podkladové textilie pti ptipravé nanovlaken PVA + 1 % OCT byla vysledna plosna
hmotnost této vrstvy citeln€ nizsi. Z tabulky P je dale zfejmé, ze AFD materiali se vzajemné
lisily pouze v ramci zjisténych smérodatnych odchylek. Pfi statistickém zpracovani naméie-
nych hodnot priiméra vldken byl vyznamny rozdil v porovnani s nefunkcionalizovanym mate-
ridlem zjistén jen pro PVA + 0,05 % OCT, viz obrazek l. Rozdily v produktivité a AFD mezi
jednotlivymi materialy nejspiSe plynou z variability pouzitych parametrt zvlaknovani (vzdale-
nost elektroda—kolektor, napéti na elektrodach) a také z riznych vlastnosti (vodivost, viskozita)
jednotlivych zvldkiiovacich roztokd s odliSnymi koncentracemi antiseptik. Tyto faktory totiz
ovlivilyji pribéh zvldknovani a tim také morfologii vysledného nanovlakenného materialu [10].

Tabulka 2: Stfedni hodnoty priméria vldken a ploSnych hmotnosti pfipravenych materiala

Materidl Stresl“;kl;’ldl‘gt]; I[’Ifl':l‘]“er“ Plosna hmotnost + SD [g/m2]
PVA NC 430 % 140 3612
PVA + 0,05 % CHX 440 + 170 3% 13
PVA + 0.1 % CHX 430 £ 150 36+ 8
PVA 10,05 % OCT 400 £ 130 313
PVA + 0.1 % OCT 410 + 130 3517
PVA + 1 % OCT 450 + 150 21 + 4
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Obrazek 4: Krabicovy diagram porovnavajici namétené hodnoty pramért vlaken piipravenych
materiall, ns znaci statisticky nevyznamny rozdil, hvézdicka znaci statisticky vyznamnou od-
chylku (* p < 0,05)

3.4 Cytotoxicita nanovlikennych materiali

Cilem testovani bylo zjistit, zda 24hodinova inkubace materialti v kultivacnim médiu vede
k uvolnéni takového mnozstvi antiseptika, které by mohlo vyvolat cytotoxicky u¢inek na mysi
fibroblasty NIH-3T3. Vysledky experimentu jsou shrnuty v grafech na obrazku . Pro funkcio-
nalizované materialy byly hodnoty bunééné viability nad hranici cytotoxicity zjiStény pouze pro
vyluhy z nanovlaken PVA + 0,05 % CHX stabilizovanych pfi teplotach 140 a 150 °C po dobu
1 h, viz graf B) na obrazku . U viech ostatnich materialti obsahujici antiseptika vykazovaly vy-
sledné vyluhy cytotoxické ucinky. Teoreticky obsah antiseptika v inkubovanych vzorcich ¢inil
2,7 ug pro nanovlakna s 0,05 hm.% antiseptika a 5,4 pg pro nanovldkna s 0,1 hm.%, tedy koncen-
trace aktivni latky ve vyluhu mohla dosahnout maximaln¢ 2,7 pg/ml, respektive 5,4 ug/ml. Pro
cytotoxicitu CHX byla zjiSténa hrani¢ni koncentrace 2,5 pg/ml. To by znamenalo, Ze v ptipade
nanovlaken PVA + 0,05 % CHX se z nestabilizovaného materialu a materiali stabilizovanych
pii 120 a 130 °C uvolnila drtiva vétSina pritomného antiseptika a teprve HT pii 140 a 150 °C za-
jistila sniZeni uvoliiovani. AvSak k celkovym u¢inkiim vyluhu nejspise prispiva také cytotoxicita
samotného PVA (viz déle). Pro OCT byla jako nejvyssi necytotoxicka koncentrace zjisténa hod-
nota 1 pg/ml, coz vysvétluje obecné nizsi hodnoty bunééné viability nezZ u materiali s CHX se
srovnatelnym obsahem antiseptika. Vyluhy ze vzorkti PVA + 1 % OCT mohly obsahovat kon-
centraci antiseptika az 54 ug/ml, coz predstavuje vice nez padesatinasobek hrani¢ni koncentrace
pro cytotoxicitu. Proto byla viabilita u vyluht z téchto vzorki ve vSech ptipadech nulova.

Vyluh z nestabilizovanych PVA nanovlaken vykazoval cytotoxické ucinky, viz graf A) na ob-
razku [§, pfestoze material neobsahoval zadnou aktivni latku. Vyluhy ze stabilizovanych nefunk-
cionalizovanych nanovlaken cytotoxické nebyly, avSak i u nich byl zaznamenan pokles bunécné
viability oproti negativni kontrole. Tento jev by mohl souviset s velkym specifickym povrchem
nanovlakennych materialti, diky kterému mohou adsorbovat esencidlni komponenty bunécéné-
ho média a také s PVA rozpusténym ve vyluhu, ktery zvySoval viskozitu roztoku a mohl tak
omezovat efektivni difuzi zivin skrze médium. Zasadni slozky kultivaéniho média, jako ristové
faktory, hormony a dalsi latky, se poté nedostaly k bunkédm a doslo ke vzniku falesné pozitiv-
nich vysledkil cytotoxicity. Dalsim moznym mechanismem je degradace fetézcti PVA béhem
elektrického zvlaknovani, coz vede ke vzniku fragmentt s nizkou molekulovou hmotnosti. Ty-
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Obrazek 5: Srovnani viability mySich fibroblastli inkubovanych v extraktech z nanovlaken-
nych materialtt A) bez aktivni latky, B) s 0,05 % CHX, C) s 0,1 % CHX, D) s 0,05 % OCT,
E)s 0,1 % OCT, F) s 1 % OCT; NC znaci negativni kontrolu, PC znaci pozitivni kontrolu, Cer-
vend prerusovand ¢ara znaci 70% viabilitu bunék (hranice cytotoxicity)

to fragmenty se pii inkubaci v bunééném médiu uvolnuji a mohou negativné ovlivnit viabili-
tu bunck [11]]. Stabilizace materialu snizuje jeho rozpustnost. Ze vzorkli po HT se tak mohlo
uvoliiovat méné pripadnych nizkomolekuldrnich fragmenti, coz by vysvétlovalo mensi t€inky
stabilizovanych PVA nanovldken na viabilitu bun¢k.

3.5 Antimikrobiilni vlastnosti nanovlakennych materiali

Nanovladkenné materidly byly analyzovany také z hlediska jejich antimikrobidlnich vlastnosti.
Utinky nestabilizovanych materialti a materialdi po HT pfi 150 °C po dobu 1 h vii&i vybra-
nym mikroorganismim byly otestovany pomoci diskové difuzni metody. Vysledky testovani,
tedy namé&fené velikosti inhibi¢nich zon pro jednotlivé materialy, jsou shrnuty v tabulce B|. Ne-
funkcionalizované vzorky podle ocekavani nevykazovaly zadnou aktivitu. Materialy obsahujici
CHX pusobily proti S. aureus a E. coli, nikoliv vS§ak proti P. aeruginosa a C. albicans. To je pa-
trn€ zplisobeno vyssi odolnosti druhé zminéné dvojice mikroorganismii viici CHX. Vys$si obsah
CHX v materidlu vedl k vétSim inhibi¢nim z6nam, zatimco u nanovldken po HT byl zaznamenan
pokles velikosti inhibi¢nich zon, pravdépodobné z diivodu pomalej$iho uvoliovani antiseptika.
Materialy s OCT vykazovaly §irSi spektrum ucinku, véetné aktivity vuci P. aeruginosa a C. al-
bicans. Vyssi uc¢innost OCT dokladaji také udaje v literatute [7]. Na druhou stranu, inhibi¢ni
zony u S. aureus a E. coli byly mensi nez u vzorki s odpovidajicim obsahem CHX, ptestoze
by OCT mél byt u¢innéjsi 1 viici této dvojici bakterii [[12]. Priméry inhibicnich zén byly nizsi
dokonce i1 pro vzorky s 1 hm.% OCT. Tento rozpor muze souviset s hydrofobnim charakterem
OCT, ktery omezuje jeho rovnomérnou difuzi v agarovém médiu. Nedochazelo proto ke vzniku
linearniho ani logaritmického vztahu mezi velikosti inhibi¢ni zony a koncentraci testovanych
latek. Vysledky diskové difuzni metody tak slouzi spiSe jako kvalitativni ukazatel antimikrobi-
alni aktivity vi¢i danému mikroorganismu. Pro kvantitativni srovnani G¢innosti by bylo nutné
vyuzit dilu¢ni metody umoziujici spolehlivé stanoveni minimélnich inhibi¢nich koncentraci.
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Tabulka 3: Velikost inhibi¢nich zén v mm 4+ SD pro testované nanovldkenné materidly, NC
znaci material bez stabilizace, HT znaci tepelnou stabilizaci 150 °C 1 h, - oznacuje nepiitomnost
inhibi¢ni zo6ny

Mikroorganismus —
Material |

PVANC - - - -
PVA HT - - - -
PVA +0,05% CHXNC | 93+0,2 | 10,5+0,4 - -
PVA +0,05% CHXHT | 8,604 | 9,2+0,2 - -
PVA +0,1 % CHXNC | 10,7+0,5 | 12,2+0,6 - -
PVA +0,1 % CHX HT 98+0,2 | 10,7+0,5 - -
PVA +0,05% OCTNC | 63+0,0 | 6,7+0,5 - 6,5+0,0
PVA +0,05% OCTHT | 6,3+0,0 | 6,6+0,3 - 6,5+0,0
PVA +0,1 % OCT NC 6,3+0,1 | 7,1+0,7 6,5+0,0 7,0+£0,0
PVA +0,1 % OCT HT 6,4+0,1 6,9+0,6 6,2+0,0 7,0+ 0,0

E. coli S. aureus | P. aeruginosa | C. albicans

PVA + 1 % OCT NC 7504 | 9,0+0,0 72+0,6 10,0 £ 0,5
PVA +1% OCT HT 7,5+0,4 9,3+0,2 73+1,2 10,3+ 0,3
4 Zavér

Podatilo se nalézt vhodné obsahy antiseptik CHX a OCT v nanovlakennych materialech z PVA
a prokéazat, ze jsou tyto aktivni latky pouzitelné k funkcionalizaci materialti ur¢enych k HT. Pro
CHZX se jako vhodné ukazala koncentrace 0,1 hm.% na suSinu materialu. Stabilizované materia-
ly sice vykazovaly mirné cytotoxické ti¢inky, do téch se vSak promital také vliv PVA a samotny
obsah antiseptika by k cytotoxicité vést nemusel. Materidl a¢inné potlacoval riist E. coli a S. au-
reus. Obsah CHX v testovaném vzorku nebyl dostate¢ny k inhibici ristu P. aeruginosa ani
C. albicans, avsak minimalni inhibi¢ni koncentrace uvadéné pro tyto mikroorganismy v litera-
ture n¢kolikanasobné prevySuji nalezenou hrani¢ni koncentraci pro cytotoxicitu CHX. Pfiprava
materiadlu s obsahem CHX, ktery by nevedl ke vzniku cytotoxickych vyluht a zaroven by vy-
kazoval ucinky vuci této dvojici mikroorganismu, tak z principu neni moznd. OCT vykazoval
vyssi cytotoxicitu nez CHX, coZ se promitlo i do cytotoxicity vyluhil z nanovldken s OCT. Pro
nanovlékna s OCT lze tak jako vhodnou doporucit koncentraci aktivni latky 0,05 hm.%. Mate-
ridly s timto obsahem OCT inhibovaly rist E. coli, S. aureus a na rozdil od nanovlaken s CHX
také C. albicans, nicméné nedokdzaly potlacit rist P. aeruginosa. Ptiprava nanovldkennych ma-
teriall s Sirokospektralnimi antimikrobidlnimi ucinky, které by zaroven nezptisobovaly toxicitu
pro eukaryotické buniky, tedy stale predstavuje znacnou vyzvu. Pfesto pfipravené materialy maji
vyznamny potencial pii vyvoji funkénich kryta ran. Pfedevsim by se mohly uplatnit jako kryty
slouzici k prevenci vzniku infekce v rané.
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