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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Povrchy s biocidnim/antimikrobialnim ucinkem
Zakladni principy

e  Uplatfiované principy:

o fotokatalyticky — oxidické polovodie

o fotochemické — ftalocyaniny, violacein ...
e  Aktivni €inidla — ROS:
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Povrchy s biocidnim/antimikrobialnim u

COVID

cinkem

®* Mnoho komerénich vyrobkl deklaruje samogdistici a/nebo samodezinfekéni aktivitu.

* Jesté vice se jich objevilo s panikou COVID...

* Vyvstavajici otazky... jak jsou tyto produkty ucinné?
* Muzeme je otestovat v misté, kde jsou instalovany?
®* Mulzeme je otestovat po néjaké dobé pouzivani?
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Povrchy s biocidnimi/antimikrobialnimi ucinky
Metodika hodnoceni

e Normované postupy
o 1S0O 27447:2019: Fine ceramics (advanced ceramics, advanced technical ceramics) —
Test method for antibacterial activity of semiconducting photocatalytic materials
o 1S0 22196:2011: Measurement of antibacterial activity on plastics and other non-porous

surfaces r"t‘
e Obecné postupy:
o Depozice definované mikrobialni populace ‘—I
o Inertni kryti zabrafujici vysychani f;;‘::jlj::j‘"e IJ atial i 5
o Zpétné sejmuti populace (oplachem, tzv. “recovery”) — =
o Sériové fedéni... oCkovani... inkubace... pogitani kolonii S w

/
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Povrchy s biocidnim/antimikrobialnim
Metodika hodnoceni

Obé normy sdili spoleény pfistup:

e Testovani 4 rlznych vzorku:
= Cp — aktivni (katalyticky) povrch ve tmé

= C,_— ozareny aktivni povrch
= By — kontrola ve tmé
= B, —Kkontrola na svétle

e Vypocet redukénich hodnot
R, = redukce mikrobialni populace na aktivnim vzorku

(ozafeny — neozafeny povrch)
= AR, = jako v pfedchozim pfipadég, ale s korekci na tmu

Fotokatalyza pro zivotni prostfedi, CSAF, hotel Troja, 7. 6. 2023



Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Povrchy s biocidnim/antimikrobialnim ucinkem
Metodika hodnoceni

e Nevyhody:
= Casova a pracovni naroénost
= Velmi nizké procento vytéZnosti (obvykle v rozmezi 20-50 %), coz vede k velkym chybam
= Velky objem plastového odpadu z jednorazového laboratorniho vybaveni.
= Dals8i velmi vyznamnou nevyhodou je omezeni testovani pouze na povrSich velmi malych rozméra a pouze

v laboratornich podminkach.

"Je-li nutnost matkou vynalezt, pak lenost je nékdy jejich otcem.”
.... Udélejme to rychleji, levnéji, ale mozna i lépe!

Domnivame se, Ze existuje prostor pro modifikovanou metodu testovani.

= RychlejSi a jednodussi prace v laboratofi (ex-situ)

= Moznost testovani in-situ:
+ potvrdit fotokatalytickou ucinnost jiz instalovaného povrchu
* sledovat jeji zmény v Case
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Povrchy s biocidnim/antimikrobialnim
Klicové navrhy a opatreni pro zlepSeni testovani

e Zrychlit!
... Nahradime postup sériového fedéni a kultivace pocitani barvicim postupem.

e Minimalizovat chyby zlepSenim recovery testu!
... Vyhneme se zakryvani a oplachovani, fixujme testovaci bakterie na blo¢ek hydrogelu.

e Lepsi kontrola nad ozafovanim!
... Pofidme si vhodnou lampu

o Uijistit se, Zze populace testovacich bakterii je Ziva a spokojena

... Pfed kazdym testem zkontrolujme stav inokula.
... Zkontrolujme skute¢ny vytézek sejmutych bakterii z testovaného povrchu.
=
i\
i
». 4 ~
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...

1. Barveni resazurinem

Reduction

o
|
N N
X Reduction A X IS s
HO o o HO F o AN ¢ Oxidation

Resazurin Resorufin

Weakly fluorescent Highly fluorescent

Resazurin Resorufin

Konverze resazurinu (neboli produkce resorufinu) je umérna

metabolické aktivité:
e Konstantni po€et bunék + antimikrobialni latka

e Stanoveni poctu bunék
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RFU (x10¢)

= 2.0 x10° cells

= 0.5 x 10° cells

= (0.125 x 10° celis
= 3125 cells

= 780 cells

= 191 cells

= 0 cells

Time (hr)

Bunky HelLa byly v riizné hustoté nasazeny do
96jamkoveé desticky a inkubovany pres noc. Do
desti¢ky byl pfidan roztok resazurinu (10 %
objemu buné&cné kultury) a relativni
fluorescenéni jednotky byly méfeny v 0, 1, 2, 4
a 6 hod.
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Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...
1. Barveni resazurinem
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrcht modernimi metodami

Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...
1. Barveni resazurinem - pristrojové vybaveni

e Spektrometr s jamkovou deskou a fluorescenénim odectem

e Digitalni fotoaparat + analyza obrazu
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Ctyri opatreni ke zlepseni testovani...
1. Barveni resazurinem - konstrukce kalibracni krivky

Cim je niz&i podet Zivych bunék ve
vzorku, tim pozdé&ji nastane
flurescenéni maximum resorufinu.

y=-130,63x+1219,4 L
R? =0,9893 N
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Ctyri opatreni ke zlepseni testovani...
1. Barveni resazurinem - konstrukce kalibracni krivky
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Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...
2. Fixace bakterii na hydrogel

e Eliminace usazovani bakterii na testovaném povrchu, na jeho krytu a
chyby pfi oplachu.

e Bakterie se nasadi na disk hydrogelu, pfivedou se do kontaktu s
testovanym povrchem. Po ukonc&eni testu se hydrogel s populaci
prenese do vialky a stanovi se pocet prezivSich bunék.

0.1 mL bacterial
il ‘\ Cultured in the relative
Polyethylene films  hymidity of 90% at

[

Specimen (a)

Bacterial count

Washed with
20 mL PBS
¢

(g) Bacteria culture medium (f) (e) (d)
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchi modernimi metodami

Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...

2. Fixace bakterii na hydrogel

* Metoda barveni funguje dobfe i pro hydrogelové disky
* Zadna reakce s hydrogelovou matici
® Linearni zavislost napfi€ 5 fady velikosti CFU!!!
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y =-72,99x + 676,24
R’ =0,9919
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Ctyfi opatieni ke zlepseni testovani...
3. Poridte si vhodnou lampu

® Vlastni zdroj UV-LED zafeni

* Presné elektronicke fizeni a regulace

® Vstup 12 V — moznost provozu na baterie
® Vysoky vyzarovaci vykon — az 30 mW/cm?
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrchd modernimi metodami

Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...
3. Poridte si vhodnou lampu

® Vlastni zdroj UV-LED zafeni

* Presné elektronicke fizeni a regulace

® Vstup 12 V - moznost provozu na baterie

* Vysoky vyzarovaci vykon - az 30 m\W/cm? . g

* Plastovy kryt a zakladni deska pro ozafované i neozarené testovani ﬂ

A& 478/1992 Sb., v plamém znéni, do rejstiku

o Cp — aktivni povrch ve tmé

// ”
o C, —aktivni povrch na svétle . UZITNY VZOR
o By — kontrola ve tmé %/T\ Z
o B, —kontrola na svétle r'—'r'—"j :
L i e s 36395

* Cesky uzitny vzor &. 36395 udéleny 7. fijna. 2022 [ ]

\
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Ctyfi opatieni ke zlep$eni testovani...

4. Kontrola vytéznosti a pocCtu prezivsich bakterii

e Pred kazdym testem zkontrolujeme
stav inokula, porovhame
= teoretickou koncentraci CFU
stanovenou spektrometricky (OD =
0,6 pfi 600 nm)
= skute€¢nou koncentraci zivych CFU
stanovenou barvenim resazurinem
e Zkontrolujte % vytéZnosti, abyste se /
ujistili, ze z testovaného povrchu
odebirate dostatecné mnozstvi
bakterii.
e Tabulka ukazuje primerné hodnoty

vytéZku pro ruzné povrchy testované v
projektu MEFAS

Fotokatalyza pro zivotni prostfedi, CSAF, hotel Troja, 7. 6. 2023

vzorek Cas log CFU/cm2 |[CFU/cm?2 primér log CFU/mL |chyba Recovery %
Cuysevu vipoitem 6,398 2,50E+06 - v
278 5,452 2,83E+05
. (vsevu) 266 5,616 4,13E+05 / o
258 5,726 5,32E+05
258 5,726 5,320+05]
290 5,288] _—T94E+05
272 ; 3,42E+05
povrch A 282 5397 2,506405 541 0,10 60
280 5,425 2,66E+05
/ 298 5,178 1,51E+05
povrch Z 280 2425 2,66E+05 5,27 0,15 45
284 5,370 2,34E+05
302 5123 1,33E+05
318 4,904 8,02E+04
, 272 5,534 3,42E+05
folie 266 5,616 4,136+05 540 0.34 68
270 5,562 3,64E+05
268 5,589 3,88E+05
D, 272 5,534 3,42E+05 5,62 0,08 o
262 5,671 4,69E+05
260 5,699 5,00E+05
250 5,836 6,85E+05
288 5,315 2,07E+05
Dso 272 5,534 3,42E+05 >4 0.28 7

C yNC

1 C1C N0
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Nékteré priklady: povrch s nizkou aktivitou

Time mean log
200 Sample (min) log CFU/cm2 |CFU/cm2 CFU/cm2 st. Deviation
povrch svetio inoculum by OD - 4,398 2,50E+04 - -
— blank svetlo inoculum by resazurin 1 398 3,808 6,43E+03
I gL A inoculum by resazurin 2 346 4,521 3,32E+04 A 4,33 0,46
nS, inoculum by resazurin 3 336 4,658 4,55E+04
§ recoveryof C 1 336 4,658 4,55E+04 §
g recovery of C 2 356 4,384]  2,42E+04|  Rec(C) 4,37 0,30 95 8
E recovery of C 3 380 4,055 1,13E+04 &
8 recovery of B 1 358 4,356  2,27E+04 g
E il recovery of B 2 360 4,329 2,13E+04 Rec(B) 4,29 0,09 70 E
recovery of B 3 370 4,192 1,56E+04 o
1 416 3,562 3,64E+03
0 C 2 378 4,082 1,21E+04 C, 3,86 0,27
o 150 300 450 600 750 c3 388 3,945  8,81E+03 B
t (min) B, 1 358 4,356|  2,27E+04 0,56 =
B 2 350 4,466 2,92E+04 B, 4,42 0,06
B 3 352 4,438 2,74E+04
1 368 4,219 1,66E+04
o2 356 4384]  2,426+04 o 4,24 0,13 =)
N3 375 4,123 1,33E+04 014 =
B c B Bo, 356 4,384]  2,42E+04 ’ 2
R,=|log| =~ |—-log| =~ ||=log| =& By2 358 4,356]  2,27E+04 By 4,38 0,03 k)
A A C, B 3 354 4,411 2,58E+04
0,42[ = AR
AR, =log B |_ log Bo -log Co =log L —log By
C, A A C, c,
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Nékteré priklady: povrch s vysokou aktivitou

—— povrch svétlo .
160 Time mean log
povrch tma ) -
blank svétio Sample (min) log CFU/cm2 |CFU/cm?2 CFU/cm?2 st. Deviation
8 Blaikt inoculum by OD - 4,398 2,50E+04 - -
(= ankima inoculum by resazurin 1 406 3,699 5,00E+03
8 120 4 inoculum by resazurin 2 414 3,589 3,88E+03 A 3,68 0,08
8 inoculum by resazurin 3 402 3,753 5,67E+03
5 . recovery of C 1 416 3,562 3,64E+03 a;T
=) recovery of C 2 434 3,315 2,07E+03 Rec(C) 3,53 0,19 74 §
“(; 80 4 recovery of C 3 406 3,699 5,00E+03 -4
o —1 recovery of B 1 400 3,781 6,04E+03 g
I&j E recovery of B 2 410 3,644 4,40E+03 Rec(B) 3,52 0,35 81 §
ﬂ_-,’ recovery of B 3 448 3,123 1,33E403 =
£ 40 - 1 672 0,055 1,13E+00
c2 650 0,356 2,27E+00 a 0,20 0,15
1 \ c3 662 0,192 1,56E+00 a1 .
. B 1 594 1,123 1,33E401 4 «
T T v T T T T T
B 2 552 1,699 5,00E+01 B, , ,
0 200 400 600 800 L : 161 045
. B 3 530 2,000 1,00E+02
t (min) Gl 374 4137  1,37e+04
Cp2 382 4,027 1,07E+04 Cp 4,04 0,10 o
3 388 3,945 8,81E+03 001 §
Byl 368 4,219 1,66E+04 ’ %
B, C, B, Bp2 393 3,877 7,53E+03 Bp 4,05 0,24 o
R,=|log| —~|—-log| —~||=log
A Bp3
1,39/ = AR

2] (2]
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Testovani antibakterialni aktivity fotokatalytickych a fotoaktivnich povrcht modernimi metodami

Shrnuti a zaveéry

e Navrhovana metodika vychazi z obecné uznavanych zasad hodnoceni antimikrobialnich u€ink zakotvenych v platnych
mezinarodnich normach — porovnani 4 situaci (Cp, C,, By, B)).
e Zjednoduseni a zlepSeni oproti zavedenym postuplim je dosazeno Ctyfmi zpUsoby:
= Urychleni: stanoveni pfezivsich MO technikou barveni.
= ZlepSeni vysledku testu vytéznosti a moznost pouZiti in situ ukotvenim testované populace MO na pfenosové
gelové podlozce.
=  Standardizované ozareni vzorku a referencniho neaktivniho povrchu.
=  Qvéfeni koncentrace inokula a zZivotaschopnosti pfed kazdym testem, testovani vytéZnosti na aktivnim i kontrolnim
povrchu.
e NavrZzena metodika byla porovnana se standardnim postupem ISO 27447:2019 a bylo dosazeno uspokojivé shody mezi
obé&ma postupy a nékolika riznymi typy fotokatalytickych povrchu.
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