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1. Cel badan
Celem badain byta ocena odpornosci na dziatanie mikroorganizméw polimeréw
silikonowych zawierajacych nanoczastki srebra, miedzi i ditlenku tytanu oraz ditlenku

krzemu pojedynczo lub w mieszaninach.

2. Materialy i metody
2.1. Materiat badawczy

Materiatem do badan byly nastepujgce prébki silikonu modyfikowane poprzez
dodatek nanoczastek srebra, miedzi oraz ditlenku tytanu lub ditlenku krzemu (Tab.1).

Tabela 1. Wykaz prébek do badan

Nr prébki Sktad
LSR+nano Cu/SiO; 100 ppm
LSR+nano Cu/Si0O2 300 ppm
LSR+nano Ag/Si0O; 100 ppm
LSR+nano Ag/SiO; 300 ppm
LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm
LSR+nano Ag/TiO2 300 ppm
LSR (prébka odniesienia)

Non|slw |-

Materiaty do badan zostaty pociete na fragmenty o wymiarach 15x15 mm. Przed
badaniami polimery zostaty zdezynfekowane alkoholem i przemyte sterylng woda.
2.2. Materiat biologiczny

W badaniach zastosowano mikroorganizmy testowe kolekcyjne oraz izolowane ze
srodowiska naturalnego (Tab.2).

Tabela 2. Wykaz organizméw testowych

Gatunek Pochodzenie/nr kolekcyjny Uwagi
Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas fluorescens Gatunek wyizolowany z . .
: . . Bakterie gramujemne
powierzchni w zaktadzie przemystu
spozywczego
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Bakterie gramdodatnie
Candida albicans ATCC 10231 Droidze
ASPRIGUIIENIGEr ATCC 16404
(syn. A.brasiliensis.) Plednie
Penicillium chrysogenum ATCC 60739
Cladosporium herbarum ATCC 6506

Szczepy zostaty pozyskane z Kolekcji Czystych Kultur Drobnoustrojow
Przemystowych £tOCK 105 w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Pt. Szczepy
pochodzity z American Type Culture Collection. Kultury bakterii przechowywano na
skosach z pozywka TSA (Merck) zas grzybéw z pozywka MEA (Merck) w temperaturze 6°C.
Przed eksperymentem szczepy aktywowano.



2.3. Pozywtki i roztwory

W badaniach stosowano pozywki mikrobiologiczne i roztwory zestawione w tabeli 3.

Tabela 3. Wykaz pozywek i roztworéw

chlorku sodu

woda destylowana do 1|

Pozywka/roztwor Skiad [g/1] Przeznaczenie
pepton kazeinowy 15
IE:J?;O“ sojowy g Przechowywanie szczepow
TSA (Merck) Sian 15 bakterii, oznaczenie liczby
woda destylowana do 1l saldem
pH=7,3+0,2w 25°C
ekstrakt stodowy 17 . ;
agar 20 Przecr’lowywame 'szczpjpow
MEA (Merck) widia Hestyiowans d5:1) grzytt:?w, oznaczenie liczby
pH = 5,6 w 25°C grzybow
glukoza 5
MgS04x7H,0 5
. (NH)2504 3 Badanie tworzenia biofilmu
Pozywka Mg KH2PO4 1 . L
ekstrakt drozdzowy 10 przez bakterie i drozdze
woda destylowana do 1l
pH =6,0 w 25°C
NaNO; 2,0
KH,PO4 0,7
K;HPO4 0,3
Pozywka KCl 0,5
niepetnowartosciowa MgS04x7H,0 0,01
agar 20
woda destylowana do 1l
il iac Ocena odpornoséci materiatéw
NaNOg 4 na dziatanie plesni
KH,PO4 0,7
K:HPO, 0,3
Pozywka KLl 0
petnowartosciowa MgsDaxvhal 0,01
glukoza 30
agar 20
woda destylowana do 1|
pH=6,0-6,5 w 25°C
NaNO; 2.0
KH;PO4 0,7
K2HPO4 0,3
. . KCl 0,5 Przygotowanie zawiesiny
izt sl MgSOex7H,0 0,01 plesni
Tween 80 0,5
woda destylowana do 1l
pH=6,0-6,5 w 25°C
Fizjologiczny roztwor NaCl 8,5

Ptyn do rozcieniczen




pepton kazeinowy 17

pepton sojowy 3

NacCl 5 Neutralizator w  badaniu
T glukoza 2.5 aktywnosci

K:HPO, 2,5 przeciwdrobnoustrojowej

Lecytyna 1 materiatéw

Tween 80 7

pH=6,8-7,2 w 25°C

Bromek 10-nonylo
oranzu akrydyny o stezeniu
1 pg/ml wody

Barwienie komodrek bakterii,
badanie adhezji

Bromek 10-nonylo
oranzu akrydyny

2.4. Metody badan
2.4.1. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej materiatéw metodq hodowlang
Badania prowadzono w oparciu o Standard Test Method for Determining the
Activity of Incorporated Antimicrobial Agent(s) in Polymeric or Hydrophobic Materials
ASTM E2180. W badaniach na powierzchnie materiatlu umieszczonego w sterylnym
naczyniu nanoszono 0,2 ml zawiesiny mikroorganizméw w soli fizjologicznej z 0,3%
dodatkiem agaru. Bezposrednio po naniesieniu (t=0) zawiesing zmywano przy uzyciu
10 ml neutralizatora i okreslano liczebnos$¢ bakterii i grzybéw metoda hodowlang
na pozywce TSA (bakterie) i MEA (grzyby).
Prébki z naniesionymi zawiesinami inkubowano w temperaturze 30°C przez
24 godziny. Po tym czasie (t=24) zawiesine zmywano przy uzyciu 10 ml neutralizatora
i okreslano liczebno$c¢ bakterii i grzybéw metoda hodowlang na pozywce TSA (bakterie)
i MEA (grzyby).
Wyniki podawano jako liczbe jednostek tworzgcych kolonie na 1 cm? powierzchni
materiatu (jtk/cm?).
Okreslano wspotczynniki zamierania mikroorganizmow dla materiatéw z dodatkami oraz

materiatu wzorcowego:
D = (log liczby mikroorganizmow -0 — log liczby mikroorganizmow i-24)

Badania prowadzono na trzech niezaleznych prébkach.

2.4.2. Ocena odpornosci materiatléw na kolonizacje przez grzyby plesniowe metodg
hodowlang oraz pomiaru ergosterolu

Badany materiat uktadano w ptytce Petriego i nanoszono zawiesing plesni w
roztworze soli oraz w roztworze soli z glukozg (pkt. 2.4.3). Préby inkubowano w komorze
klimatycznej w temperaturze 28°C i wilgotnosci wzglednej powietrza WWP 80% (komora
klimatyczna Binder) przez cztery tygodnie. Po tym czasie okreslano zywotnos¢ grzybéw na
powierzchni materiatu z wykorzystaniem metody hodowlanej. W tym celu badany materiat
odciskano na pozywce MEA i inkubowano przez 5 dni w temperaturze 28°C, a nastepnie
oceniano wzrost plesni.



Ocena rozwoju grzybow plesniowych na materiatach poprzez pomiar sktadnika bfon
komérkowych — ergosterolu ma zastosowanie wtedy, gdy metodami hodowlanymi nie jest to
mozliwe i gdy plesnie s3 na takim etapie rozwoju, ze nie s3 widoczne makroskopowo, lub gdy
s nieaktywne — martwe. W badanych przypadkach metoda hodowlana byta wystarczajgca do
okreslenia odpornosci materiatéw na kolonizacje przez grzyby plesniowe, w zwigzku z tym
zrezygnowano z metody opartej na pomiarze ergosterolu.

2.4.3. Ocena odpornosci materiafow na kolonizacje przez grzyby plesniowe metodq
hodowlang wedifug PN-EN ISO 846 2002
Badania prowadzono wedtug PN-EN I1SO 846 2002 ,Tworzywa sztuczne. Ocena
dziatania mikroorganizmow”. W badaniach stosowano szczepy grzybéw plesniowych w
postaci réwnoobjetosciowej mieszaniny zawierajacej zawiesiny  zarodnikow
(ok.108 jtk/ml) w roztworze soli (Tab. 3) lub soli z 3%glukoza.

W badaniach stosowano trzy warianty:

A - w celu oceny naturalnej odpornosci badanego materiatu, w przypadku, gdy nie ma innej
substancji odiywczej i wykazania czy badany materiat jest Zrédtem pozywienia dla
mikroorganizmow.

B i B— w celu oceny efektu grzybostatycznego oraz okreslenia wptywu powierzchniowych
zanieczyszczen na wlasciwosci materiatu.

Na pozywce niepetnowartosciowej w metodzie A i petnowartosciowej w metodzie B
uktadano badany materiat. Nastepnie na powierzchnie pozywki i préb materiatu nanoszono
réwnomiernie zawiesing mikroorganizmow (w roztworze soli — metoda A oraz w roztworze soli
z glukozg — metoda B i B'). W metodzie B’ materiat uktadano na pozywce z 5 dniowg hodowlg
badanych organizméw i nanoszono roztwor soli z glukozg na powierzchnie materiatu. Prébki
inkubowano w komorze klimatycznej w temperaturze 28°C i wilgotnosci wzglednej powietrza
WWP 80% (komora klimatyczna Binder) przez cztery tygodnie. W trakcie inkubacji oceniano
wzrost drobnoustrojow na powierzchni materiatu. Prébki oceniano makroskopowo, stosujac
skale ocen zgodnie z norma PN-EN 1SO 846 (Tab. 4 5).

Tabela 4 Ocena wzrostu mikroorganizméw wg normy
intensywnos¢ wzrostu Ocena

brak widocznego wzrostu pod mikroskopem

wzrost niewidoczny nieuzbrojonym okiem, widoczny pod mikroskopem

wzrost widoczny nieuzbrojonym okiem, pokrywajacy do 25% powierzchni proby

wzrost widoczny nieuzbrojonym okiem, pokrywajacy do 50% powierzchni proby

znaczny wzrost, pokrywajgcy wiecej niz 50% powierzchni proby

intensywny wzrost pokrywajacy catg powierzchnie préby

U b WN R O




Tabela 5. Ocena badanego materiatu wg normy

Metoda Intensywnos¢ Ocena badanego materiatu
wzrostu
0 Materiat nie jest pozywka dla mikroorganizmoéw
Materiat zawiera substancje stanowigce poiywke lub jest
A 1 zanieczyszczony w niewielkim stopniu, umozliwiajgcym
nieznaczny wzrost
Materiat nie jest odporny na dziatanie mikroorganizmoéw i
od2do5 . . . . . :
zawiera substancje stanowiace pozywke dla ich rozwoju
BiR 0 Silny efekt grzybostatyczny
odldo5 Brak efektu grzybostatycznego

2.4.4. Ocena odpornosci materiatow na tworzenie biofilmow przez bakterie i droizdze
metodq mikroskopii fluorescencyjne;j.

Do poizywki Mg dodano po 200 pl zawiesiny drobnoustrojéw o gestosci
ok. 10% kom/ml. Nastepnie wprowadzono prébki polimeréw. Hodowle prowadzono
w temperaturze 30°C przez 7 dniw warunkach dynamicznych, podczas delikatnego
wytrzasania. W pracy stosowano wstrzasarke laboratoryjng firmy Elpin+ o ruchu
eliptycznym. Zastosowano predkosé¢ wytrzasania 110 cykli na minute, amplitude
o wartosci 10. Nastepnie polimery wyjmowano z pozywki i przemywano doktadnie
sterylng woda destylowang w celu usuniecia komodrek niezaadherowanych
do powierzchni (planktonicznych) i nanoszono na powierzchnie roztwor barwnika —
bromku 10-nonylo oranzu akrydyny. Inkubowano przez 120 sekund, po czym barwnik
zmywano woda destylowang, suszono i przystepowano do badania mikroskopowego
(Gutarowska iin., 2012)%.

Obserwacje mikroskopowe byly prowadzone przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
Olympus CX 41 z wyposazeniem do pomiaru epifluorescencji z kamerg cyfrowa DP70 przy
powiekszeniu catkowitym mikroskopu 1000x. Obrébke oraz archiwizacje zdjec
prowadzono przy uzyciu programu Cell B Olympus.

Na podstawie liczby komdrek widocznych w 20 polach widzenia okreslano stopien
adhezji bakterii do polimeréw korzystajac ze skali zaproponowanej przez (Le Thi i in.
2001)%

1 stopien od 0 do 5 komdrek w polu widzenia;

2 stopien od 5 do 50 komérek w polu widzenia;

3 stopien tylko pojedyncze komorki (powyzej 50 w polu widzenia), brak
mikroskupisk;

4 stopied - pojedyncze komorki + mate mikroskupiska;

! Gutarowska B., Piotrowska M., Zakowska Z., Gwozdziriski K. (2012) Analiza przydatnosci metod oznaczania
adenozynotrifosforanu (ATP) oraz mikroskopii fluorescencyjnej do oceny zywotnosci i adhezji bakterii na
powierzchni bioaktywnych polimeréw. Polimery, 57 (3), 236-245.

2 le Thi T.T., Prigent-Combaret C,, Dorel C., Lejeune P. (2001) First stages of biofilm formation:
characterization and quantification of bacterial functions involved in colonization process. Methods
Enzymol 336, 152-159.



5 stopien - duze, niefaczace sie mikroskupiska + pojedyncze komérki;

6 stopien - taczace sie mikroskupiska + pojedyncze komorki;
7 stopien - ¥ pola widzenia pokryta biofilmem;

8 stopienn - % pola widzenia pokryta biofilmem;

9 stopiern - cate pole widzenia pokryte biofilmem.

2.4.5. Ocena zmian strukturalnych materiatow pod wplywem mikroorganizmow

Badaniom zmian strukturalnych metoda FTIR poddano prébki materiatow po adhezji
bakterii i drozdzy oraz dziataniu grzybéw plesniowych (pkt. 2.4.3 i 2.4.4). Wykorzystano
spektroskop w podczerwieni z transformacja Fouriera firmy Thermo Scientific Nicolet
6700 stosujac przystawke ATR do szybkiej analizy ciat statych wyposazong w krysztat
diamentowy w zakresie 400-4000cm’?, ze zdolnoscig rozdzielczg 4 cm 1.

Badaniom mikroskopowym z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego
skaningowego poddano wybrane probki materiatéw, na ktérych wykazano adhezje
bakterii.

Ze wzgledu na rodzaj prébki do obserwacji powierzchni materiatu wykorzystano
mikroskop JSM-6610LV (JEOL, USA) i warunki niskiej prézni LV.



3. Woyniki badan

3.1. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej materiatéw metodg hodowlang

W tabelach 6-12 przedstawiono wyniki badan. Wartosci w tabelach sa Srednimi
z trzech pomiaréw. Kolorem zielonym zaznaczono te materiaty dla ktérych wykazana
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa byta istotna.

Tabela 6. Wyniki badan — Escherichia coli

Liczba mikroorganizméw Log liczby
Materiat jtk/em? mikroorganizméw D
t=0 t=24 t=0 t=24

LSR+nano Cu/SiO; 100 ppm | 5,0x10° 9,7x10° 5,70 5,99 -0,29
LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm | 5,0x10° 3,0x10° 5,70 5,48 0,22
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 8,0x10° 1,1x10° 5,90 6,04 -0,14
LSR+nano Ag/Si0; 300 ppm | 3,0x10° 1,6x10° 5,48 5,20 0,28
LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm | 6,0x10° 8,0x10? 5,79 2,90 2,89
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 1,0x10° 1,0x10? 5,00 2,00 3,00
LSR (prébka odniesienia) 2,0x10° 5,8x10° 5,30 5,76 -0,46

Tabela 7. Wyniki badan — Staphylococcus aureus

Liczba mikroorganizmow Log liczby
Materiat jtk/ecm? mikroorganizméw D
t=0 t=24 t=0 t=24

LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm | 2,0x10° 1,7x10° 4,30 5,23 0,07
LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm | 2,0x10° 2,2x10° 5,30 5,34 -0,04
LSR+nano Ag/Si0; 100 ppm | 1,0x10° 1,6x10° 5,00 5,20 -0,20
LSR+nano Ag/SiO: 300 ppm | 1,0x10° 3,0x10° 5,00 5,48 -0,48
LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm | 1,0x10° 1,6x10° 5,00 5,20 -0,20
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 1,0x10° 1,5%10° 5,00 5,18 0,18
LSR (prébka odniesienia) 1,0x10° 3,4x10° 5,00 5,53 -0,53

Tabela 8. Wyniki badan — Pseudomonas fluorescens

Liczba mikroorganizmoéw Log liczby
Materiat jtk/em? mikroorganizméw D
t=0 t=24 t=0 t=24
LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm | 3,0x10° 3,2x10° 5,48 6,51 -1,03
LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm | 5,0x10° 2,6x10° 5,70 6,41 -0,71
LSR+nano Ag/Si0; 100 ppm | 1,0x10° 5,8x10° 5,00 6,76 -0,76
LSR+nano Ag/SiO, 300 ppm | 3,0x10° 2,3x10° 5,48 6,36 -0,88
LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm | 1,0x10° 2,4x10° 5,00 5,38 -0,38
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 1,0x10° 2,3x10° 5,00 6,36 -1,36
LSR (prébka odniesienia) 2,0x10° 5,8x10° 5,30 5,76 -0,46

Poczatkowa liczba bakterii naniesiona na powierzchnie silikondw byta na poziomie
okoto 10° kom/cm?. Po 24 godzinach kontaktu liczba bakterii Escherichia coli jedynie na
materiale zawierajagcym TiO2 ulegta znacznemu obnizeniu o okoto 3 wartosci
logarytmiczne (Tab.6). Oznacza to, ze analizowany materiat dziata hamujaco na rozwoj



bakterii gramujemnych. W przypadku pozostatych materiatéw zawierajacych srebro lub
miedz ich liczba, nieznacznie przyrosta (100 ppm) lub zmalata (300 ppm). W materiale
odniesienia odnotowano przyrost liczby E.coli. Dla pozostatych bakterii Staphylococcus
aureus oraz Pseudomonas fluorescens obserwowano przyrost ich liczebnosci na
wszystkich materiatach, przekraczajgcy nawet wartos¢ jednego logarytmu (LSR+nano
Ag/TiO; 300 ppm; P.fluorescens).

Tabela 9. Wyniki badan - Candida albicans

Liczba mikroorganizmow Log liczby
Materiat jtk/cm? mikroorganizméw D
t=0 t=24 t=0 t=24

LSR+nano Cu/SiO; 100 ppm | 3,0x10° 3,0x10° 5,48 5,48 0
LSR+nano Cu/Si0O; 300 ppm | 1,0x10° 3,9x10* 5,00 4,59 0,41
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 2,0x10° 2,7x10° 4,30 6,43 -1,13
LSR+nano Ag/Si0O; 300 ppm | 1,0x10° 8,0x10°% 5,00 3,90 1,1
LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm | 6,0x10* 3,3x10* 4,78 4,52 0,26
LSR+nano Ag/TiO, 300 ppm | 7,0x10* 2,7x10* 4,85 4,43 0,42
LSR (prébka odniesienia) 5,0x10* 3,7x10* 4,70 4,57 0,13

Sposréd badanych materiatdow najwyiszg aktywnos¢ przeciwdrozdzowa wykazywat
materiat LSR+nano Ag/SiO; w ilosci 300 ppm. Obserwowano obnizenie liczby zywych komérek
Candida albicans o jeden rzad wielkosci. Redukcje liczby drozdzy ale juz nie tak znaczaca
odnotowano tez na materiatach zawierajacych srebro lub miedz w ilosci 300 ppm (Tab.9).

Tabela 10. Wyniki badan — Aspergillus niger

Liczba mikroorganizméw Log liczby

Materiat jtk/cm? mikroorganizméw D

t=0 t=24 t=0 t=24
LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm | 1,1x10° 7,0x10* 5,04 4,85 0,19
LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm | 1,0x10° 1,1x10* 5,00 4,04 0,96
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 1,7x10° 9,0x10* 5,23 4,95 0,28
LSR+nano Ag/SiO; 300 ppm | 1,2x10° 6,9x10* 5,08 4,84 0,24
LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm | 1,6x10° 5,9x10* 5,20 4,77 0,43
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 1,6x10° 8,0x10* 5,20 4,90 0,30
LSR (prébka odniesienia) 1,5x10° 9,1x10* 5,18 4,96 0,22

Tabela 11. Wyniki badan — Penicillium chrysogenum
Liczba mikroorganizmow Log liczby

. . . e D

Materiat jtk/cm? mikroorganizméw

t=0 t=24 t=0 t=24
LSR+nano Cu/SiO; 100 ppm | 2,8x10° 2,5x10° 5,45 5,40 0,05
LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm | 3,6x10° 2,0x10° 5,56 5,30 0,26
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 4,8x10° 2,9x10° 5,68 5,46 0,22
LSR+nano Ag/SiO; 300 ppm | 4,3x10° 2,6x10° 5,63 5,41 0,22
LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm | 3,9x10° 2,7x10° 5,59 5,43 0,16
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 3,7x10° 1,2x10* 5,57 4,08 1,49
LSR (prébka odniesienia) 3,8x10° 2,8x10° 5,58 5,45 0,13
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Tabela 12. Wyniki badan — Cladosporium herbarum

Liczba mikroorganizmoéw Log liczby
Materiat jtkfem? mikroorganizmoéw D
t=0 t=24 t=0 t=24

LSR+nano Cu/SiO; 100 ppm | 1,0x10° 6,0x10* 5,00 4,78 0,22
LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm | 7,0x10° 2,7x10* 4,85 4,43 0,42
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 3,0x10° 1,0x10° 4,48 5,00 -0,52
LSR+nano Ag/SiO, 300 ppm | 8,0x10° 3,1x10° 4,90 4,49 0,41
LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm | 1,4x10° 6,5%x10* 5,15 4,81 0,34
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 9,0x10° 7,6x10* 4,95 4,88 0,07
LSR (prébka odniesienia) 8,0x10° 3,7x10% 4,90 4,57 0,33

Badane silikony charakteryzowaty sie zréznicowang aktywnoscia przeciwplesniowa,
zalezng od sktadu materiatu oraz gatunku grzybow plesniowych. Kontakt z materiatem
LSR+nano Cu/SiOz 300 ppm spowodowat obnizenie liczby zywych zarodnikéw Aspergillus
niger o prawie jedng wartos$c¢ logarytmiczng (Tab. 10) oraz o pdt logarytmu liczbe
Cladosporium herbarum (Tab. 12). Najwyisza aktywnos¢ odnotowano dla materiatu
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm, ktory spowodowat redukcje liczby Penicillium chrysogenum

o ponad jeden rzad wielkosci.

Na rysunku 1 zestawiono zbiorcze wyniki powyzszych badan. Przedstawiono tylko

rezultaty wskazujace na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych materiatow.

3,5

Cu/si02 300

u E.coli

Rysunek 1. Wyniki aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej badanych silikonow

w C.albicans

Ag/Si02 300

A.niger

P.chrysogenum

3
2,5
2
[a]
1,5
1
0,5 - _

Ag/TiO2 100 Ag/Ti02 300

C.herbarum




Podsumowanie

1. Materiaty zawierajgce Ag/TiOz wilosci 100 i 300 ppm charakteryzowaty sie wysoka
aktywnoscig przeciwbakteryjng w stosunku do Escherichia coli i nieco nizszg
przecigrzybowg w stosunku do Candida albicans i Penicillium chrysogenum.

2. Materiat zawierajacy Cu/SiO; w ilosci 300 ppm wykazywat aktywnos¢
przeciwgrzybowa w stosunku do C.albicans, A.niger i C.herbarum.

3. Material zawierajacy Ag/SiO; w ilosci 300 ppm wykazywat aktywnosc
przeciwgrzybowa w stosunku do C.albicans i C.herbarum.

4. Pozostate materiaty nie wptywaly w znaczacy sposéb na przezywalnosc bakterii
i grzybow, a nawet w niektorych przypadkach stymulowaty ich wzrost.
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Ocena odpornosci materiatow na tworzenie biofilmow przez bakterie i droidze
metodq mikroskopii fluorescencyjnej
Badania z wykorzystaniem techniki mikroskopii fluorescencyjnej wykazaty brak
tworzenia biofilméw na powierzchni materiatéw. Jednak bakterie adherowaty do powierzchni
w zroznicowanym stopniu. W tabeli 13 przedstawiono wyniki analiz mikroskopowych

3.2.

wyrazone w stopniach adhezji zgodnie z pkt. 2.4.4 metodyki.

W wiekszosci przypadkéw stopiern adhezji wynosit 1 lub 2, co oznacza, ie
w wiekszosci pdl widzenia (sposrdd 20) obserwowano pojedyncze komorki do 5 (stopien 1)
lub do 50 (stopiern 2). Pojawianie sie mikroskupisk wskazujagcych na tendencje
mikroorganizméw do tworzenia biofilméw odnotowano dla E.coli na materiale LSR+nano
Ag/Si0; 300 ppm (Fot. 4a) oraz dla S.aureus na LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm oraz na prébce
odniesienia. W zadnym z wariantéow doswiadczenia nie zaobserwowano tworzenia sie
biofilmu, tj. pojawiania sie wyzszych stopni adhezji (6-9).

Fotografie 1-7 przedstawiajg obrazy mikroskopowe powierzchni
z zaadherowanymi komdrkami drobnoustrojow wybarwionymi na kolor zéfto-pomararnczowy.
W hodowli Candida albicans na LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm zaobserwowano obecnos¢
komdrek bakterii przetrwalnikujacych stanowigcych zakazenie proébki, prawdopodobnie
whniesione wraz z materiatem. Odnotowano pojedyncze komaérki oraz mikroskupiska.

materiatow

Tabela 13. Zbiorcze wyniki badania adhezji bakterii i drozdzy do powierzchni materiatéw

Materiat Dominujace stopnie Pojawienie sie wyiszych Uwagi
adhezji stopni adhezji (6,7,8,9)
Escherichia coli
LSR+nano Cu/SiO; 100 ppm | 1,2 - Fot.1a
LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm | 1,2 - Fot.2a
LSR+nano Ag/Si0; 100 ppm | 2,3 - Fot.3a
LSR+nano Ag/Si0; 300 ppm | 2,3 (4) - Fot.4a
LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm | 1 - Fot.5a
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 1 - Fot.6a
LSR (prébka odniesienia) 1 - Fot.7 a
Staphylococcus aureus
LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm | 1,2 - Fot.1b
LSR+nano Cu/Si0O; 300 ppm | 1,2 - Fot.2b
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 2 - Fot.3b
LSR+nano Ag/SiO, 300 ppm | 1,2 - Fot.4b
LSR+nano Ag/TiO2 100 ppm | 2,3 (4) - Fot.5b
LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm | 1 - Fot.6b
LSR (probka odniesienia) 1,2(4) - Fot.7b
Pseudomonas fluorescens
LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm | 1,2 - Fot.1c
LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm | 1 - Fot.2 ¢
LSR+nano Ag/Si0; 100 ppm | 1 - Fot.3c
LSR+nano Ag/Si0; 300 ppm | 1 - Fot. 4 ¢
LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm | 1 - Fot.5¢
LSR+nano Ag/TiO2 300 ppm | 1,2 - Fot.6¢
LSR (prébka odniesienia) 1 Fot. 7 ¢
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Candida albicans

LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm | 1 - Fot.1d
LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm | 1 2 Fot.2d
LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm | 1* - Fot.3d
LSR+nano Ag/Si0, 300 ppm | 1 - Fot.4d
LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm | 1 - Fot.5d
LSR+nano Ag/TiO, 300 ppm | 1 - Fot.6d
LSR (prébka odniesienia) 1 - Fot. 7d

* stwierdzono obecno$é baterii przetrwalnikujgcych (stopien adhezji 2, 3, a nawet 4)

Fotografia 1. Adhezja mikroorganizméw do powierzchni LSR+nano Cu/SiOz 100 ppm

a— Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; c — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans
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Fotografia 2. Adhezja mlkroorgamzmow do powierzchni LSR+nano Cu/SiO2 300 ppm
a - Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; ¢ — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans

Fotografia 3. Adhezja mikroorganizméw do pow1erzchm LSR+nano Ag/SlOz 100 ppm
a — Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; c — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans
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Fotografia 4. Adhezja mikroorganizméw do powierzchni LSR+nano Ag/SiO; 300 ppm
a — Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; ¢ — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans

Fotografia 5. Adhezja mlkroorgamzmow do powierzchni LSR+nano Ag/TiO2 100 ppm
a— Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; c — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans
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Fotografia 6. Adhezja mikroorganizméw do powierzchni LSR+nano Ag/TiO2 300 ppm
a — Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; ¢ — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans

Fotografia 7. Adhezja mikroorganizméw do powierzchni LSR
a — Escherichia coli; b — Staphylococcus aureus; c — Pseudomonas fluorescens; d — Candida albicans
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Podsumowanie

1. Bakterie Escherichia coli adheruja w najwiekszym stopniu do LSR+nano
Ag/Si02 100 ppm i 300 ppm. Jednak w warunkach prowadzenia doswiadczenia nie
wykazano obecnosci biofilmu.

2. Bakterie Staphyloccus aureus adheruja w najwiekszym stopniu do LSR+nano
Ag/TiO2 100 ppm i materiatu odniesienia, tworzac mikroskupiska. Jednak w
warunkach prowadzenia doswiadczenia nie wykazano obecnosci biofilmu.

3. Pozostate badane mikroorganizmy adheruja do silikonéw w nieznacznym stopniu.

3.3. Ocena odpornosci materiatéw na kolonizacje przez grzyby plesniowe metodg
hodowlang

Kolejny etap miat na celu pokazanie, czy grzyby plesniowe naniesione na badany
materiat w formie zawiesiny w soli i w soli z dodatkiem glukozy i inkubowane przez miesiac
zamierajg na tym materiale, czy tez intensywnie rosng. Zatozono, ze wzrost pleéni nie
bedzie widoczny makroskopowo, jak réwniez po odcisnieciu na pozywce
mikrobiologicznej i w takim przypadku zostanie wykorzystana metoda pomiaru
ergosterolu do kontroli rozwoju plesni. Jednak obserwowano niewielki makroskopowy
wzrost na materiatach z zawiesing w roztworze glukozy. Na wszystkich materiatach
odnotowano obecnos¢ zywych zarodnikéw plesni, o czym swiadczy wzrost kolonii
na pozywkach z odciskami materiatéw (Tab.14). Z tego wzgledu zrezygnowano z metody
oznaczania ergosterolu, ktéra nie wniostaby niczego nowego do wynikéw badan.
Zaobserwowano ponadto, ze na materiatach z glukoza dominowat Aspergillus niger, za$
na materiatach, gdzie zawiesina byta sporzadzona w soli wzrost byt mniej intensywny,
a dominowat Penicillium chrysogenum. Stwierdzono réwniez ograniczenie rozwoju
grzybow na materiatach modyfikowanych nanoczastkami, w poréwnaniu z materiatem

odniesienia.
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Tabela 14. Wyniki badan materiatéw na kolonizacje przez grzyby plesniowe metoda
hodowlanag
Materiat Z glukoza

Bez glukozy |

LSR+nano
Cu/Si0; 300 ppm

LSR+nano
Ag/Si0, 300 ppm

LSR+nano
Ag/TiO; 300 ppm

LSR
(prébka odniesienia)
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3.4. Ocena odpornosci materialéow na kolonizacje przez grzyby plesniowe metodq

wedtug PN-EN ISO 846 2002

W pierwszym etapie zastosowano wariant badan, w ktérym nie dodawano do
pozywki dodatkowego Zrédfa wegla. Celem doswiadczenia byto stwierdzenie, czy badany
materiat jest wykorzystywany przez grzyby jako pozywka oraz w jaki sposéb zawarte w
silikonach zwiazki oddziatywaja na badane mikroorganizmy. W tabeli 15 przedstawiono
wyniki badan prowadzonych metodg A. Wykazano brak wzrostu grzybdéw plesniowych na
powierzchni silikonéw, zaréwno z dodatkiem zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych jak i
w probie odniesienia. Oznacza to, ze analizowane materiaty nie sg wykorzystywane przez
plesnie jako Zrodto wegla.

Tabela 15. Ocena oddziatywania grzybéw na materiaty (metoda A)

Materiat Intensywnos$¢ wzrostu

LSR+nano Cu/SiO, 100 ppm 0

LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm 0

20



LSR+nano Ag/Si0, 100 ppm

LSR+nano Ag/SiO; 300 ppm

LSR+nano Ag/TiO, 100 ppm

LSR+nano Ag/TiO, 300 ppm
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LSR (probka odniesienia) 0

Kolejna cze$¢ badan (B i B') miata na celu ustalenie, czy grzyby plesniowe moga
rosng¢ na badanych materiatach, gdy jest obecne irédto wegla (w postaci pozywki
mikrobiologicznej). Warunki zastosowane w eksperymencie sg zblizone do wystepujacych
w naturze, gdzie drobiny kurzu osadzajg sie na powierzchniach, niosgc z sobg zwigzki
wegla. Wyniki przedstawiono w tabeli 16. Nie stwierdzono hamowania rozwoju grzybéw
plesniowych na pozywce wokot prébki materiatu. Grzyby nie rosty na powierzchni
materiatu, jedynie na jego bokach; wzrost w 5-stopniowej skali zostat oceniony na 1.

Metoda B’ wykazata brak widocznego wazrostu grzybdéw plesniowych na
powierzchni materiatow — ocena 0 (tab.17).

Tabela 16. Ocena oddziatywania grzybéw na materiaty (metoda B)

Materiat Intensywnos¢ wzrostu

LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm 1
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LSR+nano Cu/Si0; 300 ppm

LSR+nano Ag/SiO, 100 ppm

LSR+nano Ag/Si0O; 300 ppm

LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm
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LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm

LSR (probka odniesienia)

Tabela 17. Ocena oddziatywania grzybow na materiaty (metoda B’)

Materiat

Intensywnos¢ wzrostu

LSR+nano Cu/Si0; 100 ppm
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LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm

LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm

LSR+nano Ag/SiO; 300 ppm

LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm
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LSR+nano Ag/TiO, 300 ppm 0

LSR (probka odniesienia) 0

Tabela 18 przedstawia podsumowanie oceny badanych silikonoéw wg normy PN-EN 1SO
846

Tabela 18. Ocena badanych silikonéw wg normy PN-EN ISO 846

Intensywnos¢ wzrostu
Metoda A Metoda B

Materiat Ocena badanych farb

LSR+nano Cu/Si02 100 ppm
LSR+nano Cu/SiO2 300 ppm

LSR+nano Ag/Si0O2 100 ppm Materiat nie jest poiywka dla
LSR+nano Ag/SiO2 300 ppm | O 1 grzybow.

LSR+nano Ag/TiO2 100 ppm Brak efektu grzybostatycznego
LSR+nano Ag/TiO2 300 ppm

LSR (probka odniesienia)

Podsumowanie
1. Badane silikony nie sg wykorzystywane jako Zrédio wegla przez grzyby pleéniowe
2. Grzyby plesniowe nie rosng na materiatach w obecnosci Zrodta wegla, jednoczesnie ich
wzrost wokot silikonéw nie jest hamowany.
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3.5. Ocena zmian strukturalnych materiatéw pod wptywem mikroorganizméw

3.5.1. Metoda FTIR

Metoda badania widma silikondw w podczerwieni jest narzedziem, ktére moze
okreslié zmiany w strukturze chemicznej polimeréw zachodzgce pod wptywem dziatania
mikroorganizmow, tj. w przypadku gdy materiat moze by¢ modyfikowany dzieki
aktywnosci enzymatycznej drobnoustrojow lub pod wptywem ich metabolitéw.

Na rysunkach 2-36 przedstawiono widma badanych materiatéw poddanych
dziataniu plesni (pkt 2.4.3), bakterii i drozdzy (pkt.2.4.4). Kolorem
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Rys. 21. Widmo FTIR LSR+nano Ag/TiOz 300 ppm po dziataniu Staphylococcus aureus
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Rys. 22. Widmo FTIR LSR po dziataniu Staphylococcus aureus
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Rys. 23. Widmo FTIR LSR+nano Ag/SiO2 100 ppm po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 24. Widmo FTIR LSR+nano Ag/SiOz 300 ppm po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 25. Widmo FTIR LSR+nano Cu/SiOz 100 ppm po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 26. Widmo FTIR LSR+nano Cu/SiO2 300 ppm po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 27. Widmo FTIR LSR+nano Ag/TiO2 100 ppm po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 28. Widmo FTIR LSR+nano Ag/TiO2 300 ppm po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 29. Widmo FTIR LSR po dziataniu Pseudomonas fluorescens
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Rys. 30. Widmo FTIR LSR+nano Ag/SiO. 100 ppm po dziataniu Candia albicans
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Rys. 31. Widmo FTIR LSR+nano Ag/SiOz 300 ppm po dziataniu Candia albicans
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Rys. 32. Widmo FTIR LSR+nano Cu/SiO2 100 ppm po dziataniu Candia albicans
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Rys. 33. Widmo FTIR LSR+nano Cu/SiO2 300 ppm po dziataniu Candia albicans

42



« Reteitanc)

= Renextane |

: |
!
wi
H
IS
ate e %00 100 1% %3 200 %60 2000 e 2000 130 o ad 1200 1000

L2ty fakwe (e 1)

Rys. 34. Widmo FTIR LSR+nano Ag/TiO; 100 ppm po dziataniu Candia albicans
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Rys. 35. Widmo FTIR LSR+nano Ag/TiO; 300 ppm po dziataniu Candia albicans
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Rys.36. Widmo FTIR LSR po dziataniu Candia albicans

W wigkszosci analizowanych przypadkéw nie stwierdzono zadnych zmian w widmie
FTIR badanych prébek w poréwnaniu z analogicznym materiatem przed doswiadczeniem.
Widmo byto charakterystyczne dla polimerdéw silikonowych.
Jedynie materiaty LSR+nano Ag/SiO, 300 ppm, LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm, LSR+nano
Ag/TiO2 100 i 300 ppm oraz wzorzec LSR poddane dziataniu Pseudomonas fluorescens
oraz Candida albicans wykazywaty niewielkie zmiany w postaci dodatkowego piku w
zakresie 1600 cm™ (Rys. 24, 26, 27, 28 i 29, 33,34, 35 i 36), jak rowniez Ag/TiO, 100 ppm
po dziataniu plesni w metodzie B (Rys.6). Wskazana bytaby diuzsza inkubacja prébek w
celu wykazania, czy zmiany te pogtebiaja sie.

3.5.2. Metoda mikroskopii elektronowej

Obserwacjom w mikroskopie elektronowym skaningowym poddano wybrane
probki, w ktérych na podstawie analizy technika mikroskopii fluorescencyjnej wykazano
obecnosé mikrokoskupisk. Strzatkami zaznaczono komarki mikroorganizmow (Fot. 8-11).

Badania wykazaly, ze badany materiat nie jest jednorodny, wystepujg w nim
zagtebienia, w ktérych gtéwnie obserwowano obecnosé mikroorganizmow. W zadnym z
przypadkdéw nie zaobserwowano tworzenia biofilmu. Jedynie na Fot. 11 przedstawiajgce;j
powierzchnie LSR+nano Cu/SiO; 300 ppm po dziataniu Staphylococcus aureus widoczne s
skupiska komérek, ktére moga wskazywac na tendencje to tworzenia biofilmu przy
dtuzszym czasie kontaktu polimeru z bakteriami. Moze o tym sSwiadczyé zaznaczone
skupisko czterech komérek otoczonych ciemniejsza masa.
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LSElI 20kV 50Pa x1,100 10pum

/

LSEl 20kV 50Pa x6,500 2pm

Fot. 8 Obraz mikroskopowy LSR+nano Ag/TiO2 100 ppm po dziataniu Staphylococcus
aureus
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LSElI 20kV 50Pa x1,200 10pm T

LSEl 20kV 50Pa x9,000 2um

Fotografia 9. Obraz mikroskopowy LSR+nano Ag/Si0.300 ppm po dziataniu
Staphylococcus aureus
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LSEl 20kV 50Pa x1,000 10pm

LSEl 20kV 50Pa x3,000 S5um

Fotografia 10. Obraz mikroskopowy LSR po dziataniu Staphylococcus aureus
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LSElI 20kV 60Pa x1,000 10pm

LSElI 20kV 60Pa x4,300 5um

Fotografia 11. Obraz mikroskopowy LSR+nano Cu/Si0,300 ppm po dziataniu
Staphylococcus aureus
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Podsumowanie i wnioski
W tabeli 19 zestawiono wyniki badan, w ktérych wykazano zréznicowanie miedzy wariantami

doswiadczenia. Dla pozostatych punktéw wyniki wskazujg na pozytywne wiasciwosci materiatu w
kontekscie ich dziatania przeciwdrobnoustrojowego.

Tabela 19. Zestawienie wynikow badan

Wyniki 3.1. 3.2 3.5.
Materiat Ec | Sa | Pf [ Ca [An | Ch | Pc |Ec|Sa | Pf | Ca | Ec|Sa | Pf|Ca| p
Cu/Si02 100 | - - - - |- - : e e e e ] I e ]
Cu/Si02 300 | - - - + |+ + |- + |+ + + I . +
Ag/si02100 |- |- |- |- |- - - - | e [ e
Ag/Si02300 |- |- |- [l - BB - |- [l - [
Ag/Ti02 100 | + - - - + - - + |- + + + + : 2 :
Ag/Ti02 300 | + - E + - - + + |+ + + + + - - +
LSR - - - - - - - + |- + + + & - - +

3.1. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej materialtbw metoda hodowlana. 3.2. Ocena odpornosci
materiatéw na tworzenie biofilméw przez bakterie i drozdze metoda mikroskopii fluorescencyjnej.

3.5. Ocena zmian strukturalnych materiatéw pod wptywem mikroorganizméw

Ec — Escherichia coli; Sa — Staphylococcus aureus; Pf — Pseudomonas fluorescens; Ca — Candida albicans;

An — Aspergillus niger; Ch — Cladosporium herbarum; Pc - Penicillium chrysogenum; P — plesnie

{+) wynik wskazujacy na pozytywne wlasciwosci materiatu; (-) wynik wskazujacy na negatywne wtasciwosci
materiatu

Na podstawie przeprowadzonych badar mozna sformutowaé nastepujace wnioski:

1.

Materiaty zawierajgce Ag/TiO; w ilosci 100 i 300 ppm charakteryzowaty sie wysokg
aktywnoscig przeciwbakteryjng w stosunku do Escherichia colii nieco nizszg przecigrzybowa
w stosunku do Candida albicans i Penicillium chrysogenum.

Materiat zawierajacy Cu/SiO; w ilosci 300 ppm wykazywat aktywnos¢ przeciwgrzybowg w
stosunku do C.albicans, A.niger i C.herbarum.

Materiat zawierajgcy Ag/SiO: w ilosci 300 ppm wykazywat aktywnosc¢ przeciwgrzybowa w
stosunku do C.albicans i C.herbarum.

Pozostate materiaty nie wptywaty w znaczacy sposéb na przezywalnos¢ bakterii i grzybow,
a nawet w niektorych przypadkach stymulowaty ich wzrost.

Bakterie Escherichia coli adherujg w najwiekszym stopniu do LSR+nano Ag/SiO; 100 ppm i
300 ppm. Jednak w warunkach prowadzenia doswiadczenia nie wykazano obecnosci
biofilmu.

Bakterie Staphyloccus aureus adherujg w najwiekszym stopniu do LSR+nano Ag/TiO; 100
ppm i materiatu odniesienia, tworzac mikroskupiska. Jednak w warunkach prowadzenia
doéwiadczenia nie wykazano obecnosci rozwinigtego biofilmu.

Pozostate badane mikroorganizmy adherujg do silikondw w nieznacznym stopniu.

Badane materiaty nie sa pozywka dla grzybéw. Nie wykazujg efektu grzybostatycznego.

W wiekszosci analizowanych przypadkéw nie stwierdzono zadnych zmian w widmie FTIR
badanych prébek w poréwnaniu z analogicznym materiatem przed doswiadczeniem.
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