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SAZETAK

Hranom prenosive bolesti jedne su od najucestalijih bolesti u svijetu. Uzrokuju ih razni
mikroorganizmi koji se prenose hranom i vodom za pi¢e. U ovom istrazivanju promatran je
antibakterijski ucinak fotoaktiviranog cinkovog oksida na Sest patogena koji se prenose hranom
od kojih su 3 predstavnici gram-pozitivnih, a 3 predstavnici gram — negativnih bakterija.
Spektrofotometrijski utvrdene koncentracije bakterijskih suspenzija od 10 CFU/mL izlagane
su UV svjetlosti valne duljine 366 nm 3 i 5 minuta u prisustvu cinkovog oksida nanesenog na
polimerni nosac, a u¢inkovitost cinkovog oksida usporedena je s u¢inkovitosti samog nosaca i
UV svjetlosti. Bakterijska suspenzija nasadena je na Mueller Hinton agar tehnikom
nakapavanja 2 sata i 24 sata kasnije. Eksperiment je ponovljen kako bi se utvrdio u¢inak na
bakterijsku adheziju na polimerne nosace. Nosaé¢i su sonificirani u ultrazvuénoj kupelji i
dobivena suspenzija je nasadena na agar. Nakon inkubacije od 24 sata, brojene su kolonije.
Rezultati pokazuju da fotoaktivirani cinkov oksid ima statisti¢ki znacajno bolje djelovanje na
gram — negativne bakterije. Najotpornija bakterija je Staphylococcus aureus, a najosjetljivija
je Escherichia coli. Usporedba ucinka polimernih nosac¢a s cinkovim oksidom sa i bez
fotoaktivacije UV svjetlom potvrduje da je ucinak statisti¢ki znac¢ajan nakon 3 1 5 minuta u
prezivljavanju i1 broju adheriranih bakterija. Nakon 24 sata fotokataliticki u¢inak nije statisticki

znacajan §to se moze pripisati odgodenim u¢incima UV — a i oksidacijskog stresa.

Kljuéne rije€i: patogeni, hrana, cinkov oksid, fotokataliza



SUMMARY

Foodborne diseases are one of the most common illnesses in the world. They are caused by
various microorganisms distributed by food or potable water. In this research, antibacterial
effect of photoactivated zinc oxide was observed on six foodborne pathogens, three Gram
negative, and three Gram positive. Spectrophotometrically determined bacterial suspension of
105 CFU/mL was exposed to UV light at wavelength 366 nm for 3 and 5 minutes with zinc
oxide applied to polymer carrier, and the effectiveness of zinc oxide was compared to the
carrier and UV light on their own. Bacterial suspension was plated on Mueller Hinton agar
using drop plate technique 2 and 24 hours after exposure. The experiment was repeated to
determine the effect on bacterial adhesion to the polymer. Polymer carriers were sonicated in
an ultrasound bath and the acquired suspension was plated. After 24 hours of incubation,
colonies were counted for results. Results show that photoactivated zinc oxide has a statistically
significant effect on Gram negative bacteria. The most resistant bacterium was Staphylococcus
aureus, and the most susceptible bacterium was Escherichia coli. Comparison of effect
between polymer carriers with zinc oxide with and without UV light photoactivation confirms
that the effects of photoactivation are statistically significant after both 3 and 5 minutes in
bacterial survival and adherence to carriers. After 24 hours there was no significant effect

which could be due to postponed effects of UV radiation and oxidative stress.

Key words: pathogens, food, zinc oxide, photocatalysis
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Hrana je jedan od najvaznijih puteva prijenosa bolesti u svijetu zbog kontaminacije
mikroorganizmima. Sve ucestalija pojava patogena koji se prenose hranom ¢ine mikrobiolosku
sigurnost i kvalitetu hrane znacajnim javnozdravstvenim problemom. Svjetska zdravstvena
organizacija (SZO) procjenjuje da 600 milijuna ljudi godiSnje oboli zbog patogena koji se
prenose hranom, a mortalitet se procjenjuje na 400 tisuca ljudi [1]. Naj€es¢i uzroc€nici bolesti
su virusi i bakterije, kao §to su norovirusi, Escherichia coli i Salmonella spp. Ovim
istrazivanjem obuhvacéene su bakterije koje su predstavnici gram — pozitivnih i gram —

negativnih patogena koji se prenose hranom.

1.1.  Patogeni koji se prenose hranom
1.1.1. Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus je gram-pozitivni kok koji formira skupine sli¢ne grozdovima
promjera 0,5 do 1,5 um [2]. Nepokretna je bakterija i ne stvara spore. Lako raste na veéini
hranjivih podloga u aerobnim ili mikroaerofilnim uvjetima. Kolonije S. aureus na hranjivoj

podlozi su sitne, okrugle, konveksne, s jasnim rubovima i zute boje (Slika 1.) [3].

Slika 1. Staphylococcus aureus: a) bojenje po Gramu, b) kolonije na Mueller Hinton agaru



S. aureus je oportunisticki patogen koji moze uzrokovati Siroki spektar infekcija, od
koznih do potencijalno letalnih invazivnih bolesti. Smatra se posebno znacajnim zbog
kombinacije toksina, invazivnosti i rezistencije na antibiotike te je jedan od najucestalijih

uzro¢nika bolni¢kih i izvanbolnicki steCenih infekcija [4].

S. aureus ne formira spore, ali moze kontaminirati hranu prilikom pripreme ili obrade
hrane te ima sposobnost stvaranja biofilma. Moze rasti u velikom rasponu temperatura (7°C —
48,5°C), niskom pH (4,2) i visokim koncentracijama soli (do 15% NaCl). Zahvaljujuci
navedenim svojstvima, S. aureus moze rasti u raznoj hrani te dugo prezivjeti na raznim
povrsinama ili kozi ruku. Komenzal je ljudske koZe i sluznice, a najcesce se nalazi u predvorju
nosne Supljine (vestibulum nasi) te se tim putem moze $iriti izmedu pacijenata i zdravog

bolni¢kog osoblja i uzrokovati bolnic¢ke infekcije i superinfekcije [5].

Tipi¢na klini¢ka slika stafilokokne alimentarne intoksikacije javlja se brzo nakon
ingestije kontaminirane hrane (3 — 5 h). Simptomi ukljuc¢uju hipersalivaciju, mucninu,
povracanje i abdominalne grceve sa ili bez dijareje. lako je bolest samolimitirajuca 1 prolazi 24
do 48 sati nakon nastupa prvih simptoma, kod djece i starijih moZe biti vrlo teSka. Definitivni
dijagnosticki kriterij je pronalazak stafilokoknog enterotoksina u hrani ili minimalno 10° S.

aureus u ostacima sumnjive hrane [6].

S. aureus proizvodi $iroki spektar toksina, no alimentarnu intoksikaciju uzrokuju
stafilokokni enterotoksini koji spadaju u pirogene superantigene. Takvi toksini uzrokuju
imunosupresiju i nespecificnu proliferaciju T — limfocita. Superantigena aktivnost
stafilokoknih enterotoksina potice transcitozu koju omogucava ulazak toksina u krvotok i
interakciju sa stanicama imunoloskog sustava. Smatra se da je okidac aktivnosti stafilokoknih
enterotoksina fokalni upalni odgovor probavnog sustava ili degranulacija mastocita probavnog

sustava. Stafilokokni toksini su iznimno termostabilni te otporni na okoliSne faktore poput



smrzavanja ili susenja. Takoder su otporni na proteoliticke enzime i niski pH $to im omogucava
potpunu funkcionalnost u gastrointestinalnom traktu nakon ingestije. Pretpostavlja se da je
povracanje uzrokovano utjecajem toksina na nervus vagus u probavnom sustavu $to stimulira

emeticki centar U mozgu [4].

1.1.2. Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis je gram — pozitivni, na katalazu negativni kok koji se pojavljuje
pojedinacno, u parovima ili u kratkim lancima (Slika 2.). Fakultativni je anaerob koji dobro
raste u rasponu temperatura izmedu 10°C 1 45°C. Dobro podnosi visoke koncentracije soli (do

6,5% NaCl) i visok pH (9,6). Raste u prisutnosti zu¢i i hidrolizira eskulin [3].

Slika 2. Enterococcus faecalis: a) bojenje po Gramu, b) kolonije na krvnom agaru

Enterokoki imaju sposobnost rasta i prezivljavanja u ekstremnim uvjetima zbog Cega
se nalaze u raznim ekoloSkim niSama. Moguce ih je pronaci u tlu, vodi, hrani, na biljkama,
zivotinjama 1 ljudima. Dio su prirodne crijevne mikrobiote vecine sisavaca 1 ptica, dok kod
ljudi ¢ine oko 1% crijevne mikrobiote s koncentracijama koje variraju od 10° do 10’ CFU/g

fecesa [7].



Prisutnost E. faecalis u okoliSu najcesce je rezultat fekalne kontaminacije. Enterokoki
se Cesto koriste kao starter kulture u prehrambenoj industriji, odnosno pri proizvodnji sira. U

preradenim mesnim proizvodima prezivljavaju termicku obradu i mogu uzrokovati kvarenje

hrane [8].

E. faecalis je mogu¢i, ali nepotvrdeni uzro¢nik hranom prenosivih bolesti u klasi¢nom
smislu. Prvi je puta povezan s bolesti 1926. godine kada su prijavljene dvije epidemije
gastroenteritisa nakon konzumacije sira, a u navedenoj namirnici nije pronaden niti jedan drugi
patogen. Takoder se smatra da moze uzrokovati alimentarnu intoksikaciju putem proizvodnje

biogenih amina [8].

Enterokoki se povezuju s raznim klinickim infekcijama. Najc¢esc¢e uzrokuju infekcije
urinarnog trakta, endokarditis i sepsu, infekciju rana i infekcije intraabdominalnog i zdjeli¢nog
mekog tkiva. Bolnicka infekcija urinarnog trakta putem instrumenata ili uroloske manipulacije
najcesca je infekcija uzrokovana E. faecalis. Takva se infekcija moze zakomplicirati po zivot

opasnom bakterijemijom i endokarditisom [7].

1.1.3. Listeria monocytogenes
L. monocytogenes je kratki, gram — pozitivni, asporogeni bacil. Dobro raste na
uobicajenim hranjivim podlogama u aerobnoj ili fakultativno anaerobnoj atmosferi. Na krvnom
agaru pokazuje usku zonu  — hemolize (Slika 3.). Dobro raste u temperaturnom rasponu od
1°C do 45°C, pri niskom pH i visokim koncentracijama soli. Nepokretna je na 37°C, ali
uzgojena na temperaturi manjoj od 30°C, zahvaljujuéi peritrihijalnim flagelama pokazuje
piruetnu pokretljivost. Katalaza je pozitivna, hidrolizira eksulin, fermentira glukozu, trehalozu

i salicin [2].



Slika 3. Listeria monocytogenes: a) bojenje po Gramu, b) kolonije na krvnom agaru

L. monocytogenes je ubikvitarna bakterija. Hranom se najc¢es$¢e prenosi putem sirovog
mlijeka, nedostatno pasteriziriranog mlijeka, sireva, sladoleda, sirovog povréa, fermentiranih
kobasica te svih vrsta sirovog mesa i ribe. Za razliku od vecine ostalih bakterija koje uzrokuju

bolesti prenosive hranom, L. monocytogenes se umnaza i na temperaturi hladnjaka [9].

Kontaminirana hrana najées$¢i je izvor infekcija u epidemijama i sporadiénim
slu¢ajevima zbog cega se smatra da je gastrointestinalni trakt primarni put ulaska
mikroorganizma u domacina. Klinicki tijek infekcije zapo€inje ve¢ oko 20 sati nakon ingestije
kontaminirane hrane u sluc¢aju gastroenteritisa, dok je period inkubacije za invazivni tip bolesti
puno duzi, izmedu 20 i 30 dana. Infektivna doza nije utvrdena, ali se smatra da je za razvoj
bolesti potrebna doza od 108, obzirom da je ta doza detektirana u namirnicama koje su izazvale
epidemije ili sporadi¢ne slucajeve. Takoder, taj podatak treba tumaciti s oprezom buduc¢i da se
u dugom periodu inkubacije u slu¢aju invazivnog oblika bolesti L. monocytogenes mogla
umnoziti na sumnjivoj hrani te je bolest mogla izazvati puno niza doza. Patogenost L.

monocytogenes ovisi i o stanju domacina, odnosno djeca, starije osobe, trudnice i



Listerioza moze biti ograni¢ena na gastrointestinalni trakt i ocitovati se tipi¢nim
simptomima gastroenteritisa, no L. monocytogenes moze prijeéi intestinalnu barijeru i
uzrokovati sustavne infekcije. Mi§ji modeli pokazali su da L. monocytogenes prodire kroz
intestinalnu barijeru putem M — stanica Peyerovih ploca te da nije potrebna intraepitelna
replikacija mikroorganizama [11]. PovrSinski proteini L. monocytogenes interagiraju s
receptorima epitelnih stanica 1 poti¢u fagocitozu putem fagolizosoma, gdje niski pH aktivira
stvaranje listeriolizina O. Taj enzim omogucava razaranje fagolizosoma i mikroorganizam se
utiskuje u staniénu membranu stvarajuci filopodije koje apsorbiraju makrofagi i hepatociti. Na
taj se nacin L. monocytogenes krece iz stanice u stanicu bez izlaganja protutijelima [3]. Ako se
infekcija ne kontrolira adekvatnim imunoloskim odgovorom u jetri, neograni¢ena proliferacija
L. monocytogenes moze rezultirati otpustanjem bakterije u cirkulaciju 1 uzrokovati teske
sustavne infekcije. Kod trudnica takvo prodiranje listerije moze uzrokovati korioamnionitis $to
vrlo ¢esto dovodi do mrtvorodenosti, spontanih abortusa ili teSkih neurorazvojnih ostecenja.

Infekcija sredi$njeg ziv€anog sustava primarno se ocituje kao meningitis [11].

lako se L. monocytogenes nalazi ubikvitarno u prirodi i kontaminira raznu hranu,
klini¢ki sluéajevi infekcije nisu vrlo Eesti [11]. Tablica 1. prikazuje broj potvrdenih slucajeva

u Republici Hrvatskoj i u Europskoj Uniji u razdoblju od 2014. do 2017. godine [12].

Tablica 1. Broj potvrdenih slucajeva listerioze u Republici Hrvatskoj i Europskoj Uniji u

razdoblju od 2014. do 2017. godine

Godina Republika Hrvatska | Europska Unija
2014. 4 2217
2015. 2 2183
2016. 4 2508
2017. 8 2480




Listerioza se moze sprijeciti mikrobioloSkom kontrolom okruzenja u kojem se hrana
preraduje, izborom 1 pravilnom pripremom namirnica ili antibiotskom profilaksom ukoliko je
potrebna. L. monocytogenes tvori biofilm i u uvjetima niskih temperatura, ali se kontaminacija
moze izbje¢i pravilnim i detaljnim ¢iS¢enjem postrojenja za preradu hrane i primjenom sustava

sigurnosti hrane kao §to je HACCP [13].

1.1.4. Yersinia enterocolitica
Yersinia enterocolitica je gram-negativni bacil s izrazenim bipolarnim bojenjem (Slika
4.). Fakultativni je anaerob, asporogena je, na katalazu i ureazu je pozitivna, a na oksidazu
negativna. Pokretna je na 25°C, a nepokretna na 37°C i dobro raste pri 4°C. Na temelju O —
antigena, Y. enterocolitica se dijeli na oko 50 grupa od kojih su najrasprostranjenije O:3, O:9 i

0:8[2].

Slika 4. Yersinia enterocolitica: a) bojenje po Gramu, b) kolonije na Mueller Hinton agaru

Infekcija se predominantno prenosi fekalno — oralnim putem. Konzumacija premalo
termicki obradene ili sirove svinjetine najces¢i je put infekcije, no u Norveskoj i Novom

Zelandu potvrdene su epidemije putem kontaminirane vode za pice [14].



Y. enterocolitica prezivljava kiselost Zeluca proizvodnjom ureaza koje metaboliziraju
ureju i proizvode amonijak koji neutralizira zelu¢anu kiselinu. prolazi kroz stijenku crijeva i
lokalizira se u limfnom tkivu i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima. Proteini vanjske
membrane bakterije zaustavljaju fagocitozu blokiranjem sekrecije medijatora kao Sto su TNF-
a i IL-8. Zbog imunoloske reakcije izmedu antigena Y. enterocolitica i antigena domacina,
mogu¢ je razvoj reaktivnog artritisa. Cesta post-infekcijska sekvela je i erythema nodosum.
Osim enterokolitisa i reaktivnog artritisa, ovaj patogen moze uzrokovati i sepsu,

pseudoapendicitis, miokarditis i dermatitis [15].

Enterokolitis se manifestira dijarejom, abdominalnim bolovima, muéninom,
povrac¢anjem i poviSenom tjelesnom temperaturom. Dijareja moze trajati izmedu 12 1 22 dana.
Y. enterocolitica se teSko razlikuje od ostalih uzro¢nika akutne dijareje zbog sli¢nosti
simptoma. Lokalizacija abdominalne boli u donjem desnom kvadrantu mogla bi posluziti kao
dijagnosticki znak. Nakon akutne infekcije, moguce je kliconoStvo izmedu 17 1 116 dana

(medijan 40 dana) [14].

Tablica 2. prikazuje broj potvrdenih slucajeva jersinioze u Republici Hrvatskoj 1 u Europskoj

Uniji u razdoblju od 2014. do 2017. godine [12].

Tablica 2. Broj potvrdenih slu¢ajeva jersinioze u Republici Hrvatskoj i Europskoj Uniji u

razdoblju od 2014. do 2017. godine

Godina Republika Hrvatska | Europska Unija
2014. 20 6435
2015. 16 6928
2016. 22 6888
2017. 29 6823




Preventivne mjere su higijena osoblja i uredaja u prehrambenoj industriji, izbjegavanje

konzumacije sirove svinjetine te obrada i dezinfekcija vode [16].

1.1.5. Salmonella Typhimurium
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium je gram — negativna,
fakultativno anareobna asporogena Stapicasta bakterija (Slika 5.). Pokretna je zahvaljujuéi
peritrihijalnim flagelama. Dobro raste na jednostavnim hranjivim podlogama, ne fermentira
laktozu i saharozu, ali proizvodi sumporovodik (H2S). Otporna je na vanjske uvijete i dugo

prezivljava izvan domacina. Osjetljiva je na visoki pH i klorne dezinficijense [3].

Slika 5. Salmonella Typhimurium: a) bojenje po Gramu, b) kolonije na Mueller Hinton agaru

Salmonele su prisutne u velikom broju domacih i divljih zivotinja. Prehrambeni

-----

Salmonele se ¢esto nalaze i kod kuénih ljubimaca kao §to su psi, macke, ptice i reptili [17].

S. Typhimurium je gastrointestinalni patogen koji moze penetrirati intestinalnu barijeru
i funkcionirati kao unutarstani¢ni patogen u fagocitnim stanicama. Covjek se najée$ée inficira
ingestijom kontaminirane hrane ili vode. U tankom crijevu probija crijevnu sluznicu i potice

lizu M — stanica. Razmnozavaju se u makrofagima nakon ¢ega mogu putem limfnog i



krvozilnog sustava diseminirati u cijeli organizam domacina. Smatra se da je infektivna doza
10° do 108, no mogucéa je simptomatska infekcija i s manjim brojem bakterija ukoliko se radi o

djeci ili imunokompromitiranima [18].

Salmoneloza se naj¢eSée manifestira kao akutni gastroenteritis. Nakon perioda
inkubacije od 6 do 72 sata naglo nastupa mucnina, povracanje i gréevita abdominalna bol u
periumbilikalnom podrucju i donjem desnom kvadrantu nakon ¢ega nastupa vodenasta dijareja
koja moze sadrzavati krv i sluz. Bolest traje 2 do 7 dana, Cesto prolazi i bez antimikrobne

terapije. Nakon infekcije Cesto je klicono$tvo u prosje¢nom trajanju od 5 tjedana [19].

Tablica 3. prikazuje broj potvrdenih slu¢ajeva salmoneloze u Republici Hrvatskoj i u Europskoj
Uniji u razdoblju od 2014. do 2017. godine, prema podacima Europskog centra za prevenciju

i kontrolu bolesti (ECDC) [12].

Tablica 3. Broj potvrdenih slu¢ajeva salmoneloze u Republici Hrvatskoj i Europskoj Uniji u

razdoblju od 2014. do 2017. godine [12]

Godina Republika Hrvatska | Europska Unija
2014. 1494 92012
2015. 1593 94477
2016. 1240 94425
2017. 1242 91593

Prevencija zahtjeva kontrolne mjere u svim fazama hranidbenog lanca, od

poljoprivredne proizvodnje do procesa prerade i pripreme hrane [17].

1.1.6. Escherichia coli
Escherichia coli je kratki gram — negativni Stapi¢, fakultativni je anaerob i asporegena

je. Pokretna je, stvara indol i fermentira laktozu. Raste na brojnim hranjivim podlogama, a
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optimalna temperatura je 37°C (Slika 6.). Moze prezivjeti neko vrijeme u vodi, zemlji i na
razli¢itim predmetima u bioloSkom materijalu. U hrani se lako 1 brzo razmnoZava. Osjetljiva

je na uobicajene dezinficijense [2].

Slika 6. Escherichia coli: a) bojenje po Gramu, b) kolonije na Mueller Hinton agaru

Nepatogeni sojevi E. coli sastavni su dio crijevne mikrobiote sisavaca, no postoji vise
patotipova koji uzrokuju razne bolesti. Specifi¢nosti patotipova i bolesti koje uzrokuju

prikazane su u Tablici 4. [2].

Tablica 4. Patotipovi E. coli, ¢imbenici virulencije, mjesto djelovanja i domacin te bolest koju

uzrokuje
_ Cimbenik Mjesto djelovanja
Patotip ) y Bolest
virulencije i domacin
_ ] o tanko crijevo;
enterotoksi¢na E. coli termolabilni i ' o _ ]
o ) covjek, svinja, »proljev putnika*
(ETEC) termostabilni toksin )
govedo, konj
enteropatogena E. coli o tanko crijevo; vodenasti proljev i
specificni pili ) ' '
(EPEC) covjek, kuni¢, pas povracanje
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fimbrije koje poticu ‘ _
) o N ,proljev putnika®,
Enteroagregativna E. adherenciju i tanko crijevo; .
) B ) moguc 1
coli (EAEC) agregaciju na covjek ) ]
i ] perzistentan proljev
epitelu, toksin
) ) _ y vodenasti proljev s
enteroinvazivna E. coli ) o debelo crijevo; _ o
Invazivni antigen ' dizenteri¢nim
(EIEC) covjek )
sindromom
. - ] debelo crijevo; vodenasti proljev s
Enterohemoragic¢na E. pili u snopovima, ' '
) ) o covjek, govedo, patoloskim
coli (EHEC, STEC) Shiga-toksin 11 2 o
koza primjesama, HUS
uropatogena E. coli P- fimbrije, mokraéni sustav; infekcije
(UPEC) hemolizini covjek mokraénog sustava
- _ kapsula od o )
K1 — pozitivna E. coli o mozdane ovojnice; neonatalni
polisijali¢ne _ o
(MNEC) o covjek meningitis
Kiseline

U kontroli ekskrecije E. coli putem fecesa, domacim zivotinjama se u hranu moze
dodavati probioticki mikroorganizam Lactobacillus acidophilus koji u¢inkovito smanjuje
koncentraciju E. coli u fecesu goveda ¢ime se smanjuje rizik kontaminacije. U industriji hrane
posebno je bitna dobra higijenska praksa i primjena sustava sigurnosti hrane kao sto je HACCP

[20].

1.2. Fotokataliza
Fotokataliza je akceleracija fotoreakcije uz prisutnost Kkatalizatora. Tu je reakciju

moguce opisati u Cetiri koraka:

1. Apsorpcija svjetlosti kako bi se generirali parovi elektrona
2. Separacija naboja
3. Prijenos elektrona na povrsinu fotokatalizatora

4. Uporaba naboja na povrsini za redukciju i oksidaciju [21]
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Reakcije zbog fotokatalitickog efekta zapocCinju djelovanjem svjetlosti (UV) na metalni oksid

(MO) adsorbiran na neku povrsinu. Reakcija je prikazana jednadzbom (1) [22].
UV +MO — MO (h+¢7) 1)
Reakcije oksidacije prikazane su sljede¢im sustavom jednadzbi (2) [22]:
h* + H.O — H" + *OH
2h"+2H,0 — 2 H" + H0; (2)
H20,— 2 «OH
Reakcije oksidacije prikazane su sustavom jednadzbi (3) [22]:
e +02—> 02
*O2 +HO*2 +H" - H202+ 02 (3)
HOOH — HOe- + «OH

U obje reakcije nastaje hidroksil radikal koji je neselektivan i ima visoki redukcijsko —
oksidacijski potencijal. U mikrobioloSkom smislu, takvo okruzenje dovodi do uniStavanja

strukture i funkcije proteina koje moze dovesti do smrti stanice nekog mikroorganizma [23].

1.3.  Cinkov oksid kao fotokataliti¢ki antibakterijski agens

Cinkov oksid (ZnO) je anorganska molekula koja se pri sobnoj temperaturi nalazi u
obliku bijelih heksagonskih kristala. Lako se otapa u kiselinama 1 luZinama, a ne otapa se u
vodi. ZnO ima visoku opti¢ku apsorpciju u UVA (315 — 400 nm) i UVB (280 — 315 nm)

dijelovima spektra $to se moze iskoristiti u antibakterijske svrhe [24].

Cinkov oksid ima visoku fotokataliti¢ku efikasnost u usporedbi s ostalim materijalima te bolje
odgovara na UV svjetlost §to povecava provodljivost i aktivira interakciju izmedu ZnO i

bakterija. Fotokonduktivnost perzistira dugo nakon prestanka izlaganja UV svjetlosti zbog
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negativnih specija kisika adsorbiranih na povrSinu. UV zracenje uzrokuje brzu desorpciju slabo
vezanog kisika ¢ime se povecava fotokonduktivnost spoja. Cinkov oksid u vodenoj otopini i
pod utjecajem UV zraCenja moze proizvoditi reaktivne specije kisika (ROS) poput vodikovog

peroksida ili superoksidnih iona. Generirane aktivne specije mogu penetrirati membranu

.......

Toksi¢nost reaktivnih specija kisika (ROS) za bakterije pripisuje se visokoj reaktivnosti
i oksidacijskim svojstvima. Fotokataliticka produkcija ROS-a u velikoj mjeri doprinosi
antibakterijskim svojstvima metalnih oksida. Toksi¢nost tih specija ukljuCuje razaranje
stani¢nih komponenti poput lipida, DNA i proteina. Cinkov oksid daje veéi broj ROS-a kada

je izlozen UV svjetlosti. Bez svjetlosti cinkov oksid generira samo superoksidne ione [26].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati antimikrobna svojstva polimernih diskova
oblozenih tankim slojem cinkovog oksida na patogene koji se prenose hranom. Istrazivanja su
dio aktivnosti na projektu Hrvatske zaklade za znanost ,Priprema poroznih tankoslojnih
materijala za proc¢i$¢avanje vode koriste¢i tehniku depozicije atomskih slojeva (ALD)* (IP-
2016-06-3568) voditeljice izv. prof. dr. sc. Gabriele Ambrozi¢ iz Odjela za fiziku Sveucilista
u Rijeci. Promatran je fotokataliticki ucinak cinkovog oksida postignut Kkoristenjem
ultraljubicaste svjetlosti pri razli¢itom trajanju izloZenosti diskova i u razli¢itim medijima na
gram — pozitivne bakterije (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis i Listeria
monocytogenes) i gram — negativne bakterije (Yersinia enterocolitica, Salmonella
Typhimurium i Escherichia coli). Promatrana je i adhezija navedenih mikroorganizama na

polimerne diskove.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.  Pribor i uredaji
e mikrobioloske usice (,,eze®)
e Petrijeve ploCice
e mikrotitarske plocice (96 well, ROLL Piove di Sacco, Italija)
e staklene epruvete (15 mL) s cepom
e mijesalica
e ultrazvucna kupelj (Bandelin - BactoSonic, Njemacka)
e spektrofotometar (BioPhotometer, Eppendorf, Njemacka)
e plasti¢ne kivete za spektrofotometriju
e aluminijska folija
e multikanalna pipeta 0,5 - 300 pL (Transferpette S-8, Njemacka)
e automatske mikropipete (Gilson, SAD):
o P200 (50 - 200 puL)
o 200- 1000 pL
e nastavci za pipete
e plamenik (Poligas OMM)
e inkubator
e UV lampa (CAMAG UV lamp 4)

e polimerni diskovi oblozeni tankim slojem ZnO

3.2.  Bakterijski soj
U istrazivanju su koristeni sljedeci sojevi bakterija:
e Staphylococcus aureus ATCC 25923™
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e Enterococcus faecalis ATCC 29212™

e Listeria monocytogenes ATCC 19166™

e Yersinia enterocolitica ATCC 9610™

e Salmonella Typhimurium ATCC 14028™

e Escherichia coli ATCC 25922™

3.3.  Medij i hranjiva podloga
3.3.1. Ringerova otopina
Ringerova otopina pripremljena je tako da 1000 mL otopine sadrzi 8,60 g natrijevog
klorida (NaCl), 0,30 g kalijevog klorida (KCI) i 0,33 g kalcijevog klorid dihidrata (CaCl, x 2

H>0). Tako pripremljena otopina se sterilizira u autoklavu na 121°C tijekom 15 minuta.

3.3.2. Mueller Hinton agar
Sastav podloge je 2,0 g govedeg ekstrakta, 17,5 g kiselog hidrolizata kazeina, 1,5 g
Skroba, 17,0 agara po litri procis¢ene vode. Sterilizacija podloge provodi se u autoklavu na
121°C tijekom 15 minuta, ohladi na 50°C i sterilno razlije u Petrijeve plocice tako da debljina
podloge bude 4 mm. pH vrijednost podloge iznosi 7,3 + 0.2. Slika 7. prikazuje izgled kolonija

bakterija koriStenih u ovom istrazivanju na Mueller Hinton agaru.
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Slika 7. Rast bakterija na Mueller Hinton agaru

3.5. Bakterijski inokulum

U epruvete od 15 mL dodano je oko 3 mL sterilne Ringerove otopine te su sterilnom
mikrobioloskom uSicom bakterije s hranjive podloge prenesene u sterilnu Ringerovu otopinu i
homogenizirane na mijesalici. Broj bakterija odredivan je spektrofotometrijskom metodom
tako da je kao slijepa proba koriStena pripremljena Ringerova otopina, a opti¢ka gustoca
bakterijske suspenzije namjestena je razrjedivanjem na OD1 (eng. optical density) sto odgovara
koncentraciji bakterija od 10° CFU/mL (eng. colony-forming unit). Serijskim razrjedenjima
pripremljena je bakterijska suspenzija koncentracije 105 CFU/mL koja se dalje koristila u

istrazivanju.

3.6. Polimerni diskovi obloZeni tankim slojem cinkovog oksida
PovrSinsko modificirani polimerni diskovi pripremljeni su na Odjelu za fiziku
Sveucilista u Rijeci. Diskovi su prekriveni nosa¢em aluminijevog oksida na kojeg je vezan

cinkov oksid kao aktivna komponenta, a promjera su oko 6 mm.
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3.7. Ultraljubicasta (UV) svjetlost
Za fotokataliti¢ku aktivaciju cinkovog oksida na polimernim diskovima koristena je
UV lampa (CAMAG UV lamp 4) snage 8 W na valnoj duljini 366 nm. Lampa (Slika 8.) je bila

postavljena na visinu od 5 cm iznad podloge.

Slika 8. UV lampa (CAMAG UV lamp 4) korisStena u istraZivanju

3.8. Fotokataliti¢ki ucinak cinkovog oksida

U jazice mikrotitarske plo¢ice naneseno je po 200 uL svake od vec pripremljenih
bakterijskih suspenzija (10 CFU/mL). JaZice su napunjene u &etiri niza tako da u prvom nizu
nije bilo polimernih diskova, u drugom su bili samo polimerni diskovi, u tre¢em polimerni
diskovi s nosa¢em od aluminijevog oksida i u ¢etvrtom nizu diskovi s nosa¢em i tankim slojem

cinkovog oksida (Slika 9.). Pripremljene su dvije plocice s Cetiri niza.
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Slika 9. Mikrotitarska plo€ica s Cetiri niza ispunjenih jazica i pripadaju¢im diskovima

Mikrotitarske ploc¢ice zamotane su u aluminijsku foliju kako bi se izbjegao utjecaj
prirodno prisutne UV svjetlosti. Nakon 15 minuta, jedna plocica je osvjetljena pod UV lampom
3 minute, a druga 5 minuta. Nakon osvjetljavanja (Slika 10.), plo¢ice su inkubirane 2 sata na
37°C, a nakon inkubacije napravljena su serijska desetorostruka razrjedenja u Ringerovoj
otopini svakog niza te su nasadena na Mueller Hinton agar tehnikom nakapavanja u volumenu
od 10 pL. Rezultati su ocitavani nakon 24 sata inkubacije. Iste su mikrotitarske plocice s
volumenom preostalim nakon nasadivanja na hranjivu podlogu inkubirane 24 sata te je
ponovno nakapan volumen od 10 pL kako bi se utvrdio uc¢inak fotoaktiviranog cinkovog oksida

nakon 24 sata.
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Slika 10. Osvjetljavanje mikrotitarske plo¢ice UV lampom

3.9. Adhezija na polimerne diskove

Mikrotitarske plo€ice s Cetiri niza pripadajucih diskova su nakon osvjetljavanja 3 i 5
minuta inkubirane 24 sata na 37°C. Nakon inkubacije, diskovi su ispirani tri puta sterilnom
Ringerovom otopinom kako bi se isprale neadherentne bakterije. Nakon ispiranja,
mikrotitarske plo¢ice uronjene su u ultrazvu¢nu kupelj te sonificirane na frekvenciji 40 kHz
kako bi se adherirane bakterije odvojile od diskova. Suspenzija odvojenih bakterija u
Ringerovoj otopini serijski je desetorostruko razrijedena, nasadena na Mueller Hinton agar

metodom nakapavanja te inkubirana 24 sata nakon ¢ega su o€itani rezultati.

3.10. Obrada podataka
Eksperimentalno dobiveni podaci obradeni su ra¢unalnim programom Excel (Microsoft
Office) i Statistica (StatSoft). U izradi grafickih prikaza koristena je srednja vrijednost

podataka i standardna devijacija.
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4. REZULTATI
4.1.  Ucinak cinkovog oksida
Na Slikama 11. do 16. graficki je prikazan uc¢inak fotoaktiviranog cinkovog oksida
nakon 3 i 5 minuta izlaganja UV svjetlosti pri valnoj duljini od 366 nm i bez izlaganja UV
svjetlosti u odnosu na ucinak polimernog diska koji ne sadrzi metalne okside i kontrolne

skupine koja nije sadrzavala polimerne diskove. Odstupanje je izrazeno kao standardna

devijacija.
Staphylococcus aureus

8

7

6
E
S mbez UV
g4 u3
B
S 3 us

2

1

0

Kontrola PD+Zn0O

Slika 11. Fotokataliticki u¢inak cinkovog oksida (PD+Zn0) pri razli¢itoj duljini izlaganja UV
svjetlosti na Staphylococcus aureus u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)
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Enterococcus faecalis
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Slika 12. Fotokataliticki uc¢inak cinkovog oksida (PD+ZnO) pri razli¢itoj duljini izlaganja UV
svjetlosti na Enterococcus faecalis u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)

Listeria monocytogenes
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Slika 13. Fotokataliticki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnO) pri razli¢itoj duljini izlaganja UV
svjetlosti na Listeria monocytogenes u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj

je koristen disk bez metalnih oksida (PD)
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Yersinia enterocolitica
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Slika 14. Fotokataliticki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnO) pri razli¢itoj duljini izlaganja UV
svjetlosti na Yersinia enterocolitica u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)

Salmonella Typhimurium
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Slika 15. Fotokataliticki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnO) pri razli¢itoj duljini izlaganja UV
svjetlosti na Salmonella Typhimurium u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj

je koristen disk bez metalnih oksida (PD)
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Escherichia coli
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Slika 16. Fotokataliticki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnO) pri razli¢itoj duljini izlaganja UV
svjetlosti na Escherichia coli u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)

Podaci dobiveni u istrazivanju statisti¢ki su obradeni Studentovim t-testom pri ¢emu je
statisti¢ki zna¢ajnom smatrana p — vrijednost manja od 5% (p < 0,05). Usporedena je skupina
u kojoj je koristen polimerni disk s cinkovim oksidom i skupina u kojoj je koristen polimerni

disk bez metalnih oksida. Rezultati statisticke analize prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. p — vrijednost dobivena Studentovim t — testom prilikom usporedbe rezultata u¢inka

cinkovog oksida i polimernog diska bez metalnih oksida na odabrane patogene koji se prenose

hranom
Bakterijski soj p - vrijednost
Staphylococcus aureus p = 0,0865
Enterococcus faecalis p =0,1640
Listeria monocytogenes p =0,2546
Yersinia enterocolitica p =0,1249
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Salmonella Typhimurium

p:

0,0593

Escherichia coli

p:

0,1459

* - statistiCki znacajna p — vrijednost

Tablice 6. i 7. prikazuju postotak prezivjelih bakterija dobiven brojenjem poraslih
kolonija i matemati¢kim izraunom. Postotak prezivljavanja i inhibicije izra¢unat je nakon 3
minute 1 nakon 5 minuta osvjetljavanja uzoraka UV svjetlosti. Statistickom analizom
usporedeni su rezultati izmedu skupine gram — pozitivnih i gram — negativnih bakterija pri
¢emu je p — vrijednost manja od 5% (p < 0,05) smatrana statisticki zna¢ajnom. Statistickom
analizom postotka inhibicije nakon 3 minute osvjetljavanja dobivena je vrijednost p = 0,0381

, @ nakon 5 minuta osvjetljavanja dobivena je vrijednost p = 0,0242. Obje vrijednosti su

statisticki znacajne.

Tablica 6. Postotak prezivljavanja odnosno inhibicije patogena koji se prenose hranom nakon

3 minute tretiranja UV svjetlom uz prisutnost cinkovog oksida

Bakterijski soj

Prezivljavanje (%)

Inhibicija (%)

S. aureus 25,78 74,22
E. faecalis 14,03 85,97
L. monocytogenes 8,4 91,6
Y. enterocolitica 0,24 99,76
S. Typhimurium 0,97 99,03
E. coli 0,15 99,85
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Tablica 7. Postotak prezivljavanja odnosno inhibicije patogena koji se prenose hranom nakon

5 minuta tretiranja UV svjetlom uz prisutnost cinkovog oksida

Bakterijski soj Prezivljavanje (%) | Inhibicija (%)
S. aureus 0,74 99,26
E. faecalis 0,53 99,47
L. monocytogenes 1,33 98,67
Y. enterocolitica 0,02 99,98
S. Typhimurium 0,04 99,96
E. coli 0 100

4.2.  Uc¢inak cinkovog oksida nakon 24 sata
Na Slikama 17. do 22. grafi¢ki je prikazan inhibitorni u¢inak fotoaktiviranog cinkovog
oksida nakon 5 minuta izlaganja UV svjetlosti pri valnoj duljini od 366 nm i bez izlaganja UV
svjetlosti u odnosu na ucinak polimernog diska koji ne sadrzi metalne okside i kontrolne
skupine koja nije sadrzavala polimerne diskove. Bakterije su nasadene na hranjive podloge 24

sata nakon tretiranja. Odstupanje je izrazeno kao standardna devijacija.
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Slika 17. Fotokataliti¢ki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnQO) 24 sata nakon izlaganja UV
svjetlosti na Staphylococcus aureus u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)

Enterococcus faecalis (nakon 24h)
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Slika 18. Fotokataliti¢ki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnQO) 24 sata nakon izlaganja UV
svjetlosti na Enterococcus faecalis u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)
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Listeria monocytogenes (nakon 24h)
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Slika 19. Fotokataliti¢ki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnQO) 24 sata nakon izlaganja UV
svjetlosti na Listeria monocytogenes u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj

je koristen disk bez metalnih oksida (PD)

Yersinia enterocolitica (nakon 24h)
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Slika 20. Fotokataliti¢ki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnQO) 24 sata nakon izlaganja UV
svjetlosti na Yersinia enterocolitica u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)
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Slika 21. Fotokataliti¢ki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnQO) 24 sata nakon izlaganja UV
svjetlosti na Salmonella Typhimurium u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj

je koristen disk bez metalnih oksida (PD)

Escherichia coli (nakon 24h)
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Slika 22. Fotokataliti¢ki u¢inak cinkovog oksida (PD+ZnQO) 24 sata nakon izlaganja UV
svjetlosti na Escherichia coli u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom u kojoj je

koristen disk bez metalnih oksida (PD)
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Podaci dobiveni u istrazivanju statisti¢ki su obradeni Studentovim t-testom pri ¢emu je
statisti¢ki zna¢ajnom smatrana p — vrijednost manja od 5% (p < 0,05). Usporedena je skupina
u kojoj je koriSten polimerni disk s cinkovim oksidom i skupina u kojoj je koristen polimerni

disk bez metalnih oksida. Rezultati statisti¢ke analize prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. p — vrijednost dobivena Studentovim t — testom prilikom usporedbe rezultata u¢inka
cinkovog oksida i polimernog diska bez metalnih oksida na odabrane patogene koji se prenose

hranom 24 sata nakon tretiranja s UV svjetlosti

Bakterijski soj p - vrijednost
Staphylococcus aureus p =0,0339*
Enterococcus faecalis p =0,0414*
Listeria monocytogenes p =0,0153*
Yersinia enterocolitica p =0,0741

Salmonella Typhimurium p = 0,0146*
Escherichia coli p =0,0640

* - statisticki znacajna p — vrijednost

Iako je pronadena statisti¢ki znacajna razlika u u¢inku cinkovog oksida u pojedinacnoj
analizi, nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu broja gram — pozitivnih i gram —

negativnih bakterija nakon 24 sata (p = 0,0754).

4.3.  Adhezija bakterija koje se prenose hranom na polimerne diskove
Slikama 23. do 28. graficki je prikazana adhezija odabranih bakterija na polimerne
diskove sa i bez cinkovog oksida. Diskovi su tretirani UV svjetlom 3 i 5 minuta, a jedna skupina

diskova nije tretirana UV svjetlom. Odstupanje je izrazeno kao standardna devijacija.
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Adhezija Staphylococcus aureus na
polimerne diskove
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Slika 23. Adhezija Staphylococcus aureus na polimerni disk s tankim slojem cinkovog oksida
(PD+Zn0) u usporedbi sa skupinom u kojoj je koristen disk bez metalnih oksida (PD) pri

razli¢itoj duljini izlaganja UV svjetlosti

Adhezija Enterococcus faecalis na
polimerne diskove
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Slika 24. Adhezija Enterococcus faecalis na polimerni disk s tankim slojem cinkovog oksida
(PD+Zn0O) u usporedbi sa skupinom u kojoj je koristen disk bez metalnih oksida (PD) pri

razli¢itoj duljini izlaganja UV svjetlosti
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Adhezija Listeria monocytogenes na
polimerne diskove
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Slika 25. Adhezija Listeria monocytogenes na polimerni disk s tankim slojem cinkovog oksida
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(PD+Zn0O) u usporedbi sa skupinom u kojoj je koristen disk bez metalnih oksida (PD) pri

razli¢itoj duljini izlaganja UV svjetlosti

Adhezija Yersinia enterocolitica na
polimerne diskove
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Slika 26. Adhezija Yersinia enterocolitica na polimerni disk s tankim slojem cinkovog oksida
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(PD+ZnO) u usporedbi sa skupinom u kojoj je koristen disk bez metalnih oksida (PD) pri

razli¢itoj duljini izlaganja UV svjetlosti
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Adhezija Salmonella Typhimurium na
polimerne diskove
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Slika 27. Adhezija Salmonella Typhimurium na polimerni disk s tankim slojem cinkovog
oksida (PD+ZnO) u usporedbi sa skupinom u kojoj je koristen disk bez metalnih oksida (PD)

pri razli¢itoj duljini izlaganja UV svjetlosti

Adhezija Escherichia coli na polimerne
diskove
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Slika 28. Adhezija Escherichia coli na polimerni disk s tankim slojem cinkovog oksida
(PD+ZnO) u usporedbi sa skupinom u kojoj je koristen disk bez metalnih oksida (PD) pri

razli¢itoj duljini izlaganja UV svjetlosti
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Podaci dobiveni u istrazivanju statisticki su obradeni Studentovim t-testom pri Cemu je
statisti¢ki zna¢ajnom smatrana p — vrijednost manja od 5% (p < 0,05). Usporedena je skupina
u kojoj je koristen polimerni disk s cinkovim oksidom i skupina u kojoj je koriSten polimerni

disk bez metalnih oksida. Rezultati statisticke analize prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. p — vrijednost dobivena Studentovim t — testom prilikom usporedbe rezultata
adhezije na polimerni disk koji sadrzi tanki sloj cinkovog oksida i polimerni disk bez metalnih

oksida

Bakterijski soj p - vrijednost
Staphylococcus aureus p =0,0122*
Enterococcus faecalis p = 0,0009*
Listeria monocytogenes p =0,0322*
Yersinia enterocolitica p =0,0451*

Salmonella Typhimurium p =0,0477*
Escherichia coli p =0,0443*

* - statisticki znacajna p — vrijednost

Iako je pronadena statisti¢ki znacajna razlika u broju adheriranih bakterija u svakoj
pojedinac¢noj analizi, nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu broja adheriranih gram

— pozitivnih i gram — negativnih bakterija nakon (p = 0,3743).

4.4. Fotokataliti¢ki ucinak cinkovog oksida
Podaci dobiveni u istrazivanju statisti¢ki su obradeni Studentovim t-testom pri emu je
statisticki zna¢ajnom smatrana p — vrijednost manja od 5% (p < 0,05). Usporedena je skupina
u kojoj je koristen polimerni disk s cinkovim oksidom tretiran UV svjetlom i skupina u kojoj
je koristen polimerni disk s cinkovim oksidom no bez tretmana UV svjetlom kako bi se utvrdio

fotokataliticki u€inak cinkovog oksida. Rezultati statisticke analize prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Prikaz mjerenja provedenih u istrazivanju i pripadajuce p — vrijednosti dobivene

statistickom obradom podataka i usporedbom skupina uzoraka sa i bez fotoaktivacije cinkovog

oksida
Mjerenje p — vrijednost
3 minute UV 0,0066*
5 minuta UV 0,0018*
nakon 24 sata (5' UV) 0,0541
adhezija na disk nakon 3 minute UV 0,0152*
adhezija na disk nakon 5 minuta UV 0,0023*

* - statisti¢ki znacajna p — vrijednost
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5. RASPRAVA

Cinkov oksid je anorganski antibakterijski agens koji dobro apsorbira UV svjetlost i
ima funkciju fotokatalizatora, odnosno pojatana su mu svojstva zahvaljuju¢i ionima koji
nastaju uz UV svjetlost. Istrazivanje Kairiyte i suradnika pokazalo je da je cinkov oksid moguce
fotoaktivirati cak i pri 400 nm S$to grani¢i s vidljivim dijelom spektra [27], a u ovom se
istrazivanju koristilo UV zracenje valne duljine 366 nm. Direktan ucinak UV zracenja valne
duljine 366 nm (UV-A dio spektra) na bakterijsku stanicu je minimalan, obzirom da se
germicidnim UV zracenjem smatra UV-C dio spektra, odnosno optimum je zrafenje valne
duljine 253,7 nm. Cinkov oksid djeluje putem generiranja reaktivnih Kkisikovih specija koje
bakteriju dovode u stanje oksidativnog stresa, a nastanak iona potaknut je apsorpcijom UV

svjetlosti [28].

Kada je bakterijska suspenzija u kojoj su se nalazili diskovi sa i bez tankog sloja
cinkovog oksida tretirana UV svjetlosti 3 i 5 minuta, zabiljezen je pad broja bakterija, no pri
usporedbi izmedu diskova sa i bez cinkovog oksida, taj pad nije statisticki znacajan.
Usporedbom vrijednosti dobivenih koriStenjem diskova s cinkovim oksidom bez UV svjetlosti
i fotoaktiviranih diskova s cinkovim oksidom, fotoaktivirani cinkov oksid djeluje statisticki
znacajno bolje pri 3 1 pri 5 minuta. Rezultati takoder pokazuju da cinkov oksid djeluje bolje na
gram — negativne bakterije nakon 3 i 5 minuta tretiranja UV svjetlosti. U oba eksperimenta
najosjetljivija bakterija je Escherichia coli. Nakon 3 minute, najotpornija je Staphylococcus
aureus zbog zastite od UV svjetlosti koju joj pruza zuti pigment. Nakon 5 minuta, najotpornija

bakterija je Listeria monocytogenes, no razlika u inhibiciji je 0,59% od Staphylococcus aureus.

Rezultati dobiveni nasadivanjem bakterija 24 sata nakon tretiranja UV svjetlosti
pokazuju statisticki znacajno bolje djelovanje diskova s cinkovim oksidom u usporedbi s
diskom bez cinkovog oksida. T u ovom dijelu eksperimenta zabiljezena je razlika izmedu
diskova sa i bez cinkovog oksida te je ta razlika statisticki znacajna, no ona je moguca zbog
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odgodenog djelovanja UV svjetlosti na bakterijsku stanicu. Statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu

gram — pozitivnih i gram - negativnih bakterija nije bilo.

Applerot i suradnici u istrazivanju su nakon 3 sata kontakta izmedu cinkovog oksida i
bakterijskih suspenzija E. coli i S. aureus dobili sli¢ne rezultate. Inhibicija E. coli bila je
priblizno 100%, a inhibicija S. aureus priblizna 67%, no u njihovom sluc¢aju cinkov oksid nije
bio fotoaktiviran. Rezultati upucuju na to da je antibakterijski uc¢inak posljedica osjetljivosti
neke bakterije na ROS [28]. Tako u ovom slucaju bakterija S. aureus sadrzi velike koli¢ine
pigmenta karotenoida §to ju ¢ini otpornijom na oksidativni stres. Fotokatalitickom uc¢inku
cinkovog oksida svjedoCi 1 istrazivanje Thonsuriwong i suradnika koji su mjerenjem
degradacije metilenskog modrila nanesenog na cinkov oksid promatrali njegov fotokataliti¢ki

ucinak, a zatim su tom uc¢inku izlozili bakteriju E. coli 30 minuta pri ¢emu se pocetni broj

kolonija smanjio za 10* CFU/mL [29].

Bakterijska adhezija prvi je korak kolonizacije i formiranja biofilma. Taj je proces
nepozeljan u prehrambenoj industriji 1 medicini zbog ¢ega je promatran inhibitorni u¢inak
cinkovog oksida na adheziju bakterijskih stanica na polimerne diskove. Kada bakterije
adheriraju na polimerni disk s cinkovim oksidom, u direktnom su kontaktu s povrSinom $to ih
¢ini izloZenijima reaktivnim specijama kisika koje nastaju. Rezultati su pokazali da kod svih
bakterija koriStenih u istrazivanju cinkov oksid smanjuje broj adheriranih statisticki znacajno
viSe od samog polimernog diska, no nije bilo statisticki znaajne razlike izmedu gram —
pozitivne i gram — negativne skupine. Eksperiment je proveden pri razli¢itom trajanju
izloZzenosti UV svjetlosti, odnosno pri izloZenosti od 3 1 5 minuta. U oba je slucaja
fotoaktivirani cinkov oksid djelovao statisti€ki znacajno bolje od cinkovog oksida koji nije bio

izlozen UV svjetlosti.
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Potencijalna primjena polimernih diskova s cinkovim oksidom je u prehrambenoj

industriji, posebice u ambalaZi za sirove proizvode Zivotinjskog porijekla.

39



. ZAKLJUCCI

Nema statisticki znacajne razlike u inhibitornom ucinku cinkovog oksida nakon 3 1 5
minuta fotoaktivacije UV svjetlom u usporedbi s u¢inkom diska bez metalnih oksida,
ali cinkov oksid ima statisti¢ki znacajno bolje djelovanje na gram — negativne bakterije.
Gram — pozitivne bakterije su statisticki znaCajno otpornije na djelovanje
fotoaktiviranog cinkovog oksida, a najotpornija bakterija je Staphylococcus aureus.
Najosjetljivija bakterija je Escherichia coli.

Rezultati pokazuju da je 24 sata nakon izlaganja UV svjetlosti inhibitorni ucinak
cinkovog oksida statisti¢ki znac¢ajno bolji kod veéine bakterija, no mogucée je da je takav
rezultat dobiven zbog odgodenog djelovanja UV svjetlosti i reaktivnih specija kisika
koje nastaju tijekom procesa osvjetljavanja cinkovog oksida.

Adhezija je statisticki znacajno manja kod svih bakterija kada je koristen polimerni disk
s cinkovim oksidom u usporedbi s onim bez cinkovog oksida, no nema statisticki
znacajne razlike izmedu gram — pozitivnih i gram — negativnih bakterija.

Usporedba uc¢inka polimernih diskova s cinkovim oksidom sa i bez fotoaktivacije UV
svjetlom potvrduje da je uc¢inak statisti¢ki znacajan nakon 3 1 5 minuta u preZivljavanju
i broju adheriranih bakterija. Nakon 24 sata fotokataliticki ucinak nije statisticki
znacajan §to se moze pripisati odgodenim ucincima UV — a i oksidacijskog stresa.
Dokazani fotokataliti¢ki uc¢inak cinkovog oksida potvrduje da je valna duljina UV

svjetlosti od 366 nm dovoljna za fotoaktivaciju ovog spoja kao antibakterijskog agensa.
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