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Seznam pouzitych zkratek

AgNP stiibrné nanocastice

ATP adenosintrifosfat
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BSPP lipid
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¢. ¢islo

DLS dynamicky rozptyl svétla
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g gram
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HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti
ug mikrogram

ul mikrolitr

um mikrometr

mg miligram

ml mililitr

nm nanometr

pH vodikovy exponent

ROS reaktivni formy kysliku
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I Uvod

Nanocastice stiibra a zlata jsou stale vice vyuzivany v mnoha riznych odvétvich.
Pridavaji se do bézn¢ dostupnych prostiedkd, jako jsou kosmetické pripravky ¢i odévy.
Ve zdravotnictvi se uzivaji naptiklad pii diagnostice ¢i 1écbé nékterych onemocnéni.
Zlatymi a stfibrnymi nanocasticemi se téz modifikuji 1ékaiské pomucky. Jsou aktualnim
materialem zejména diky jejich pfiznivym a unikatnim vlastnostem.

Nespocet studii uvadi, ze stiibrné a zlaté nanoc¢éstice vykazuji baktericidni uc¢inky.
Tato domnénka by mohla vyfesit problém s bakteriemi a bakteridlnimi infekcemi ve
zdravotnictvi. Tyto studie ale zaroven poukazuji na mozné toxické ucéinky téchto
nanocastic. Prave touto problematikou se tato bakalatska prace zabyva.

V teoretické Casti je popsana piedevsim piiprava, biologické plisobeni, toxické
ucinky a praktické vyuziti stifibrnych a zlatych nanocastic. Tato ¢ast zahrnuje
i informace o pfistroji Zetasizer Nano a o testovanych bakterialnich kmenech
uvedenych nize.

V praktické casti jsou nejprve pfipravovany nanocastice stiibra za pouziti
dusi¢nanu sttibrného, glukdzy a vody. Poté jsou pfipravovany nanocastice zlata pomoci
kyseliny tetrachlorozlatité, glukdzy a vody. Tento zpusob piipravy byl vybran proto,
aby konec¢né vysledky byly ovlivnény pouze ufinkem stfibrnych a zlatych nanocastic,
nikoli v8ak latkami, ze kterych byly nanocastice pfipraveny.

Kli¢ovym cilem bakalaiské prace je prokazat ¢i vyvratit antibakterialni ucinek
stiibrnych a zlatych nanocastic pomoci klasickych mikrobiologickych metod. Prvni
kvantitativni zvolenou metodou je takzvany kultivacni prikaz. Pomoci této metody je
urcen pocet kolonii neboli CFU na agarovych padach. Zaroven je provaden kvalitativni
vyzkum pomoci pfistroje zvaného Biosan RTS-1C. Tento pfistroj zaznamenava
rastovou kiivku, rychlost rustu a teplotu pii kultivaci bakterii po dobu 24 hod. pti 37 °C.

Pro bakalafskou praci byly vybrany 4 bakterialni kmeny (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris a Pseudomonas aeruginosa) zahrnujici gram-
negativni i gram-pozitivni druhy bakterii. Tyto bakterialni kmeny byly zatazeny do
vyzkumu, protoze se jedna o bézné se vyskytujici bakterie.

Soucasti prace je téz porovnani UcCinku stfibrnych a zlatych nanocéstic na
jednotlivé bakteridlni kmeny, stanoveni u¢inku nanocastic na bakterie a porovnani

ziskanych vysledkd s literarnimi tdaji.
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Il Teoreticka cast

1 Nanoc¢astice stiibra (AgNP)

Drobné ¢astice stiibra jsou oznaCovany jako AgNP. Velikost téchto ¢astecek se
pohybuje od 1 nm do 100 nm. Nejcastéji se pouzivaji a konstruuji nanocastice
sférického tvaru. V poslednich letech jsou AgNP stifedem zajmu zejména diky jejich

odli$nym fyzikalnim, chemickym a biologickym vlastnostem. (90, 33)

1.1 Piiprava AgNP

AgNP mohou byt ptfipraveny riznymi metodami — dispergac¢ni metodou produkce
nebo kondenzaéni (odpatfovaci) metodou produkce. Pii uziti kondenza¢ni metody
dochazi ke spojovani atomii nebo molekul Vv homogennich soustavach do vétSich
agregati. Naopak u disperga¢ni metody se z velkych ¢astic tvofi malé. Dispergacéni
metoda produkce se provadi pfevazné pomoci laserové ablace. Kondenza¢ni metody se
déli na dvé skupiny a to na metody fyzikalni a chemické.

Mezi fyzikalni procesy se fadi naptiklad pifiprava nanocéstic za pouziti trubkové
pece pii atmosférickém tlaku. Tato metoda ma vSak sva uskali, jelikoz trubkova pec
zaujima velky prostror, spotfebovava velké mnozstvi energie, je zpocatku znacné
nestabilni a zvysuje teplotu okoli. (53, 61, 89)

Cast&jsi jsou chemické metody piipravy nanocastic. AGNP se vyrabéji napiiklad
elektrolyzou stfibrnych soli nebo vznikaji pomoci slabSich ¢i silnéjSich redukénich
¢inidel — monosacharidi (glukéza a galaktoza), disacharidii (maltéza a laktoza), citratu
sodného, borohydridu, rozpoustédel (dimethylformamid), hydrazinu, hydroxylaminu,
formaldehydu redukujiciho cukry a tak dale. UZziti sacharidi je velmi vyhodné, protoZe
je ekologické a Setrné k Zivotnimu prostiedi. (96, 72, 97)

Ve form¢ ionth je stiibro velmi dobie redukovatelné. To je zplsobeno jeho
umisténim v elektrochemické fadé napéti kovl. Stiibrné ionty se vétSinou redukuji ve
formé ¢ernych srazenin. (24)

Zbarveni nanocastic kovl se odviji od jejich velikosti a dielektrické konstanty
okolniho prostfedi. Ve viditelném spektru maji plasmony pouze elektrony s volnymi
elektrony. To zpiisobi vznik intenzivnich barev. Plasmony ve viditelném spektru ma

naptiklad sttibro, zlato, méd’ a alkalické kovy. (108)
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Velikost a morfologie nanocastic zavisi na koncentraci a vybéru redukéniho ¢inidla
a stabilizatoru. Jako redukéni Ccinidlo mutze poslouzit napiiklad hydrazin,
tetrahydridoboritan sodny nebo kyselina askorbova, jako stabilizator polyvinylalkohol
nebo polyvinylpyrrolidon. Pileni a kolektiv — (85) vytvofili pfi svém vyzkumu AgNP
ruznych velikosti a barev zménou koncentrace redukéniho €inidla. Po zvySeni obsahu
hydrazinu v roztoku byly nanocastice vétsi a jejich optické vlastnosti byly zcela jiné.
Védci zjistili, ze barva roztoku se odviji od pocatecnich podminek syntézy. Zbarveni
roztoku muze byt Cervené, zelené, zluté az Sedé. To zavisi na pouzitém redukénim
¢inidle. (69)

Zlutd zbarvené nanolastice vzniknou pii uziti stifbrnych iontd v kombinaci
s tetrahydridoboritanem sodnym, zelené nanocCastice pii pouziti stéibrnym iontu,
polyvinylpyrrolidonu a kyseliny askorbové a cervené se vytvoii za pomoci stfibrnych

iontl, polyvinylalkoholu a kyseliny askorbové. (69)

1.2 Historie vyuzivani antibakteridlnich u¢inki stfibra

Jiz po staleti se stfibro pouziva na lécbu popalenin a chronickych ran. Uz v roce
1000 pted nasim letopo¢tem se stiibro pouzivalo k ¢isténi vod. (18, 87)

Nejznaméjsi je sloucenina dusi¢nanu stiibrného (AgNOs3), kterd byla v roce
1700 pouZivana pro 1é€bu pohlavnich chorob, kosti a perianalnich abscesii. AgNOs 1é¢il
také popaleniny. Dale se ze stfibra zacaly vyrabét obvazy a tento kov se zacal vyuzivat
k 1é¢b¢ bakterialnich infekci. (60, 64, 49)

V druhé poloviné dvacatého stoleti védec Moyer zjistil, Ze stiibro ma
antibakterialni 0¢inky proti Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
a Escherichia coli. (73, 10) V posledni dob¢ je stiibro stale vice uzivano v disledku

vyskytu rezistence bakterii vuci antibiotikim. (49, 30)

1.3 Mechanismus u¢inku AgNP na bakterie

Vsechny ucinky stiibra na bakterie nejsou doposud zcela zndmé. Nicméné stiibro
vykazuje vysoce antibakteridlni U¢inky a dokéze zabit velké mnozstvi bakteridlnich
kmenli. Mezi tyto bakterie se fadi 1 rezistentni bakterie vu¢i antibiotikim

(Staphylococcus aureus). (70)
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Antimikrobidlni u¢inky nanocastic jsou zplisobeny zejména jejich extrémné velkym
povrchem, ktery poskytuje velmi dobry kontakt s mikroorganismy. Cely proces za¢ina
tak, Ze se nanocastice piichyti k bunécné stén¢ a pronikéd do bakteridlni buiiky. Poté tato
buiika zacne uvoliiovat ionty sttibra, které zvysuji baktericidni aktivitu AgNP. Soucasné
zacne vytvaret volné radikaly, které ni¢i bunééné funkce. Elektronovy pienos mezi
enzymy dychaciho fetézce v mitochondriich je blokovan a zastavuje se intenzivni
metabolismus buiiky. Bunika nakonec odumira.

Ionty stiibra pravdépodobné reaguji s peptidoglykany bunécné stény bakterii,
S plazmatickou membranou bakterii, s bakteridlnimi bilkovinami, s DNA a enzymy
zasadnimi pro vitalni funkce bunky. Reaktivita AgNP bude zjevné podobna jako u iontl
stiibra. Avs$ak tento fakt neni zcela prozkouman. (96, 72, 97, 58, 12, 35)

Béhem kontaktu stiibra s bakteriemi, ale zarovenn dochazi k morfologickym
a strukturalnim zménam v bakterialnich bunkach. (60) Grampozitivni bakterie jsou vice
odolné vuci AgNP nez gramnegativni bakterie. To je zplisobené stavbou bunééné stény,
viz Obrazek €. 1 a vyskytem ¢i absenci extracelularnich polymer. Bunécéna sténa
bakterii G obsahuje silnou vrstvu peptidoglykanu. Tato sténa je tlusta asi 20 nm. Tento
biopolymer poskytuje buiice pevny a neménny tvar. Bakterie G” maji bunétnou sténu
slozenou z vné&j§i membranové vrstvy a tenké peptidové vrstvy. (7, 52, 37)

Bunécna sténa bakterie mize byt poskozena bud’ samotnym ptsobenim AgNP nebo
uvolnénim jiZ zminénych ionth stiibra. Témito zplsoby mlzZe byt také narusena tvorba
reaktivnich kyslikovych forem. (48) Tvorba reaktivnich kyslikovych forem je
povazovéna za nepiimy mechanismus G¢inku AgNP. Naopak za pfimy mechanismus
ucinku AgNP je brano samotné poskozeni bunééné stény. (95)

Béhem komparativni studie AgNP a iontl stfibra bylo odhaleno, Ze ionty stfibra
vykazuji niz8i antibakterialni u€innost nez AgNP. Antibakterialni aktivita AgNP je
ovlivnéna jejich velikosti, morfologii, povrchem, vlivem rychlosti, mirou aglomerace a
velikosti aglomeratu. (79, 82, 46)

Stiibro zpocatku pusobi pouze bakteriostaticky, tedy zabranuje ristu mikrobu.
Baktericidni G¢inky AgNP se zacnou projevovat az ve chvili, kdy dojde ke zvySeni

koncentrace roztokd s ionty stiibra. (80)

19



1.3.1 U¢inky AgNP na bakterie v zdvislosti na jejich tvaru a velikosti

AgNP maji velky mérny povrch. Ten hraje dllezitou roli zejména pfi styku
s bakteridlnimi bunikami. Kromé toho maji tyto nanoc¢astice vysoké procento interakci
oproti vétSim Casticim. NanocCastice vytvaieji elektronové efekty, které zvysuji
reaktivitu nanocastic s bakteriemi. Nejvic reaktivni jsou nanocéstice, které méii méné
nez 10 nm. To dokazuje, Ze antibakterialni Gi¢inek je zavisly pfedevsim na velikosti.
Velikost aglomerati je soucasné klicovym parametrem ovliviiujicim toxicitu.

Antimikrobidlni u¢inek AgNP zavisi ale i na jejich tvaru. To potvrzuje studie zmén
bakterialniho ristu pfi vlozeni jinak tvarovanych nanocastic k bakteriim. Zkracené
nanocastice trojuhelnikového tvaru s obsahem 1 pg stiibra zabrzdi rust bakterii. Kdezto
nanocastice sférického tvaru zpomali rist bakterii, az kdyZ obsahuji 12,5 pg stiibra.
Celkovy vyzkum ukézal, Ze tvar nanocastic vyznamné ovliviiuje u¢inky nanocastic na

bakterialni buiiky. (62, 74, 82, 72, 86)

1.4 Pasobeni AgNP na viry

V poslednich letech se vyzkumy zaméfily také na antivirové ucinky AgNP. Podle
studie Elechiguerry a kol. jsou AgNP schopné blokovat virus HIV-1. Velikost
nanocastic, které se vazou na virus, se pohybuje vrozmezi od 1 do 10 nm. Misto
vzajemného plsobeni nanocastice svirem je vzdy presné dané. AgNP se vaze
predevsim na glykoprotein gp120. Tato bilkovina se nachazi ve vnéjsi vrstvé HIV viru
a je znacné dulezita pro interakci s molekulou CD4. Pomocné CD4 buriky se vyskytuji
na povrchu T-lymfocyti a jsou nedilnou soucasti lidského imunitniho systému. Jejich
hlavni funkci je vysilat signaly pro jiné typy imunitnich bunék. Glykoproteiny jsou od
sebe vzdaleny 28 nm. To pravdépodobné vysvétluje, pro¢ se mohou navazat pouze
nanocastice 0 velikosti 1-10 nm. (11, 13)

Prokazaly se také antivirové uc¢inky AgNP proti viry influenzy HIN1 (hemaglutinin
typ 1). Mechanismy ptisobeni u tohoto vyzkumu vs$ak doposud nebyly objasnény. (104)

1.5 Pisobeni AgNP na rasy
AgNP se vyznacuji selektivnim inhibi¢nim G¢inkem na fasy a sinice. Primarni
misto vzajemného plisobeni a bariéru pro vstup nanocastic zajistuje bunécna sténa fas.

Ta se sklada z glykoproteint, celulozy a polysacharidi. Béhem interakce nanocastice
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S bunéfnou sténou mize byt narusena cytoplazmaticka membrana. (75) Absorpce
nanocastic do bunéného povrchu zpusobi stinici efekt ¢i zvySeni hmotnosti. Tyto
efekty zapfiCini zhorSeni fotosyntézy, a poté vznik oxidativniho stresu. Bunky
podléhajici oxidativnimu stresu maji defektni proteiny, niz§i mastné kyseliny i DNA
a zvySeny podil peroxidovanych mastnych kyselin. Dochézi k zdvaznému poskozeni ¢i

odumfeni organismu. (80, 39)

1.6 Baktericidni a ekotoxické ptisobeni AQNP

Toxicky uc¢inek AgNP na bakterie typu Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Cyanobakterie (fytoplankton) a jiné se stale vice zkouma. Studie jsou zaméfené
predev$im na bakterie, které maji schopnost tvofit biofilm. Biofilm vykazuje velmi
vysokou odolnost vii¢i antibiotikim. K antibakteridlni ochrané¢ mohou byt pouzity
napiiklad nanocastice, které jsou rozmistény do polymerni matrice. Tato matrice
vykazuje dobrou piilnavost k chranénému povrchu. (93)

Slozeni antibakteridlnich povlaki je velmi dilezité z hlediska ptredchazeni
nemocni¢nich infekei. Nejvétsim rizikem jsou katetrové infekce, které postihuji mocovy
trakt. AgNP by do budoucna mohly témto problémim zcela predejit, ale pfinasi pro
organismus 1 mozna rizika. Bylo dokazéano, Ze AgNP narusSuje mitochondrialni funkci,

posiluje tvorbu reaktivniho kysliku a spotfebovava antioxidanty.(2)

1.7 Toxické pusobeni AQNP na eukaryotni buniky

Toxicita stfibra neni stale zcela prozkoumana. Presto vétSina studii tvrdi, ze jsou
AgNP netoxické. Zaroven jsou ale nebezpecné pro Zivotni prostiedi vzhledem k jejich
malym rozmérim a proménlivym vlastnostem. Aby se o toxicité zjistilo vic, provadi se
stale Castéji mnoho vyzkum, studujicich reakce tohoto kovu v organismu. (63, 15)
Veédci zjistili, ze dlouhodobé ptisobeni AgNP ma na mitochondrie organismti neblahy
vliv. Mitochondrie po kontaktu se stfibrnymi nanoc¢asticemi byly abnormalné velké,
meély nepravidelny tvar a dochazelo kjejich smrsténi. Mitochondrie jsou
charakteristické tim, ze zajist'uji bunééné dychani a produkuji ATP. (4)

Dale byly provedeny testy na cytotoxicitu keratinocytli a fibroblasti u péti bézné
dostupnych obvazli s ionty stfibra. Béhem vyzkumu byly pouzity obvazy od firmy

Acticoat, Aquacel Ag, Contreet péna, PolyMem Silver a Urgotul SSD. Uvedené obvazy
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se od sebe lisily zejména strukturou, slozenim a obsahem stiibra. Studie cytotoxicity
ukdzala, ze tfi z péti bézn¢ dostupnych obvazl s Casticemi stfibra maji cytotoxické
ucinky. To se projevilo pfedevS§im na bunkach pokozky (keratinocytech) a bunkach
vazivové tkané fibroblastech. Jednalo se o obvaz Acticoat, jehoz vyrobce je SMITH
& NEPHEW CONSUMER, Aquacel Ag od firmy Conva Tec a Contreet pénu téz od
firmy Conva Tec. Tato studie muze z¢asti vysvétlovat, pro¢ pii uziti nékterych
stiibrnych obvazi dochazi ke zpomaleni hojeni ran. (15, 16)

Vyzkum Lankvelda a kol. odhalil, Ze ukladani AgNP do tkani a organi zavisi
pravdépodobné na velikosti. Koncentrace stiibra v organech byla niz§i pfi pouziti

nanocastic o velikosti 20 nm nez pii pouziti nanocastic 0 velikosti 80 nm. (66)

1.7.1 Mechanismy toxického ucinku AgNP

Nanocastice, které proniknou do organismu, mohou vyvolat fadu poskozeni
biologickych struktur. Tyto materialy mohou prostupovat do bunék nékolika zptisoby
naptiklad endocytézou nebo makropinocytézou. (34, 94) Do jadra vnikaji malé
nanocastice o velikosti 5 nm. Naopak velké nanocastice o velikosti 30 nm a vyssi
setrvavaji v cytoplazmg. Frohlich a kel. 2009 Pyimo do jadra penetruji diftzi pfes jadernou
membranu nebo jsou do jadra transportovany pres komplexy jadernych pori. Takeé
mohou byt ndhodné uzaviené v jadfe pifi rozpousténi jaderné membrany v prubchu
mitdzy. Nanocastice uvnitt jadra mohou nasledné ptimo interagovat s molekulami DNA
nebo proteiny, ktera interaguji piimo s DNA. Tato interakce zptsobi fyzikalni
poskozeni genetického materidlu. DNA je ovlivilovana nanoc¢asticemi piimo nebo
nepiimo. K nepifimému ovlivnéni dochazi pokud nanocastice interaguji s bunéénymi
proteiny. (94)

Nanocastice v nitru buniky mohou také prostupovat z fagozémi nebo cytosolu do
mitochondrii ¢i lysozoml. Zahy po vstupu Castice do builkky se zvySuje produkce
pfenasecl (vapniku, ROS a ATP) a dochdzi k aktivaci rGznych signalnich drah. Tyto
drahy vedou k buné¢nym odezvam. Jednou z nich je vznik oxidativniho stresu Vviz
Kapitola 1.7.2 nebo zanétu. V mitochondriich dochazi k riznym reakcim, které mohou
(94)

Po vniknuti nanocastice do buniky mize po urcitém Case dochazet k fragmentaci

DNA vedouci k apoptoze, autofagocytéze nebo nekroze. (8)
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Ve vyjimec¢nych piipadech bunka nemusi byt zcela usmrcena. Vlivem nanocastic
muze byt pozménéna pouze jeji genetickd informace. To mize pfindset velmi zavazné
dasledky pro organismus, protoze miize dochazet k mutacim (trvalym zménam dédi¢né
informace v DNA). N¢které mutace mohou vyvolat karcinogenezi nebo mohou ovlivnit
plodnost. (94)

1.7.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres je na zdkladé¢ vétSiny studii povazovan za nejdulezitéjsi
mechanismus toxicity nanomateriald. (8, 94, 76) Mezi parametry homeostazy (stalosti
vnitiniho prostfedi) patii rovnovaha, kterd je velmi dualezitd, nebot za vhodnych
podminek existuje v organismu rovnovdha mezi reaktivnimi formami kysliku
a antioxidanty. Pokud dojde k poruseni této rovnovahy, vznika takzvany oxidativni
stres. Tento mechanismus toxicity zptsobi poruSeni rovnovahy mezi vznikem
antioxidativniho systému nebo nadmérnou tvorbou volnych kyslikovych radikala. To
jsou molekuly nebo atomy, jejichz valen¢ni sféra ma jeden nebo vice nesparovanych
elektrond. (100)

Reaktivni formy kysliku se utvaii béhem ozafeni ultrafialovym, rentgenovym
a gama zafenim. Produkuji je neutrofily a makrofagy v prib¢hu zanétu a zaroven
mohou byt vyvolany exogennimi faktory (ozon, xenobiotika), endogennimi faktory
(fyziologicky) a né€kolika dal$imi Ciniteli. Takovéto reaktivni formy jsou vysledkem
reakci katalyzovanych kovu, a také jsou soucasti atmosféry v podobé znecistujicich

latek. (100, 8)

1.7.3 Imunitni odpovéd zpiisobend prinikem nanocastic do organismu

Nanocastice je po vstupu do organismu vétSinou brana jako cizoroda latka —
antigen. Poté se na tento antigen navazi takzvané opsoniny, coz jsou specialni protilatky
¢1 slozky komplementu. Diky opsoniniim, které jsou rozpoznany pomoci Fc receptoru
fagocytil, mohou byt nanocastice nasledné fagocytovany. Zminéné interakce maji smysl
pouze pied zahajenim zanétlivé reakce. Pokud vstoupi nanocastice do organismu

naptiklad respiracni cestou, jsou nejprve obaleny surfaktantem ¢i jinymi latkami, které
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obsahuje bronchoalveolarni tekutina. Nanocastice pak zacnou agregovat a mohou byt

rozpoznany makrofagy. (8)

1.8 Argyrie — onemocnéni zptusobené stiibrem

Argyrie je kozni onemocnéni zptisobené dlouhodobym uzivani velkého mnoZzstvi
sttibra. Projevuje se Sedomodrym zbarvenim kuze. Vyskytuje se prevazné u lidi
pracujicich v tovarnach, ve kterych se zpracovava sttibro. Lidé pracujici v pramyslové
vyrobé stiibra mohou dlouhodobé vdechovat stiibrné soli, a tak ohrozovat své zdravi.
(51)

Tato nemoc se téZ miize projevit u nékterych jedincii v disledku dlouhodobého
uzivani 1€kd obsahujicich stfibrné soli, koloidni stiibro ¢i kapalnou suspenzi
mikroskopickych Castic stfibra. Patii sem naptiklad 1é¢iva k 1é¢bé rakoviny, diabetu,
opart a dal$ich onemocnéni. (29, 36)

Stiibro nebo castice sulfidu stiibra se nejprve hromadi v kiizi. Nasledné ale muize
dochazet k akumulaci stiibra v oku ¢i jinych organech. (65)

Faktori, které mohou zapfiCinit rozvoj této nemoci je mnoho. Mezi tyto Cinitele
spadaji naptiklad stfibrné stehy uzivané ve zdravotnictvi ¢i amalgamové zubni plomby.
Argyrie se mlZe téZ projevit u pacientll s popaleninami v ptipad¢, Ze postizend mista
byly 1é¢eny sulfadiazinem stiibrnym. (29)

Tato choroba se diagnostikuje pomoci biopsie koznich tkani nebo fluorescentniho
rentgenového vyseteni. Obsah stiibra v lidském téle se primérné pohybuje okolo 1 mg.
Avsak lidé trpicich argyrii maji obsah stiibra v téle nejméné 4 mg.

Argyrie nelze vsoucasné dobé zcela vylécit. Lécéba se provadi rlznymi
depigmentacnimi  prostfedky ¢i laserem. Pacienti stouto nemoci by se neméli
vystavovat slune¢nimu zéafeni, aby nedochéazelo ke zhorSovani a méli by se vyhnout

dopliktim stravy s obsahem stiibra a celkové kontaktu se stiibrem. (14)

1.9 Praktické vyuZziti stiibra a AgNP

Védci se zacali zajimat o AgNP zejména kvili jejich ultra malym rozmértim
aneobvyklym vlastnostem. Koloidni c¢astice se vyznacuji vynikajici elektrickou
vodivosti, chemickou stabilitou, katalytickou a antimikrobialni aktivitou. Diky témto

vlastnostem se tyto nanocastice bézné pouzivaji pii vyrobé komeréné dostupnych
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vyrobkl. Pfidavaji se napfiklad do textilii, vlhc¢enych ubrouski, pletovych masek,
mycich prostiedkt, vysavacl, pracek a daji se ptimo uzit pro realizaci tfirozmérnych
mikroelektromechanickych systémut a elektrickym obvodi. Mohou také slouzit jako

katalyzatory, protoze vykazuji vysokou povrchovou energii a velky mérny povrch. (17,
92, 91, 28, 68, 84)

1.10 Vyuziti stiibra a AgNP ve zdravotnictvi

V Kklinické praxi se vyuzivd zejména AQNOs, ktery je uzivdn zejména pfi
kauterizaci. (46) Velmi vyznamny je také sulfadiazin sttibrny. Ten napomaha pii hojeni
popalenin. AgNP se ptidavaji napiiklad do kostniho cementu, obvazl a dezinfekénich

gelll. V mnoha piipadech nahrazuji antibiotika. (6, 50)

1.10.1 Zdravotnické prostiedky s obsahem stiibra

V poslednich letech se zvazuje mySlenka potahovat zdravotnické pomuicky
a prostfedky AgNP. Povrch zdravotnickych prostiedki z AGNP by mohl byt kvalitné;si
a odolngjsi nez povrch z iontl stiibra nebo kovového stiibra, protoze ob¢ tyto varianty
dopadly v klinickych testech velmi Spatn€. Pfi styku kovového stiibra s plazmou
dochédzelo k jeho inaktivaci. Navic antimikrobidlni aktivita tohoto stfibra nebyla

dostacujici. Podobné na tom byl i povrch z iontu stiibra. (88)

1.10.2 Antimikrobidlni hybridni nanovrstvy piipravené sol-gel metodou

TMSPM (3-(trimethoxysilyl) propyl methakrylat) obsahujici iontové vazany kationt
stiibra, zinku a meédi. Touto ochrannou nanovrstvou muize byt potaZzen kterykoli
materidl vcetné teflonu, keramiky, skla ¢i tkanin. Plsobi antibakteridlné proti
Escherichia coli, Staphylococcu aureu, Proteus vulgaris a dalsim bakteridlnim
kmenim. Zaroven ma antivirové a antimykotické ucinky. Zakladni funkci této
nanovrstvy je ochrana prostori a materidli pfed rezistentnimi mikroorganismy
(rezistentni Staphylococcus aureus nebo Vankomycin-rezistentni Enterococcus), kterych
Vv poslednich letech stale pribyva. Aplikace této nanovrstvy by mohla zmirnit vyskyt

nozokomialnich infekci v nemocnicich. Tento typ povrchové upravy muze byt pouzit
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napiiklad na operacnich salech, na transplantatnich oddélenich, v ¢ekarnach,
Vv hospicich, ve skolach a obchodech.

Tato nanovrstva je velmi u€innym feSenim, jelikoz kationty stfibra, médi a zinku
vykazuji velmi intenzivni antimikrobialni G¢inky. AgNP deaktivuji bakterie dokonce
nékolika zplisoby. Takto pfipravena nanovrstva by méla zajistit vyskyt kationtt stiibra,
médi a zinku na povrchu vSech materidll v nemocnicich a tim uchrénit vSechny
prostiedky pied mikroby.

M¢éd’ je schopna za ptfitomnosti atmosférického kysliku zoxidovat z méd’né formy
kationtu Cu* do m&d’naté formy kationtu Cu®* a zaroveir méd’naty kation je schopny
zoxidovat atomarni stiibro zpét na stiibrné kationty. Tato oxidaéné-redukcni reakce
udrzuje antimikrobialni G¢inky stéibrnych kationtd, viz Rovnice 1. Kationt zinku pouze

zvysuje efektivnost této antimikrobialni nanovrstvy zejména proti houbam. (98, 25, 57)

Ag’ + Cu®* - Ag" + Cu* Rovnice 1

1.10.3 Ochranné hybridni vrstvy puisobici proti viriim

zdravotnickych zafizenich. Ro¢n€ maji infekce spojené se zdravotni péci na svédomi
nespocet umrti. Tyto infekce jsou zplsobené patogennimi bakteriemi, viry a dalSimi
mikroorganismy. V poslednich letech vzrostl zajem o antibakterialni ochranné vrstvy,
kterymi se potahuji naptiklad povrchy umélych kloubt ¢i zubni implantaty.

Ochranné hybridni vrstvy obsahujici kationty stfibra, médi a zinku jsou
ptipravovany prostfednictvim radikalové polymerace sol-gel metodou. Tato
anorganicko-organickd vrstva se aplikuje na povrch sklicek ¢i na zevngjSek
polymethylmethakrylatovych desek. Do této vrstvy se po této aplikaci ptida 10 ul
jednotlivych typt imunodeficientnich viriona (influenza, HIV-1, dengue), a nasledné se

stanovi titrace. Lep$i ptilnavost maji povrchy, které nejvice snizi hodnotu titru. (41)

1.10.4 Obvazy s ionty stiibra
V posledni dob¢ stale pfibyva rezistentnich bakterii vici antimikrobidlnim
ptipravkiim. Z tohoto diivodu vznikaji nové prostiedky, které by tento problém mohly

vyfesit. Stiibro je znamé tim, Ze méa vyborné antibakterialni a antivirové Uc¢inky. Proto

26



se z n¢j vyrabi obvazy s ionty stiibra a prostfedky na povrchové kryti. Na trhu je bézné
k dostani obvazovy material, sterilni kryti a praskovy sprej k regeneraci kiize od firmy

Askina Calgitrol Ag a primarni kryti od firmy Aquacel Ag. (21, 49)

1.10.5 Textilni tkaniny impregnované stiibrem

Sttibro se téz vyuziva pii vyrobé zdravotnickych odévi, v nichz slouzi jako
antibakterialni ¢inidlo. Bakterie typu Staphylococcus ¢i Enterococcus mohou na
zdravotnickém odévu prezivat az n€kolik desitek dni. Nadale mohou byt bakterie
Z odévu personalu prendseny na lizka pacientl ¢i na zdravotnické pomticky. To piinasi
velké riziko vyskytu infekci ve zdravotnickych zatizenich. (32)

Tento kov ma idedlni vlastnosti. Diky tomu, Ze je netoxicky a ma antibakteridlni
ucinky, mohou byt nanokompozitni vladkna obsahujici AgNP pifidavany do rtiznych
textilnich latek. Bavinénéd vlakna s pfimési AgNP maji velmi vysokou antibakterialni

uc¢innost zejména proti bakterii Escherichia coli. (105)

2 Nanocastice zlata (AuNP)
Zlato i stiibro spada do skupiny d-prvka a rovnéz do skupiny médi. Tento Zluty

leskly kov se vyznacuje inertnosti a oxida¢nimi ¢isly 0, I a II1. (22)

2.1 Piiprava AuNP

Existuje mnoho postupt pfiprav AUNP. Avsak tyto postupy se rozdé€luji na dva
zékladni pfistupy: top-down a bottom-up. Je nutné vzdy vhodné vybrat metodu
ptipravy podle toho, jak velké maji byt pozadované nanocastice. Top-down techniky
jsou pro piipravu nanocastic méné piihodné, jelikoz je velmi obtizné vytvoftit
nanocastice pozadovaného tvaru a velikosti.

Mezi bottom-up techniky pfipravy nanocastic kovu patii metoda chemicka, ktera je
zalozena na nukleaci a rastu tuhé faze. Tento proces je vétSinou zpisoben chemickou
redukci soli kovii. Ke kontrole ristu a k ochrané nanocéstic pfed agregaci se uziva

mnoho stabilizatort (thioly a polymery).
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Stabilni AUNP o velikosti 2 nm mohou byt pfipraveny redukci vodného roztoku
zlata tetraboritanem sodnym v pfitomnosti sulfidu uhli¢itého. Pfi této syntéze neni tieba
pouzit zadny stabilizator.

AUuNP se daji také pfipravit smichanim kyseliny tetrachlorozlatité
s hydroxylaminem v pfitomnosti etylenglykolu. Nanocastice mohou byt pfipravovany
v zasaditém, neutrdlnim nebo kyselém prostiedi. Barva vysledné smési bude ménit
barvu na zadklad¢ zvoleného prostiedi. V alkalickém prostiedi bude mit smés nejprve
¢ervenou barvu, kterd se ndsledné zméni na oranzovou. Naopak v kyselém prostredi
bude barva modrocerna, a pak rubinova.

AUNP se wvytvofi také redukci Kkyseliny tetrachlorozlatité citratem,
tetrahydridoboritanem sodnym ¢i gluko6zou. Prostfednictvim citradtu vznikaji nanocastice
rozmanitych velikosti a tvarQ. Citrat zde slouzi jako stabiliza¢ni i redukéni €inidlo. Jeho
koncentrace ovliviiuje cely proces piipravy. Cim je niz§i koncentrace citratu, tim je
pomalejsi stabilizace a zaroven vétsi velikost Castic. Tvar, velikost a vlastnosti
nanocastic zavisi také na zvoleném pH sm¢si.

Dalsi moznosti je ptiprava nanocastic pomoci gama zateni uzitim hovézi bilkoviny.
Tento protein slouzi jako stabilizator. Nanocastice pfipravené touto metodou mefi

2-7nm. (59, 77, 3, 83, 101)

2.2 Toxické u¢inky AuNP

AUNP, které méfi vice, neZ 5 nm se mohou ukladat v organech. Podobné tomu tak
je i u AgNP. Nanocastice mensich rozmért se inkorporuji 1épe nez nanocastice vétsich
rozmérd. Velké AuNP maji tendenci prostupovat krevné mozkovou bariérou. Zaroveil
mize dochazet k akumulaci AUNP v neuralni tkani.

Buiikky poskozené AuNP byly nekrotické a apoptické. AvSak béhem testovani
AUNP na mysich se neprokéazaly zadné vedlejsi ucinky. Velmi zajimavym poznatkem
je, ze kladné nabité nanocastice zpusobovaly sraZeni krve a hemolyzu naopak zaporné
nabité Castice se zdali byt zcela netoxické. Nicméné, toxické Uc€inky téchto nanocastic

nebyly dosud zcela prokazany. (40, 47, 42, 5, 67)
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2.3 Praktické vyuziti zlata a AuNP

Koloidni zlato se ¢im dal tim vic vyuziva pro rizné biomedicinské aplikace. To
zejména diky jeho slibnym elektrickym, optickym, magnetickym a strukturalnim
vlastnostem. Do téchto aplikaci se fadi napiiklad biosenzory, snimani rakovinovych
bunék, fototermalni terapie, dodavka 1ékid, molekularni diagnostika a radioterapie. (23,
1, 43)

Mnoho studii a ¢lanki uvadi, Ze ma zlato antibakterialni Gi€inky. Tyto studie se také
domnivaji, ze mensi nanocastice, diky jejich vétSimu poméru mezi povrchem
a objemem, maji silnéjsi antimikrobialni u¢inek nez nanocastice velké. (107)

Nékteré ¢lanky zase uvadéji, ze AuNP vykazuje antibakterialni aktivitu pouze proti
multirezistentnim G~ bakteriim. Tento antibakterialni u¢inek se uplatiiuje zménou
membranového potencidlu diky inhibici ATP syntetasy. To zpiisobi sniZeni hladiny
APT a soucCasn¢ dojde ke snizeni metabolismu. Antibakteridlni aktivita se téz mize
uplatiovat blokaci podjednotky ribozomu. (19)

Dle dal§i studie byla potvrzena baktericidni aktivita AuNP proti bakterii
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Bacillus subtullis metodou diskové difuze.
(44)

Za normalnich podminek je AuNP nestabilni, okamzité se shlukuje a tvofi agregaty.
Tyto Castice jsou stabilni pouze tehdy, pokud je k nim pfipojen ligand. Ligandy se
vétsinou napojuji pomoci thiolovych skupin, protoze tyto skupiny v kontaktu se zlatem
vytvaii Au-S kovalentni vazby. Takto uméle vytvoiené latky se uzivaji napiiklad
v aplikacich v diagnostice. (77)

V transmisni elektronové mikroskopii se AUNP z divodu vysoké hustoty elektront
uziva jako prostiedek Kk detekci biospecifickych interakci. Dale k takzvanému
naprasovani sminanych vzorkd. (38)

AUNP se rovnéz pouzivaji k modifikaci elektrod ¢i minielektrod. Tato Gprava
umoziuje snizit mez detekce o n¢kolik fada. Provadi se napiiklad cyklickou voltametrii.
Elektroda, na jejimz povrchu je navazana poly, mlééna kyselina, vykazuje vysokou
selektivnost. (20)

Tyto ¢astice mohou byt uzivany také pii transportu 1é¢iv ¢i v terapii, napiiklad pfi
fotodynamické terapii. Tato metoda se pouziva k 1€cbé onkologickych chorob a urcitych
koznich a infek¢nich onemocnéni. Mohou téz zlepsit pribéh 1écby nadort a 1écbu
infekénich onemocnéni pomoci fototermalni terapie. Zakladnim principem této metody

je ozateni AuNP radioaktivnim svétlem na odpovidajici vinové délce. Po osviceni se
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tyto nanocastice velmi nazhavi. Pokud se takto rozpalené nanocastice nachazi uvniti ¢i
Vv blizkosti cilovych bunék, dochazi k jejich odumirani. (99, 56, 103, 31)

AUNP vykazuji také imunologické vlastnosti. Béhem studii na kralicich bylo
zjisténo, Ze dvé hodiny po intravenéznim zavedeni 5 ml koloidniho zlata do téla kralika
vzrostl obsah leukocyti v krvi. Doslo k poklesu leukocytii v mononuklearnich formach

a naopak k narGstu v polynuklearnich formach. (81)

3 Testované bakterialni kmeny

3.1 Escherichia coli

Escherichia coli se fadi mezi Enterobakterie. Bakterie této celedi se vyznacuji tim,
Ze maji respiratorni a fermentativni metabolismus, produkuji katalazu a jsou patogenni
pro Clovéka, zvifata, hmyz 1 rostliny. Fermentativni metabolismus se vyznacuje
anaerobnim zpracovanim glukézy. Enterobakterie jsou gram-negativni, nesporulujici,
fakultativné anaerobni bakterie tyCinkovitého tvaru. Jejich délka se pohybuje od 2-3 um
a $itka okolo 0,6 um. Zpravidla vykazuji pohyblivé peritrichdzni bi¢iky a pro rust jim
sta¢i jednoducha kultivaéni ptda. Mezi Enterobakterie se téz fadi rod Klebsiella,
Salmonella, Vibrio a mnoho dal$ich rodu.

Esterichia coli se bézn& nachazi v tlustém stievé ¢lovéka. Zije zde jako komenzal.
Bézné se pouziva jako indikator fekalniho znecisténi pitné vody. Escherichia coli
vyvolava extraintestindlni onemocnéni (infekce mocovych cest a ran, hnisavé procesy
a septickd onemocnéni) a zaroven zpiisobuje infekce v intestindlnim traktu, které se

vyznacuji prujmy. (9)

3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii mezi stafylokoky a spole¢né se streptokoky se fadi
mezi nejobvyklej$i pivodce hnisavych infekci ¢i intoxikaci nékterych organismid.
Stafylokoky charakterizuje fermentacni i respiracni typ metabolismu, produkce katalazy
(krom¢ Staphylococca saccharolytica a podruhu Staphylococca aurea) a kyselin. Jsou
to velice odolné bakterie, jelikoz mohou pfezivat ve vysokych teplotach a jsou odolné
vici veétsim koncentracim NaCl. Bakterie této ¢eledi jsou gram-pozitivni, nesporulujici,

nepohyblivé, kokovitého tvaru. Pro rast jim postaci oby€ejny Zivny agar.
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U clovéka vétSinou kolonizuji na koznich oblastech ¢i sliznicich. Zpravidla
napadaji jedince s oslabenym organismem. Tyto bakterie mohou snadno proniknout do

wrwe

endokarditidy a meningitidy ve kterémkoli organu. (9)

3.3 Proteus vulgaris

Rod Proteus spada stejné jako bakterie Escherichia coli do ¢eledi enterobakterii, viz
Kapitola Escherichia coli. Proteus vulgaris je typicky plazivym rustem, produkci
uredzy a tim, Ze neutvaii uzaviené kolonie. Poméha rozkladat organickou hmotu
naptiklad ve stolici lidi a zvifat. Nejcastéji zptusobuje infekci mocovych cest. Miize se
téz vyskytovat jako sekundarni infekce v randch, zdnétu stfedniho ucha ¢i defekti

mékkych tkani. (9)

3.4 Pseudomonas aeruginosa

Rod Pseudomonas jsou striktné¢ anaerobni gram-negativni bakterie ty¢inkovitého
tvaru. Vyznacuji se polarnimi biciky, kterymi se pohybuji. Na rozdil od piedeslych
druhti bakterii maji pouze respiraéni metabolismus a vytvaii katalazu 1 oxiddzu. Mohou
se mnozit napfiklad v odpadnich vodach. Pomahaji ptfi rozkladu organické hmoty.
Nachazi se zejména na povrhu sliznic respira¢niho traktu a modovych cest. Casto se
také vyskytuje v nemocnicich pfedev§im na oddé€lenich, kde se vyuzivaji dychaci
pfistroje, katétry ¢i nebulizatory. Zpravidla se objevuje u jedincl s rozsahlymi
popaleninami, po tézkém operativnim vykonu, po dlouhodobém zavedeni katétru ci

u pacientti dlouhodobé uzivajicich imunosupresiva, kortikoidy a antibiotika. (9)

4 Rustova krivka bakterialni populace

Ve vyzkumné ¢asti byly grafické zaznamy rlstu jednotlivych bakteridlnich kment
z Biosanu RTS-1C vyhodnoceny podle jednotlivych fazi standardni rastové kiivky,
viz Obrazek ¢. 2. Standardni ristova kiivka ma sigmoidni tvar. Sklada se z ptipravné
faze, z faze zrychleného rlstu, z exponencidlni faze, z faze zpomaleného rlstu, ze

stacionarni faze a z faze odumirdni bun€k. Osa x zndzorniuje dobu kultivace a 0sa
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y logaritmus poctu zivych bunek. Genera¢ni doba bakterii se pohybuje okolo 30 minut.

(103, 55)

1) Ptipravna faze — V této fazi jesté nedochdzi k rozmnozovani bakterii. Bakterie se

pouze adaptuji na nové podminky a uvadi do ¢innosti sviij enzymovy systém. (55)

2) Faze zrychleného rustu — Bakterie jsou zcela adaptovany na nové podminky, ve
kterych se nasledné kultivuji. VSechny enzymové reakce dosahuji konstantnich

meznich rychlosti. Poté pfechazeji do ustaleného stavu. (55)

3) Exponencialni faze ristu — Rychlost rustu je v této fazi velmi intenzivni, diky
dostatecnému mnozstvi zivin v médiu. Bunky maji nejkratsi genera¢ni dobu. (55,

102)

4) Faze zpomaleného rustu — V této fazi klesa rychlost rozmnozovani bakterii z divodu

nedostatku zivin a hromadéni toxickych metaboliti. (55,102)

5) Stacionarni faze ristu — Tato faze je charakteristicka tim, ze dochézi k zastavé

rozmnozovani z divodu vycerpani zivin. PoCet bakterii se viceméné neméni. (78)

6) Faze postupného odumirani bun¢k — V této fazi se bakterie piestavaji rozmnozovat.

Pocet bakterii se snizuje, protoze dochazi k jejich odumirani. (102)
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1l Vyzkumna c¢ast

1 Cile a vyzkumné predpoklady

Tato bakalaiska prace méla stanovené 3 vyzkumné cile a 4 vyzkumné otazky.

Vyzkumné cile:

1.

Otestovat u¢inek nanocastic stiibra a zlata na vybrané bakteridlni kmeny klasickymi
mikrobiologickymi metodami a ziskané vysledky porovnat s vysledky ziskanymi ze

zaznamniku rtstu bunék RTS-1C od firmy Biosan.

Zjistit, zda se ziskané vysledky vyzkumu shoduji s informacemi popsanymi
Vv literarnich zdrojich. Porovnat, zda zvolené testovaci metody byly dostacujici na to,

aby byl vysloven zavér o inhibi¢nich ucincich obou testovanych typt nanocastic.

Prozkoumat rozdil u€inku zlatych a stfibrnych nanocéstic na testované bakteridlni

kmeny.

Vyzkumné otazky:

1.

Shoduji se ziskané laboratorni vysledky s vysledky z literarnich zdroja?

Projevil se rozdil ucinku stfibrnych a zlatych nanocastic na testované bakterialni

kmeny? Pokud ano, jaké faktory se zde projevily?

Byly zvolené testovaci metody dostacujici na to, aby byl vysloven zavér

0 inhibi¢nich uc¢incich obou testovanych typli nanocastic?

Jaky byl u€inek nano¢astic stiibra a zlata na vybrané bakterialni kmeny?

2 Metodika vyzkumu

Ve vyzkumné casti bylo uzito kvalitativni i kvantitativni hodnoceni. Hodnoceni

bylo provadéno pomoci standardnich mikrobiologickych metod. Pocet bakterii byl

stanoven pomoci pfimé kvantitativni metody, zvané kultivacni prikaz. Pomoci této

metody byl urcen pocet kolonii neboli CFU na agarovych pudach. Zaroven byl

provadén kvalitativni vyzkum pomoci pfistroje zvaného Biosan RTS-1C. Tento pfistroj
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zaznamenaval rdstovou kfivku, rychlost rstu a teplotu pii kultivaci bakterii po dobu
24 hod pii 37 °C.

Kultivace probihala v zivhém bujonu. Nize uvedené vybrané bakteridlni kmeny
byly testovany vzdy samostatné (standardné) a s pfidavkem urcitého mnozstvi
ptipravenych AgNP a AuNP. Nejprve bylo béhem testovani pouzito 5 ml AgNP
a AUNP. Poté byl pouzit polovi¢ni objem AgNP a AUNP. SniZzené mnozstvi nanoc¢astic
mélo ovérit antibakterialni ucinky AgNP a AuNP.

Cely vyzkum probihal v zim¢ roku 2017 v laboratofich Fakulty zdravotnickych

studii Technické univerzity v Liberci.

2.1 Charakteristika vyzkumného vzorku

Prvnim vyzkumnym vzorkem byly AgNP a AuNP, které byly pfipravovany
Vv laboratofich Fakulty zdravotnickych studii Technické univerzity v Liberci. Jejich
vhodna koncentrace a piiprava je popsana dale. Dal§im vyzkumnym krokem bylo
vybrat vhodné bakterialni kmeny: Escherichia coli (CCM 2024), Staphylococcus
aureus (CCM 226), Pseudomonas aeruginosa (CCM 1956), Proteus vulgaris (CCM
1951).

3 Analyza vyzkumnych dat

3.1 Pouzité pristroje a vybaveni:

Velikost AUNP a AgNP byla méfena piistrojem Zetasizer Nano (532 nm) od firmy
Malvern, viz Obrazek ¢. 3. Zetasizer Nano stanovuje velikost nanocastic pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS). Prométuje Browniiv pohyb a zaroven ho uvadi do
vztahu s velikosti ¢astic. To provadi prostiednictvim laseru, ktery osviti Castice
a analyzovanim fluktuaci intenzity v rozptyleném svétle. Castice osvétlena laserem
rozptyluje svétlo ve vSech smérech. Malé ¢astice suspendované v kapaliné se pohybuji
rychle, naopak velké Castice se pohybuji pomalu. To znamenda, Ze rychlost pohybu
Castice v kapaliné uréuje velikost této Castice. (106) Dale byla méfena koncentrace
bakterialniho inokula pomoci spektrofotometru. Na zavér byl pouzit piistroj Biosan
RTS-1C verze 2.7.3.6. Tento bioreaktor umoziuje sledovat nartst ¢i pokles mikrobt

Vv 50 ml nadobé¢ Vv redlném case. Pracuje na principu inovativniho michani v disledku
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zpétného otaceni vzorku kolem jeho vlastni osy. Zaznamenava graficky optickou

hustotu (denzitu), rychlost ristu a teplotu.

3.2 Dalsi pouzité pomiicky a zafizeni

Dale byly uzity pipety, kadinky, vahy, balonek na pipetovani, michacka, zahtivaci
lazen, odmérné banky, valce, zkumavky, denzitometr, magnetické michadlo,
kontejnery, klicky, termostat, mikrobiologické zkumavky, autoklav a stolni laboratorni

pfistroj Vortex.

3.3 Priprava AgNP a AuNP

AgNP byly pfipraveny redukci dusi¢nanu stfibrného glukézou. Na piipravu byl
pouzit dusi¢nan stiibrny (AgNOs) o koncentraci 0,001 mol.dm?, 2% roztok glukézy
a destilovana voda.

AUNP byly pfipraveny téz redukci zlatité soli glukdzou. Na piipravu byl pouzit 2%
roztok glukoézy, destilovana voda a kyselina tetrachlorozlatita (HAuUCI;) o koncentaci
0,001 mol.dm™.

Pouzité reagencie pri pripravé nanocastic:
* Dusi¢nan stiibrny (AgNOs3)

= Kyselina tetrachlorozlatita (HAuCl,)

*  Glukdza (CgH1206)

» Destilovana voda (H,0)

Predbézné pracovni postupy AgNP a AuNP:

Cilem pfipravy nanocastic bylo ziskat stabilni AgNP a AuNP pfijatelné velikosti
pro dalsi pouziti. Velmi dilezitym faktorem byla stabilita nanocastic, tedy zamezeni
aglomerace. Z tohoto diivodu bylo nutné upravit parametry podle efektivnosti. Hledani
vhodnych podminek bylo uskute¢néno nalezenim vhodného objemu glukozy, dusi¢nanu
stiibrného, kyseliny tetrachlorozlatité a destilované vody, viz Tabulka ¢. 1 a Tabulka

¢. 2. Zaroven téz zalezelo na teploté a délce zahiivani.
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Tabulka ¢. 1 Pfredbézné postupy piipravy AgNP

Teplota Délka
Vzorek | AgNO;3[ml] Glukoza H,O [mi] zah¥ivani zah¥ivani

i [°C] [min]
Ag1NP 5 5 0 Bez zahtati —
Ag1NP 5 5 0 60 10
Ag1NP 5 5 0 60 60
Ag2NP 5 5 0 50 30
Ag3NP 5 3 2 50 30
Ag4NP 5 1 4 50 30

Tabulka €. 2 Pfedbézné postupy ptipravy AuNP
Teplota Délka
Vzorek A Glukoza H,O [ml] zah¥ivani zah¥ivani

[mi] [mi] :

[°C] [min]
AulNP 5 5 0 Bez zahrati -
AU2NP 5 5 0 50 30
Au3NP 5 3 2 50 30
Au3NP 5 3 2 60 10
AU3NP 5 3 2 60 60
Au3NP 5 3 2 45 30
Au3NP 5 3 2 55 30
AUu3NP 5 3 2 55 60
Au4NP 5 1 4 50 30
AuSNP 5 4 1 50 30
AU6NP 5 2 3 50 30

Na ptipravu nanocastic byly pouzity ¢tyfi rizné glukozy (od riznych dodavatell),
aby se zjistilo, jestli kvalita gluk6zy muze ovlivnit charakter vzniklych nanocastic. Jak
se ukézalo, stabilita a kvalita nanoc¢astic zaleZi také na pouzité glukédze, na jeji chemické
Cistoté, ktera se 1iSi dle dodavatele. Nejlepsi vysledky poskytla D-glukéza od firmy
Chemapol.
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Z vysledku ziskanych na Zetasizeru Nano pro predbézné pokusy se jevil jako
Tabulka ¢. 1 a Obrazek ¢. 4. Stabilita AUNP byla vyrazné hor$i nez stabilita AgNP.
Z tohoto diivodu bylo velmi obtizné vybrat vhodny vzorek. Nakonec pro pfipravu
AUNP byl vybran vzorek Au3NP zahiaty na 55 °C po dobu 30 minut, viz Tabulka
¢. 2 a Obrazek ¢. 5.

Pracovni postupy pripravy vybranych vzorku nanocastic:

Vzorek Ag1INP

Nejprve jsme si do jedné odmérné banky pfipravili roztok dusi¢nanu stfibrného
o koncentraci 0,001 mol.dm™ a do druhé odmémé baiiky 2% roztok glukozy. Poté jsme
odpipetovali do 25 ml kadinky 5 ml ptipraveného roztoku dusi¢nanu stiibrného. Do
10 ml kadinky jsme odpipetovali 5 ml roztoku glukédzy. Nasledné jsme do kadinky
s roztokem dusi¢nanu stiibrného vlozili poteflonované magnetické michadlo, umistili ji
na elektromagnetickou michacku a spustili intenzivni michani. Doprostfed michaného
roztoku jsme pfilili odméfené mnozstvi glukézy z kddinky a takto ptipravenou reakéni
smés jsme nechali jesté asi dvé minuty michat na elektromagnetické michacce. Potom
bylo z kadinky vyndano poteflonované michadélko, jeji usti piekryto alobalem nebo

hodinovym sklem proti vniknuti prachu a kadinka ulozena v laboratornim prostiedi do
druhého dne.

Vzorek Au3NP

Nejprve jsme si do jedné odmémé bailky pfipravili roztok kyseliny
tetrachlorozlatité o koncentraci 0,001 moldm™ a do druhé odmémé baiiky 2% roztok
glukdzy. Poté jsme odpipetovali do 25 ml kadinky 5 ml pfipraveného roztoku kyseliny
tetrachlorozlatité¢ a 2 ml destilované vody. Do 10 ml kadinky jsme odpipetovali 3 ml
roztoku glukézy. Nasledné jsme do kadinky s roztokem kyseliny tetrachlorozlatité
vloZili poteflonované magnetick¢é michadélko, umistili ji na elektromagnetickou
michacku a spustili intenzivni michdni. Doprostfed michaného roztoku jsme pfilili
odméfené mnozstvi glukézy z kadinky a takto pfipravenou reakéni smés jsme nechali

jesté asi dvé minuty michat na elektromagnetické michacce
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Nasledn¢ jsme roztok pfelili do zkumavky a zkumavku s roztokem umistili do
pfedem vyhtaté vodni 14zn€ nastavené na 55 °C. Vodni lazen musi byt vyhiata predem
nejméné¢ 2 hodiny pro dostateCnou stabilizaci teploty. Zkumavku jsme nechali
umisténou v lazni 30 minut, aby se vzorek dostate¢né zredukoval. Potom byla
zkumavka vyjmuta zlazné, jeji usti prekryto alobalem proti vniknuti prachu

a zkumavka ulozena do stojanu v laboratornim prostfedi do druhého dne.

3.4 Vysledky ze Zetasizeru Nano

Velikost nanocastic a jejich stabilita u vzorkit AgINP a Au3NP pfipravenych pro
mikrobiologické testy byla kontrolovadna 1., 2. a 3. den po piipravé, u vzorku AgINP
také 4.den. Ziskané vysledky ze Zetasizeru jsou graficky shrnuty na obrazku
v piilohach, viz Obrazek ¢. 6. Primérné velikosti nanocastic jsou uvedeny v Tabulce
¢. 3 aVv Tabulce ¢. 4 véetné smérodatné odchylky sx.

Jak je z vysledkti pro Au3NP patrné, reprodukovatelnost a stabilita sold je snizena.
Objevuji se 1 velké castice, pravdépodobné vzniklé aglomeraci, které u sniZené
koncentrace a delSich ¢ast pravdépodobné dorostly velikosti nad 1000 nm a stacily pred
dokoncenim méfeni sedimentovat.

Naproti tomu u AgLNP je stabilita solt velmi dobra a béhem ¢tyf dnti od piipravy

doslo pouze k nepatrnému nértstu velikosti nanocastic.

Tabulka ¢. 3 Primérna velikost nanocastic AGINP v solu podle méfeni na Zetasizeru

Zakladni koncentrace | SniZzena koncentrace

Pramér [nm] | Sx [nm] | Pramé&r [nm] [ Sx [nm]
Prvni den 153 47 127 36
Druhy den 159 48 131 40
Treti den 161 54 135 42
Ctvrty den 158 51 141 47
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Tabulka ¢. 4 Pramérna velikost nano¢astic Au3NP Vv solu podle méfeni na Zetasizeru
(v nekterych pripadech je zde pfitomnost dvou velikosti ¢astic)

Zakladni koncentrace SniZena koncentrace
Primér Sx Objemovy Pramér SX Objemovy
[nm] [nm] podil [%] [nm] [nm] podil [%]

Prvni 191 62 100 122 65 78
den 5100 790 22
Druhy 172 55 100 188 74 95
den 5400 650 S5a

Treti 174 72 72 163 74 100
den 5400 660 36 a

Poznamky: a = pravdépodobna ptitomnost velmi velkych castic (nad 1000 nm), které

jiz sedimentovaly

3.5 Testované bakterialni kmeny

= Escherichia coli (CCM 2024)

= Staphylococcus aureus (CCM 226)

= Proteus vulgaris (CCM 1956)

= Pseudomonas aeruginosa (CCM 1951)

Bakterialni kmeny byly zakoupeny v Ceské sbirce mikroorganismi, Masarykovy

univerzity v Brn¢.

3.6 Dalsi pouzité prostiedky béhem testovani ucinku nanocastic na bakterie
= Fyziologicky roztok (pfiprava viz Kapitola 3.8)
= Petriho misky s krevnim agarem (dodané firmou BIO-RAD, Praha)

» Tekuta zivna puda pro kultivaci bakterii — bujon (piiprava viz Kapitola 3.9)

3.7 Priprava bakterialniho inokula
Bakterialni inokulum o koncentraci 10> CFU/ml bylo pipraveno pienesenim
malého mnozstvi bakterialni kultury do mensiho mnozstvi fyziologického roztoku (cca

10 ml). Tento roztok byl zvortexovan a pfeméfen na spektrofotometru, ktery stanovuje
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koncentraci urcité latky v roztoku. Cilem bylo, aby spektrofotometr ukdzal hodnotu
1+0,1. Pokud hodnota byla vyssi nez 1,1, bylo do roztoku pfidano potiebné mnozstvi
bakterialni kultury, naopak pokud hodnota byla nizsi nez 0,9, byl do roztoku piidan
fyziologicky roztok.

Bakterialni inokulum o koncentraci 10® CFU/ml bylo pfipraveno odebranim 0,1 ml

bakterialniho inokula o koncentraci 10 CFU/ml do 10 ml fyziologického roztoku.

Bakterialni inokulum o koncentraci 10° CFU/ml bylo pfipraveno odebranim 1 ml

bakterialniho inokula o koncentraci 10° CFU/ml do 9 ml fyziologického roztoku.

3.8 Priprava fyziologického roztoku
Fyziologicky roztok byl ptipraven z 8,5 g NaCl rozpusténého v 1 litru destilované
vody. Nasledné byl tento roztok tyCinkou dikladné promichan. Poté byl vlozen do

autoklavu a sterilizovan pfi teploté 100 °C/15 minut.

3.9 Priprava Zivného bujonu (pro BIOSAN RTS-1C)

Zivné médium pro bakterie bylo piipraveno z 10 g peptonu, 10 g masového
extraktu, 5 g chloridu sodného a z 1 litru destilované vody. Takto pfipraveny roztok byl
vafen asi 10 minut. Bylo zkontrolovano pH, jehoZ hodnota by se méla pohybovat

v rozmezi 7,3+0,2. Nakonec byl roztok sterilizovan pti 125 °C po dobu 15 minut.

3.10 Priprava vzorki s obsahem 5 ml AgINP pro BIOSAN RTS-1C

1) Prvni vzorek, ktery byl vlozen do piistroje, byl pfipraven z 20 ml Zivného bujonu,
5 ml bakterialniho inokula Escherichia coli 108 CFU/ml az 5 ml Ag1NP.

2) Druhy vzorek obsahoval 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakterialniho inokula
Sstaphylococcus aureus 108 CFU/ml a 5 ml Ag1NP.

3) Tieti vzorek byl piipraven z 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakterialniho inokula
Proteus vulgaris 108 CFU/ml a z 5 ml AgINP.

4) Ctvrty vzorek byl vytvofen z 20 ml Zivného bujénu, 5 ml bakterialniho inokula

Pseudomonas aeruginosa 108 CFU/ml az 5 ml Ag1NP.
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Takto pripravené vzorky byly jednotlivé vkladany do Biosanu. Biosan byl nastaven
na 37 °C, objem vzorku na 30 ml, ota¢ky na 1500 min™, vinova délka mé&feni na
850 nm, lhita zpétného otaceni na 3 sekundy a frekvence méfeni na 1 min™. V tomto
pfistroji byly vzorky ponechiany po dobu 24 hodin (nékteré i déle z duvodu
zaznamenani opétovného narustu). Nasledné byly testovany. Z kazdého vzorku byl
odebran 1 ml a vyockovan na Petriho misku s krevnim agarem. Poté byly Petriho misky
vlozeny do termostatu, ktery byl nastaven na 37 °C. Po 24 hodinich bylo odeéteno
u bakterie Escherichia coli 5 kolonii, viz Obrazek ¢. 7. U vSech ostatnich bakterii byl po

24 hodinach kompaktni vysev.

Testovani prvniho vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Escherichia coli:

Standardni rustova krivka bakterie
Escherichia coli

850 nm

Opticka denzita A
[EEN

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cas [hod.]

Graf ¢. 1 Standardni opticka denzita bakterie Escherichia coli

Ptipravna faze trvala 2 hodiny. Mezi 2. aZz 3. hodinou nastala faze zrychleného
ristu. Vlastni exponencialni faze probihala mezi 3. az 16. hodinou. Nejintenzivngjsi
faze mnozZeni bakteridlnich bunék tedy trvala 18 hodin. Od 17. hodiny je viditelna

stacionarni faze.
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Rustova krivka bakterie E. coli po pFidani 5 ml
AgINP
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Graf ¢. 2 Opticka denzita prvniho vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1INP

Po kontaktu Escherichia coli s AgINP byla, narozdil od standardni kiivky,
pfipravnd faze velmi dlouhd (trvala 19,5 hod). Faze zrychleného rlstu byla
zaznamenana mezi 19,5. hod —21. hod testovani. Poté nastala faze exponencialniho
rustu, kterda prechazi ve fazi stacionarni a nasleduje faze postupného odumirani
bakterialnich bunék.

Rychlost ristu bakterie Escherichia coli je zaznamenéna na grafu rychlosti ristu,

ktery je umistény v ptilohach, viz Graf €. 3.

Testovani druhého vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Staphylococcus aureus:

Standardni rastova krivka bakterie
Staphylococcus aureus

850 nm
D

Opticka denzita A
=
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cas [hod.]

Graf ¢. 4 Standardni opticka denzita bakterie Staphylococcus aureus
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Ptipravna faze zde probihala asi 3,5 hodiny. Poté nasledovala faze zrychlené¢ho
rastu. Okolo 5. hodiny zacala faze exponencialniho ristu. Ta probihala asi 6 hodin.
V 11 hodin na ni navazala faze zpomaleného rustu. Ve 21 hodin je zde viditelny zacatek

stacionarni faze rustu.

Riistova krivka bakterie S. aureus po pfidani S
ml AglNP

2,5 o

850 nm

N

1,5
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Cas [hod.]

Opticka denzita A

Graf €. 5 Opticka denzita druhého vzorku po kontaktu 5 ml Ag1INP

Po kontaktu Staphylococcus aureus s AgINP trvala ptipravna faze skoro 16 hodin.
Tésné pied 16. hodinou zacala faze zrychleného rustu. Tato faze probihala ptiblizné 1
hodinu. Nasledovala faze exponencialniho ristu, kterd se pfiblizné¢ ve 20 hodin
pfeménila ve fazi zpomaleného rustu.

Rychlost rtstu bakterie Staphylococcus aureus je vyobrazena na grafu v ptilohach,

Viz Graf ¢. 6.
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Testovani tietiho vzorku s obsahem 5 ml Ag1NP a Proteus vulgaris:

Standardni rastova krivka bakterie Proteus
vulgaris

850 nm
n
(671

Opticka denzita A
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Graf ¢. 7 Standardni opticka denzita bakterie Proteus vulgaris

Ptipravna faze vzorku obsahujiciho bakterii Proteus vulgaris trvala pouze 3 hodiny.
Nasledovala téméf hodinova faze zrychleného rustu. Nasledné na ni navazala
exponencialni faze ridstu, kterd pretrvavala 3,5 hodiny. V 8 hodin zacdala faze

zpomaleného ristu, ktera tésné pied 22. hodinou lehce zakolisala.

Prvni ¢ast ristové krivky bakterie P. vulgaris
po pridani S ml AgINP
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Graf ¢. 8 Prvni Cast optické denzity tietiho vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP
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Druha ¢ast rustové kiivky P. vulgaris po

) pridani S ml AgINP
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Graf ¢. 9 Druha ¢ast optické denzity tfetiho vzorku po kontaktu s 5 ml AgINP

Tato kiivka se vyrazn¢ liSila od standardni kiivky rustu bakterie Proteus vulgaris.
Piipravna faze vzorku s obsahem Ag1NP a bakterie Proteus vulgaris trvala necelych
47 hodin. Poté zacala faze zrychleného rustu. Ta setrvala po dobu 90 minut. Po
50 hodinach se dostavila faze exponencidlniho ristu. Tato faze se mezi
52. a 53. hodinou zménila ve fazi zpomaleného ristu.

Rychlost riistu bakterie Proteus vulgaris je zaznamenana na grafu rychlosti rustu,

ktery je umistény v ptilohach, viz Graf €. 10.

Testovani ¢tvrtého vzorku s obsahem 5 ml Ag1INP a Pseudomonas aeruginosa:

Standardni rustova krivka bakterie
Pseudomonas aeruginosa

850 nm
n
(621

N

Opticka denzita A
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Graf ¢. 11 Standardni opticka denzita bakterie Pseudomonas aeruginosa
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Ptipravnéd faze standardni riistové kiivky trvala 3 hodiny. Nasledovala hodinova
faze zrychleného ristu. Ve 4 hodiny se dostavila exponencialni faze, ktera se v 6 hodin
zmeénila ve fazi zpomaleného riistu. Stacionarni faze ristu probihala pfesné ve 21 hodin

a byla velmi kratka. Na konci grafu je vididitelna faze postupného odumirani buné¢k.

Riistova krivka bakterie Ps. aeruginosa po
pridani S ml AgINP
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Graf ¢. 12 Opticka denzita ¢tvrtého vzorku po kontaktu s 5 ml Ag1NP

Piipravna faze, diky ucinkim AgINP, trvala témét 15 hodin. Dale probihala
1 hodinu faze zrychleného rlstu. Po 17. hodinadch zacala exponencialni faze, ktera
ptetrvala az do 19 hodin. V tu chvili na ni navazala fdze zpomaleného ristu. Na konci

ktivky je vidét zacatek stacionarni faze ristu.

3.11 Kvantitativni analyza Ag1INP

Nejprve jsme si prichystali prazdny sterilni mikrobiologicky kontejner, do kterého
jsme odpipetovali 100 mikrolitrti bakterialniho inokula 10° CFU/mI a 100 mikrolitri
AQ1INP. Poté jsme tento roztok zvortexovali a vlozili jej na 24 hodin do termostatu,
ktery byl nastaven na 37 °C. To bylo provedeno pro kazdy bakterialni kmen.

Po 24 hodinach jsme roztok opét zvortexovali a piidali do n¢j 10 ml fyziologického
roztoku. Nasledn¢ jsme roztok opét zvortexovali.

Poté jsme odpipetovali 1 ml z pfipraveného roztoku a zaockovali jej na krevni agar.
To jsme provedli pro kazdy bakterialni kmen tfikrat (triplet). Nakonec jsme misky
s krevnim agarem a roztokem vlozili do termostatu nastaveného na 37 °C. Druhy den

jsme vyhodnotili vysledky.
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Vyhodnoceni vysledki z tripleta za 24 hodin:

Tabulka ¢. 5 Pocet kolonii na Petriho miskach (5 ml Ag1NP)

. Pocet kolonii | Pocet kolonii | Pocet kolonii Primérny
azev
na 1. misce na 2. misce na 3. misce pocet kolonii
Escherichia
] 30 10 0 13,3
coli
Staphylococcus
20 0 10 10
aureus
Pseudomonas
_ 20 0 10 10
aeruginosa
Proteus
) 10 10 0 6,7
vulgaris

Z tabulky je patrné, Ze poCty kolonii jsou téméf zanedbatelné. U bakterie E. coli

bylo primérné odecteno 13,3 CFU, viz Obrazek ¢. 11, u bakterie S. aureus 10 CFU, viz
Obrazek ¢. 10, u bakterie Ps. aeruginosa 10 CFU, viz Obrazek ¢. 8 a u bakterie P.

vulgaris 6,7 CFU, viz Obrazek ¢. 9.

3.12 Priprava vzorki s polovi¢nim objemem Ag1NP pro BIOSAN RTS-1C

1) Prvni vzorek, ktery byl vlozen do pfistroje, byl piipraven z 20 ml zivného bujonu,

5 ml bakterialniho inokula Escherichia coli 108 CFU/mlaz 2,5 ml AgINP.

2) Druhy vzorek obsahoval 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakterialniho inokula

Staphylococcus aureus 108 CFU/ml a 2,5 ml Ag1NP.

3) Tieti vzorek byl piipraven z 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakterialniho inokula

Proteus vulgaris 108 CFU/ml az 2,5 ml AgL1NP.

4) Ctrty vzorek byl vytvofen z 20 ml Zivného bujonu, 5 ml bakteridlniho inokula

Pseudomonas aeruginosa 10° CFU/ml a z 2,5 ml AgINP.

Pipravené vzorky byly opét jednotlivé vlozeny do Biosanu. Biosan byl nastaven na

37 °C, objem vzorku na 27 ml, otacky na 1500 min’l, vlnova délka mérfeni na 850 nm,

Ihiita zp&tného otadeni na 3 sekundy a frekvence méfeni na 1 min™. V ném byly vzorky

ponechany po dobu 24 hodin (nékteré i déle). Nasledné byly testovany. Z kazdého
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vzorku byl odebran 1 ml roztoku na Petriho misku s krevnim agarem. Poté byly tyto
misky vloZeny do termostatu, ktery byl nastaven na 37 °C. Po 24 hodinich byl u vech

testovanych bakterii nalezen kompaktni vysev.

Testovani prvniho vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Escherichia coli:

Rustova krivka bakterie E. coli po pFidani 2,5

ml Ag1INP
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Graf ¢. 13 Opticka denzita prvniho vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP

Ptipravna faze vzorku se snizenou koncentraci AgINP trvala 18 hodin. Teprve pak
zacCala faze zrychleného rustu. Nasledovala exponencialni faze ristu, kterd byla
zaznamenana az do 20,5. hodiny testovani. Na konci kiivky je vidét faze zpomaleného

rastu.
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Testovani druhého vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Staphylococcus aureus:

Riistova krivka bakterie S. aureus po pridani
4 2,5 ml Ag1INP
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Graf ¢. 14 Opticka denzita druhého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP

Ptipravnd faze trvala pfiblizn¢ 14,5 hodiny. Na ni navéazala hodinovad faze
zrychleného ristu. Tésné pied 16. hodinou zacala probihat faze exponencidlniho ristu,
ktera se v 18 hodin preménila ve fazi zpomaleného rastu.

Rychlost ristu bakterie Staphylococcus aureus je vyobrazena na grafu v piilohach,
viz Graf ¢. 15.

Testovani tietiho vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Proteus vulgaris:

Ristova krivka bakterie P. vulgaris po pridani
2,5 ml AgINP

850 nm

Opticka denzita A
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Graf ¢. 16 Opticka denzita tietiho vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP
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Ptipravna faze skoncila po 23 hodinach. Navazala na ni faze zrychleného ristu. Po
24 hodinach testovani nastala faze exponencidlniho ristu. Po 30 hodinéch se tato faze
zménila ve fazi zpomaleného ristu. Na konci ristové kiivky je znatelna stacionarni faze
rustu.

Rychlost rustu bakterie Proteus vulgaris je vyobrazena na grafu v pfilohach, viz

Graf ¢&. 17.

Testovani ¢tvrtého vzorku s obsahem 2,5 ml Ag1NP a Pseudomonas aeruginosa:

Riistova kfivka bakterie Ps. aeruginosa po
pridani 2,5 ml AgINP
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Graf ¢. 18 Optické denzity étrtého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP

Piipravna faze, po kontaktu Pseudomonas aeruginosa s Ag1NP, trvala 13 hodin.
Od 13.hodiny =zacala hodinova faze =zrychleného rastu. Nasledovala faze
exponencialniho ristu. Po 15 hodinach nastala faze zpomaleného ristu, kterd plynné
ptesla ve fazi stacionarniho ristu.

Rychlost rustu bakterie Pseudomonas aeruginosa je vyobrazena na grafu

v ptilohach, viz Graf ¢. 19.

3.13 Kvantitativni analyza se sniZenou koncentraci AgINP

Nejprve jsme si prichystali prazdny kontejner, do které¢ho jsme vlili 100 mikrolitrti
bakterialniho inokula 10° CFU/ml a 50 mikrolitra AgINP. Poté jsme tento roztok
zvortexovali a vlozili jej na 24 hodin do termostatu, ktery byl nastaven na 37 °C. To

bylo provedeno pro kazdy bakteridlni kmen.
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Po 24 hodinach jsme roztok opét zvortexovali a ptidali do n€j 10 ml fyziologického
roztoku. Nasledn¢ jsme roztok opét zvortexovali.

Poté jsme odpipetovali 1 ml piipraveného roztoku a zaockovali jej na krevni agar.
To jsme provedli pro kazdy bakterialni kmen tfikrat (triplet). Nakonec jsme misky
s krevnim agarem a roztokem vlozili do termostatu nastaveného na 37 °C. Druhy den

jsme vyhodnotili vysledky.

Vyhodnoceni vysledki z tripleta za 24 hodin:

Tabulka ¢. 6 Pocet kolonii na Petriho miskach (2,5 ml Ag1NP)

- Pocet kolonii | Pocet kolonii | Pocet kolonii Primérny
azev
na 1. misce na 2. misce na 3. misce pocet kolonii
Escherichia
_ 0 0 10 3,3
coli
Staphylococcus
0 0 10 3,3
aureus
Pseudomonas
) 10 20 0 10
aeruginosa
Proteus
_ 10 0 0 3,3
vulgaris

Z tabulky je patrné, Ze poCty kolonii jsou téméf zanedbatelné. U bakterie E. coli
bylo primérné odecteno 3,3 CFU, u bakterie S aureus 3,3 CFU, u bakterie Ps.
aeruginosa 10 CFU a u bakterie P. vulgaris 3,3 CFU.

3.14 Priprava vzorki s obsahem 5 ml Au3NP pro BIOSAN RTS-1C
Ptiprava vzorku, které obsahovaly 5 ml Au3NP, se shodovala s piipravou vzorka
s obsahem 5 ml Ag1NP, viz Kapitola 3.10. Ag1NP se pouze vyménily za Au3NP.

1) Prvni vzorek, ktery byl vlozen do pfistroje, byl pfipraven z 20 ml zivného bujonu,

5 ml bakterialniho inokula Escherichia coli 108 CFU/ml a z 5 ml Au3NP.
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2) Druhy vzorek obsahoval 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakteridlniho inokula
Staphylococcus aureus 108 CFU/ml a 5 ml Au3NP.

3) Tieti vzorek byl piipraven z 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakteridlniho inokula
Proteus vulgaris 10® CFU/ml a z 5 ml Au3NP.

4) Ctvrty vzorek byl vytvofen z 20 ml Zivného bujénu, 5 ml bakterialniho inokula

Pseudomonas aeruginosa 10® CFU/ml a z 5 ml Au3NP.

Takto ptipravené vzorky byly jednotlivé vkladany do Biosanu. V tomto piistroji
byly ponechany po dobu 24 hodin (né€které i déle). Nasledné byly testovany. Z kazdého
vzorku byl odebran 1 ml roztoku na Petriho misku s krevnim agarem. Poté byly Petriho
misky vloZeny do termostatu, ktery byl nastaven na 37 °C. U vSech bakteridlnich kmenii

byl po 24 hodinach na miskach nalezen kompaktni vysev.

Testovani prvniho vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Escherichia coli:

Rustova krivka bakterie E. coli po pFidani 5 ml
AuU3NP
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Graf ¢. 20 Opticka denzita prvniho vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP

Béhem testovani uc¢inku nanocastic zlata na bakterii E. coli probihala ptipravna faze
¢tyfi hodiny. Dale na tuto fazi navazala faze zrychleného ristu. V 6 hodin zacala faze
exponencialniho ristu. Bakterie se v této fazi nejvice mnozily a mély nejkratsi
genera¢ni dobu. Mezi 8. az 9. hodinou zacala faze zpomaleného rlstu, ktera je
charakteristicka tim, Ze v ni klesa rychlost rozmnozovani bakterii. Tato kiivka se velmi

podoba standardni riistové kiivce bakterii.
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Testovani druhého vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Staphylococcus aureus:

Riistova krivka bakterie S. aureus po pridani 5
ml Au3NP

850 nm

Opticka denzita A
[N

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cas [hod.]

Graf ¢. 21 Opticka denzita druhého vzorku po kontaktu s 5Sml AuSNP

Ptipravna faze trvala asi 11 hodin. U standardni optické denzity probihala piipravna
faze pouze 4 hodiny. Poté nastala faze zrychleného riistu. Po 12. hodiné se tato faze
zmeénila ve fazi exponencidlniho ristu, kterd probihala az do 16. hodiny testovani.

V 16 hodin se dostavila faze zpomaleného rustu.

Testovani tietiho vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Proteus vulgaris:

Riistova kiivka bakterie Proteus vulgaris po
pridani 5 ml Au3NP
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Graf ¢. 22 Opticka denzita tfetiho vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP

Ptipravna faze tohoto vzorku trvala necelé 2 hodiny. Dale se dostavila faze

zrychleného riistu. Okolo tfeti hodiny zacala faze exponencidlniho rlstu, ktera trvala
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skoro 8 hodin. Mezi 10. a 11. hodinou zacala faze zpomaleného ristu. Na konci kiivky
je vidét zacatek stacionarni faze rastu. Tato kiivka je témef totoznd se standardni
kiivkou.

Rychlost rustu bakterie Proteus vulgaris je vyobrazena na grafu v piilohach, viz
Graf ¢. 23.

Testovani ¢tvrtého vzorku s obsahem 5 ml Au3NP a Pseudomonas aeruginosa:

Riistova krivka bakterie Ps. aeruginosa po
pridani 5 ml Au3NP
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Graf ¢. 24 Opticka denzita ¢tvrtého vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP

Ptipravna faze trvala opét pouze tfi hodiny. Po 3 hodinach testovani se zménila ve
fazi zrychleného riistu. V rozmezi 4. a 5. hodiny se dostavila faze exponencidlniho
rustu, kterd se v 9 hodin zménila ve fazi zpomaleného ristu.

Rychlost rustu bakterie Pseudomonas aeruginosa je vyobrazena na grafu

v pfilohach, viz Graf ¢. 25.

3.15 Kvantitativni analyza Au3NP

Postup kvantitativni analyzy se opét shodoval s postupem uzitym u AgINP, viz
Kapitola 3.11.

Nejprve jsme si piichystali prazdny kontejner, do kterého jsme odpipetovali
100 mikrolitréi bakteridlniho inokula 10° CFU/mI a 100 mikrolitri Au3NP. Poté jsme
tento roztok zvortexovali a vlozili jej na 24 hodin do termostatu, ktery byl nastaven na

37 °C. To bylo provedeno pro kazdy bakteridlni kmen.
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Po 24 hodinach jsme roztok opét zvortexovali a ptidali do n€j 10 ml fyziologického

roztoku. Nasledn¢ jsme roztok opét zvortexovali.

Poté jsme odpipetovali 1 ml piipraveného roztoku a zaockovali jej na krevni agar.

To jsme provedli pro kazdy bakterialni kmen tiikrat (triplet). Nakonec jsme misky

s krevnim agarem a roztokem vlozili do termostatu nastaveného na 37 °C. Druhy den

jsme vyhodnotili vysledky.

Vyhodnoceni vysledki z tripleta za 24 hodin:

Tabulka ¢. 7 Pocet kolonii na Petriho miskach (5 ml Au3NP)

- Pocet kolonii | Pocet kolonii | Pocet kolonii Primérny
azev
na 1. misce na 2. misce na 3. misce pocet kolonii
Escherichia
) 30 20 0 16,7
coli
Staphylococcus
10 20 30 20
aureus
Pseudomonas
_ 20 20 0 13,3
aeruginosa
Proteus
) 20 40 0 16,7
vulgaris

Z tabulky je patrné, Ze pocty kolonii jsou téméf zanedbatelné, ale vy$s$i nez u

AgNP. U bakterie E. coli bylo primémé odecteno 16,7 CFU, u bakterie S aureus 20
CFU, u bakterie Ps. aeruginosa 13,3 CFU a u bakterie P. vulgaris 16,7 CFU.

3.16 Priprava vzorki s poloviénim objemem Au3NP pro BIOSAN RTS-1C

1) Prvni vzorek, ktery byl vlozen do pfistroje, byl pfipraven z 20 ml zivného bujonu,

5 ml bakterialniho inokula Escherichia coli 108 CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP.

2) Druhy vzorek obsahoval 20 ml Zivného bujonu, 5 ml bakterialniho inokula
Staphylococcus aureus 108 CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP.

3) Treti vzorek byl pfipraven z 20 ml zivného bujonu, 5 ml bakteridlniho inokula

Proteus vulgaris 10° CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP.
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4) Ctvrty vzorek byl vytvofen z 20 ml Zivného bujénu, 5 ml bakterialniho inokula

Pseudomonas aeruginosa 108 CFU/ml a z 2,5 ml Au3NP.

Ptipravené vzorky byly opét jednotlivé vlozeny do Biosanu. V ném byly ponechany
po dobu 24 hodin (nékteré i déle). Nasledné byly testovany. Z kazdého vzorku byl
odebran 1 ml roztoku na Petriho misku s krevnim agarem. Poté byly tyto misky vlozeny
do termostatu, ktery byl nastaven na 37 °C. Po 24 hodinach byl u vSech testovanych

bakterii nalezen kompaktni vysev.

Testovani prvniho vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Escherichia coli:

Rustova krivka bakterie E. coli po pFidani 2,5
ml Au3NP
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Graf ¢. 26 Opticka denzita prvniho vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP

Ptipravna faze trvala pouze dvé hodiny. Pak probihala dvouhodinova faze
zrychleného ristu. Béhem ¢tvrté hodiny nastala faze exponencidlniho rtstu. Ta trvala
pouze asi 3 hodiny. Po 6. hodin¢ ji vystfidala faze zpomaleného rustu. Tento graf je

témer shodny se standardni ristovou kiivkou bakterii.
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Testovani druhého vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Staphylococcus aureus:

Riistova krivka bakterie S. aureus po pridani
2,5 ml Au3NP
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Graf ¢. 27 Opticka denzita druhého vzorku po kontaktu 2,5 ml Au3NP

Cely proces zacal pfipravnou fazi, kterd pretrvavala skoro 4 hodiny. Pied 4.
hodinou se tato faze zménila ve fazi zrychleného rastu. Asi v 5 hodin zacala probihat
faze exponencidlniho ristu. Ta trvala asi 4 hodiny. V 9 hodin na ni navéazala faze
zpomaleného ristu.

Rychlost rustu bakterie Staphylococcus aureus je vyobrazena na grafu v piilohach,
viz Graf ¢. 28.

Testovani tietiho vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Proteus vulgaris:

Riistova krivka bakterie P. vulgaris po pridani
2,5 ml Au3NP

3,5
3
2,5
2
15
1
0,5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Cas [hod.]

850 nm

Optické denzita A

Graf ¢. 29 Opticka denzita tfetiho vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP
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Na zacatku ristové kiivky je zaznamenana hodinova ptfipravna faze. Dale na ni
navazala Sedesatiminutova faze zrychlené¢ho rastu. Po 3 hodinach testovani zacala
exponencialni faze, kterd trvala opét pouze hodinu. Ve 4 hodiny se dostavila faze

zpomaleného rustu, kterd ptetrvala az do konce zaznamenané kiivky.

Testovani ¢tvrtého vzorku s obsahem 2,5 ml Au3NP a Pseudomonas aeruginosa:

Riistova krivka bakterie Ps. aeruginosa po
pridani 2,5 ml Au3NP
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Graf ¢. 30 Opticka denzita ¢tvrtého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP

Piipravna faze po kontaktu bakterie Pseudomonas aeruginosa s Au3NP trvala
skoro dvé hodiny. Nasledovala faze zrychleného rtstu. Okolo 3. hodiny zacala velmi
kratka faze exponencidlniho riistu. Déle na ni navéazala faze zpomaleného rustu, ktera

pietrvala aZ do konce zdznamu.

3.17 Kvantitativni analyza se sniZenou koncentraci Au3NP

Nejprve jsme si pfichystali prazdny sterilni mikrobiologicky kontejner, do kterého
jsme odpipetovali 100 mikrolitrii bakterialniho inokula 10°> CFU/ml a 50 mikrolitri
AuU3NP. Poté jsme tento roztok zvortexovali a vlozili jej na 24 hodin do termostatu,
ktery byl nastaven na 37 °C. To jsme provedli pro kazdy bakterialni kmen.

Po 24 hodinach jsme roztok opét zvortexovali a piidali do n€j 10 ml fyziologického
roztoku. Nasledné jsme roztok opé&t zvortexovali.

Poté jsme odpipetovali 1 ml ptipraveného roztoku a zaockovali jej na krevni agar.

To jsme provedli pro kazdy bakterialni kmen tiikrat (triplet). Nakonec jsme misky
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s krevnim agarem a roztokem vlozili do termostatu nastaveného na 37 °C. Druhy den

jsme vyhodnotili vysledky.

Vyhodnoceni vysledki z tripleta za 24 hodin:

Tabulka ¢. 8 Pocet kolonii na Petriho miskach (2,5 ml Au3NP)

. Pocet kolonii | Pocet kolonii | Pocet kolonii Primérny
azeyv
na 1. misce na 2. misce na 3. misce pocet kolonii
Escherichia
) 20 0 30 16,7
coli
Staphylococcus
20 0 0 6,7
aureus
Pseudomonas
_ 0 0 0 0,0
aeruginosa
Proteus
) 10 20 20 16,7
vulgaris

Z tabulky je patrné, Ze poCty kolonii jsou téméf zanedbatelné. U bakterie E. coli
bylo primérné odecteno 16,7 CFU, u bakterie S aureus 6,7 CFU, u bakterie Ps.
aeruginosa 0,0 CFU a u bakterie P. vulgaris 16,7 CFU.

4 Analyza vyzkumnych cili a vyzkumnych otazek

4.1 Analyza vyzkumného cile ¢. 1 a vyzkumné otazky ¢. 4

Scilem ¢islo 1 Otestovat ucinek nanocastic stiibra a zlata na vybrané bakterialni
kmeny klasickymi mikrobiologickymi metodami a ziskané vysledky porovnat
s vysledky ziskanymi ze zaznamniku rstu bun¢k RTS-1C od firmy Biosan se pojila
vyzkumna otazka ¢. 1. Zvysledkl kvalitativni analyzy je patrné, Ze vyraznéjsi
inhibi¢ni u¢inky maji AgNP. AuNP ovlivnily pribéhy rastu testovanych bakteridlnich
kmenii pouze zanedbatelné, coz se primarné projevilo dobou piipravné faze. Ziskané
vysledky se prakticky shoduji s délkou piipravné faze bez pritomnosti AuNP, tedy

rustoveé kiivky bez i s obsahem AuNP jsou si velmi podobné.
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Pripravna faze u AgNP se casové pohybovala od 15 hod do 49 hod
u testované koncentrace 5 mg AgNP. U niz$i testované koncentrace AgNP 2,5 mg byl
vysledek od 13 hod do 23 hod. Z téchto vysledki vyplyva, Ze obé zvolené koncentrace
AgNP staci k inhibici testovanych bakteridlnich kment.

Utinek nano&astic (tedy AgNP i AuNP) byl testovan modifikaci klasické
mikrobiologické metody: Metoda AATCC Method 100 — 2004 (kvantitativni
hodnoceni antibakteridlniho uc¢inku), pomoci které se stanovi % redukce testovaného
bakteridlniho kmene. Vysledky tohoto typu testu nemaji vypovidajici hodnotu, protoze
% redukce u AgNP i AuNP (u obou testovanych koncentraci) se pohybuje v rozmezi od
99,8% do 100%, tedy vysledky jsou velmi podobné. Ukazalo se tedy, ze tato
modifikovnd metoda neni k vysloveni zavéri o u€incich testovanych nanoc¢astic vhodna.
Pravdépodobné je to zpisobeno naslednym zhifedénim testovaného bakteridlniho
inokula. Dalsim divodem muze byt nevhodné zvoleny objem nanocastic. Je nutné si
také uvédomit, Ze tato metoda pracuje s fyziologickym roztokem, kdezto metoda
kvalitativni s zivnym bujénem. Jedna se tedy o rlstové Ziviny v testovanych médiich,

které maji na vysledny rist bakterialnich bunék vliv.

4.2 Analyza vyzkumného cile €. 2 a vyzkumné otazky ¢. 1 a otazky ¢. 3

Cil cislo 2 Zjistit, zda se ziskané vysledky vyzkumu shoduji s informacemi
popsanymi v literdrnich zdrojich a porovnat, zda zvolené testovaci metody byly
dostacujici na to, aby byl vysloven zavér o inhibi¢nich Gcincich obou testovanych typl
nanocastic souvisel s otdzkou ¢islo 1 a 3. VétSina literarnich zdroji uvadi, ze AgNP
1 AuNP vykazuji antibakteridlni ucinky. Toto tvrzeni predloZzend bakaldiské prace
vyvraci, protoze pfitomnost nanocastic AuNP u testovanych bakteridlnich kment
neinhibuje bakterie tak, aby bylo vyrazn€ omezeno jejich mnoZeni. Tento fakt podporuji
informace o podrobné zmapovanych ucincich AgNP na vybrané bakteridlni bunky.

Cely proces ucinku AgNP zacind tak, Ze se nanocastice prichyti k bunééné sténé
a pronikne do bakterialni bunky. Nasledn¢ tato bufika za¢ne uvolfiovat ionty stiibra,
které¢ zvysSuji baktericidni aktivitu AgNP. Iont stfibra, jakoZto nejmensi forma stiibra,
ma nejrychlejsi a nejrazantnéjsi schopnost priiniku do bakterie. Bakterie soucasné€ zacne
vytvaret volné radikaly, které ni¢i bunécné funkce. Elektronovy pfenos mezi enzymy
dychaciho fetézce v mitochondriich je blokovan a zastavuje se metabolismus bunky
a bunika hyne. V neposledni fad¢ ionty stfibra pravdépodobné reaguji s peptidoglykany

60



bunééné stény bakterii, s plazmatickou membranou bakterii, s proteiny, DNA a enzymy,
které jsou pro zivot buiiky rozhodujici.

Zvolend kvalitativni metoda (zdznamnik rastu bunék RTS-1C), ktera vedla
k ziskani naprosto unikatnich a dosud nepublikovanych vysledkt, potvrdila nami
predpokladané vysledky, které byly podlozeny literarnimi zdroji. Jedna se o povrzeni
vySe popsanych ucinki AgNP na spektrum vybranych bakteridlnich patogennich

kment.

4.3 Analyza vyzkumného cile ¢. 3 a vyzkumné otazky ¢. 2

Na stanoveny cil ¢islo 3 Prozkoumat rozdil G¢inku zlatych a stfibrnych nanocéstic
na testované bakteridlni kmeny, navazovala otazka Cislo 2. Ptipravné faze, po kontaktu
vSech bakteridlnich kmenti s AgINP, byly velmi dlouhé. U standardnich rdstovych
ktivek trvaly pfipravné faze maximalné nékolik hodin. Nejdéle probihala pfipravna faze
bakterialniho kmene Proteus vulgaris. Tato faze probihala skoro 47 hodin po kontaktu
bakterie Proteus vulgaris s5 ml AgINP a 23 hodin po kontaktu bakterie Proteus
vulgaris s 2,5 ml AgNP. AgINP nejméné pusobily na bakterialni kmen Pseudomonas
aeruginosa. Pripravna faze tohoto kmene trvala 15 hodin b&hem testovani s vyssi
koncentraci AgINP a 13 hodin béhem testovani s niz§i koncentraci AgINP.
Nanocastice znacné prodlouzily dobu, neZz se bakterie zaCaly rozmnoZovat, tedy
oddalily zacatek rtstu bakterii. Behem kontaktu bakterii s AgNP dochazi k uvoliovani
iontl stiibra a k vytvareni volnych radikali, které ni¢i bunééné funkce.

Po kontaktu bakterii s AUSNP se standardni rlstové kiivky témet shodovaly
srustovymi kiivkami ovlivnénymi Au3NP. Ptipravné faze probihaly po kontaktu
bakterii s Au3NP od 2 do 11 hodin. Nejvétsi vliv. Au3NP byl zaznamendn
u bakterialniho kmene Staphyloccocus aureus. U standardni rdstové kiivky bakterie
Staphylococcus aureus byla tato faze zaznamenana po dobu 3 hodin. Ptipravna faze
rustové kiivky pfi testovani vyssi koncentrace Au3NP trvala 11 hodin a pfi testovani
niz8i koncentrace trvala skoro 4 hodiny. Z toho je patrné, Ze pii snizovani koncentrace
Au3NP se zarovén snizoval i¢inek Au3NP na bakterie. Zajimavé je, Ze tento ucinek byl
pozorovan u bakterie Staphylococcus aureus, coz je zastupce gram-pozitivni bakterie.
Z toho by se dalo usuzovat, ze AuNP maji nepatrny vliv pfedevsim na gram-pozitivni

bakterie. Tato domnénka se vSak vyluCuje s informacemi uvedenymi V nékterych
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literarnich zdrojich, které tvrdi, Ze AuNP vykazuji antibakteridlni uc¢inky vici gram-
negativnim bakteriim.

Béhem kontaktu bakterii s AuNP se na rozdil od AgNP neuvoliuji ionty.
Antibakterialni Gc¢inek je pravdépodobné zplsoben zménou membranového potencialu
diky inhibici enzymu ATP syntetasy. To zptsobi snizeni hladiny APT a soucasné dojde
ke snizeni metabolismu. Antibakteridlni aktivita se téz miize uplatiiovat blokaci

podjednotky ribozomu, tedy dochazi inhibici proteosyntézy.

5 Diskuze

V poslednich letech se na trhu objevuje stale vice zdravotnickych a 1é¢ivych
prostiedkil, kosmetickych prostfedkii a dalSich materiald, které obsahuji AQNP a AuNP,
proto je toto téma velmi aktualni. Ztohoho divodu je zapotiebi, aby zminéné
nanocastice byly studovany a zkoumdany, nebot’ se dostavaji do pfimého kontaktu
S lidskym organismem a ovliviiuji tak mnoho jeho biologickych funkci. Otazkou ovSem
je, jaky smérem je ovliviuji a zdali mohou ¢lovéku uskodit.

Vysledky kvantitativniho 1 kvalitativniho vyzkumu potvrdily, Ze AgNP vykazu;ji
antimikrobialni G¢inek vuc¢i Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris
a Pseudomonas aeruginosa. Baktericidni u¢inky se béhem vyzkumu projevily pii uziti
nizsi 1 vyS$i koncentrace AgNP. To znamend, Ze jiZ v malém mnozstvi jsou AgNP
antibakterialné ucinné.

Nekteré Clanky uvadéji (86, 72), ze antibakterialni aktivita AgNP je zavisla na
jejich velikosti. Nejvic reaktivni jsou nanocastice, které méfi méné nez 10 nm. Velikost
nami piipravenych AgINP béhem testovani se primérné¢ pohybovala okolo 145 nm.
Jednalo se tedy o v&tSi nanocastice, které i pres jejich vétsi rozméry vykazovaly velmi
dobré baktericidni ucinky.

Vysledky prace, které prokazaly baktericidni ucinky AgNP se shoduji informacemi
popsanymi vétSinou literarnich zdroji. Naptiklad Mauter a kol. (70), Sondi a kol. (96) ¢i
Guang a kol. (35) popisuji ve svych ¢lancich antibakterialni ucinky stiibra.

Vysledky vyzkumné c¢asti také odhalily, Ze AuNP baktericidni Uc¢inky vaci
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Proteus vulgaris
prakticky nevykazuji. Nékteré studie se vSak domnivaji, Ze tyto ucinky AuNP maji.
Napftiklad v odborném ¢lanku Zhanga a kol. (107) je uvedeno, Ze zlato zabiji bakterie
a tlumi jejich rast. Tento literarni zdroj také uvadi, Ze intenzita antibakteridlniho G¢inku
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AUNP zavisi na velikosti AuNP. Mensi nanocastice, diky jejich vétsimu poméru mezi
povrchem a objemem, maji siln€j$i antimikrobialni Gcinek nez nanocastice velké. Tato
prace vsak tuto domnénku nepotvrdila. Ptipravené AuNP béhem vyzkumu préace byly
sice pomémné velké (@ 168 nm), ale i tak by mély vykazovat u vSech bakterialnich
kment alespont maly antibakterialni Gi¢inek, ktery se vSak ve vétsing ptipadt neprojevil.
Vjiném Cc¢lanku, ktery zvetejnil Cui a kol. (19) je pséno, ze AuNP pusobi
baktericidné pouze proti multirezistentnim G~ bakteriim. Nicméné, bakalatska prace tuto
ivahu opét popira, jelikoz AuNP mély nejvétsi vliv na G bakterii Staphylococcus

aureus.

6 Navrh doporuceni pro praxi

Z praktického hlediska je pouzivani AgNP diky jejich antibakteridlni aktivit¢ velmi
vyhodné. Prvnim moznym rizikem, které se musi brat v tivahu je jejich mozna toxicita
na eukaryotni buiky. Z tohoto divodu by se AgNP nemély nekontrolovateln¢ ptidavat
do vsech komer¢né dostupnych prostiedkd, jako jsou ortopedické vlozky, masti, krémy,
zubni pasty ¢i odlicovaci tampony. M¢ly by se vyuzivat pouze v nezbytné nutnych
pfipadech ve zdravotnictvi. Je vhodné snimi modifikovat povrchy nékterych
zdravotnickych pomicek ¢i impregnovat s nimi zdravotnické odévy, aby se zabranilo
Sifeni bakteridlnich infekci ve zdravotnictvi.

Nadmérné uzivani AgNP muze mit také negativni dopad na zivotni prostiedi. To
pfinasi dalS$i mozné riziko. AgNP se mohou objevit naptiklad v Cistirnach odpadnich
vod, kde agreguji nebo se rozpoustéji. Je zapotiebi, aby AgNP byli vZdy recyklovany
a neohroZovaly tak zivotni prostiedi.

Piidavani AuNP do zdravotnickych ¢i1 komeréné dostupnych prostiedk je
pravdépodobné bezvyznamné, jelikoz témét nevykazuji dle vyzkumu prace baktericidni

ucinky.
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IV Zavér

Predlozena bakaldiskd prace se zabyvd ucinkem nanocastic stiibra a zlata na
vybrané bakteridlni kmeny. Prace je sloZena z teoretické a vyzkumné c¢asti. Prvni
kapitola teoretické c¢asti se zabyva predevSim pfipravou, mechanismem ucinku,
toxicitou a vyuzitim stiibrnych nanocastic. Druha kapitola je zaméfena na pfipravu,
toxicitu a vyuziti zlatych nanocastic. Treti kapitola popisuje vybrané bakterialni kmeny,
které jsou nasledné testovany ve vyzkumné &asti. Ctvrta kapitola obsahuje informace
0 rustové kiivce bakterii, tedy o zivotnich fazich bakterie.

Ve vyzkumné ¢asti byl uzit kvantitativni a kvalitivni vyzkum. Vysledky kvalitativni
analyzy prokazaly antibakteridlni U¢inky nanocastic stiibra. Tato vlastnost se téz
projevila pfi uziti snizené koncentrace stiibrnych nanocastic. Nejvice se baktericidni
aktivita stiibra ukazala béhem testovani bakterie Proteus vulgaris. Pfipravna faze
rastové kiivky bakterie Proteus vulgaris, po kontaktu s5 ml AgINP, trvala necelych
47 hodin. To potvrdilo, ze nanocastice stiibra potlacuji rozmnozovani a rust bakterii.
Proteus vulgaris je gram-negativni bakterie, ktera se fadi mezi Enterobakterie spole¢né
s bakterii Escherichia coli.

Naopak nanocastice zlata béhem kvalitativniho vyzkumu antibakterialni uc¢inky
prakticky neprokazaly, pfestoze vétSina studii tvrdi, Ze tyto GCinky zlaté nanocastice
maji. Negativni vysledky mohly byt ovlivnéné velikosti nanocastic zlata, ktera se
primé&mé pohybovala okolo 168 nm. Dle literdrnich zdroji by mély byt reaktivnéjsi
mensi nano€astice. Navic pfipravené nanoc¢astice nebyly zcela stabilni.

Standardni rastové kiivky jednotlivych bakterialnich kment se témet shodovaly
s rustovymi kiivkami bakterii, které byly v kontaktu s Au3NP. I kdyzZ Au3NP témet
nevykazovaly antibakterialni aktivitu, byly testovany stejnym zpiisobem jako AgINP,
aby oba vzorky mély pfi testovani stejné podminky.

Vysledky kvantitativni metody nemaji vypovidajici hodnotu, protoZe % redukce u
AgNP i AuNP (u obou testovanych koncentraci) se pohybuje v rozmezi od 99,8% do
100%, tedy vysledky jsou velmi podobné. Lze konstatovat, Ze tato modifikovna metoda
neni k vysloveni zavérii o Uc€incich testovanych nanocastic vhodné. Diivodem muze byt
nevhodné zvoleny objem nanocastic nebo nevhodné vybrané Zivné médium ¢i obsah

fyziologického roztoku.
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Obrazek ¢. 5 Vzorek Au3NP zahtaty na tfi riizné teploty (Karina Pettikova, 2017)
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Obrazek ¢. 6 Grafické vyjadieni vysledki méfeni nanoc¢éstic na Zetasizeru pro ¢asové
zavislosti stability solii (Karina Petiikova, 2017)
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Priloha €. 2 Grafy

Graf rychlosti ristu bakterie E. coli po kontaktu s 5 ml Ag1NP:
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Graf ¢. 3 Rychlost riistu prvniho vzorku po kontaktu s 5 ml AgINP

Z tohoto grafu je patrné, ze rychlost ristu bakterii zacala od 22. hodiny zna¢né
klesat. Pocet bakterii se tedy zacal vyrazné snizovat, pfestoze na predeslém grafu

optické denzity to nebylo viibec znatelné.

Graf rychlosti ristu bakterie S. aureus po kontaktu s 5 ml Ag1NP:
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Graf ¢. 6 Rychlost ristu druhého vzorku po kontaktu s 5 ml AgINP



Rychlost ristu zacala klesat jiz po 17,5 hodinach testovani. Okolo 20. hodiny
zacala rychlost opét prudce stoupat. Nicméné po 21. hodiné zacala rychlost opétovné

klesat. Zadznam zmén rychlosti ristu neni z kiivky optické denzity viibec patrny.

Graf rychlosti ristu bakterie P. vulgaris po kontaktu s 5 ml Ag1NP:
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Graf ¢. 10 Rychlost rastu tfetiho vzorku po kontaktu s 5 ml AgINP

Rychlost ristu dosahovala maxima po 5 hodinach testovani. V tu dobu se pfeménila
faze zrychleného rlistu na exponencialni fazi ristu, viz Graf ¢. 7. Potom rychlost ristu

zacala prudce klesat. Tento udaj kiivka optické denzity nezaznamenala.



Graf rychlosti ristu bakterie S. aureus po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP:
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Graf ¢. 15 Rychlost rtstu druhého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1INP

Rychlost ristu byla maximalni po necelych 16 hodinach testovani. V tento okamzik
zacCala probihat faze exponencidlniho ristu, viz Graf ¢. 15. Nésledné se rychlost ristu

kolisavé snizovala.

Graf rychlosti ristu bakterie P. vulgaris po kontaktu s 2,5 ml Ag1INP:
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Graf ¢. 17 Rychlost rtstu tfetiho vzorku po kontaktu s 2,5 ml AgINP

Rychlost rustu zacala klesat jiz od 25. hodiny testovani. Kfivka optické denzity

pokles zaznamenala aZ po 30 hodinach testovani.



Graf rychlosti rustu bakterie Ps. aeruginosa po kontaktu s 2,5 ml Ag1NP:
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Graf ¢. 19 Rychlost rastu ¢tvrtého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Ag1INP

Maximalni rychlost ristu byla zaznamenana v 15 hodin. To odpovidalo exponencialni
fazi ristu. Nasledné se zacala rychlost ristu snizovat. Od 19. hodiny byla rychlost ristu

viceméné nulova. To odpovida i grafim optické denzity.

Graf rychlosti ristu bakterie P. vulgaris po kontaktu s 5 ml Au3NP:
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Graf ¢. 23 Rychlost rustu tfetiho vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP

Rychlost riistu dosahovala maxima jiz pted 4. hodinou. Nasledné se rychlost zacala

kolisavé snizovat. Snizovani rychlosti v tento €as neni z grafu optické denzity znatelné.



Graf rychlosti ristu bakterie Ps. aeruginosa po kontaktu s 5 ml Au3NP:
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Graf €. 25 Rychlost riistu ¢tvrtého vzorku po kontaktu s 5 ml Au3NP

Z tohoto grafu je patrné, ze pokles rychlosti riistu zacal jiz od 5. hodiny testovani.

Na predeslém grafu optické denzity neni pokles v tento ¢as zaznamenan.

Graf rychlosti ristu bakterie S. aureus po kontaktu s 2,5 ml Au3NP:
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Graf ¢. 28 Rychlost riistu druhého vzorku po kontaktu s 2,5 ml Au3NP

Maximalni rychlost riistu byla zaznamenana pied 6. hodinou testovani. Z grafu
optické denzity je zfejmé, ze v tuto chvili probihala exponencidlni faze. Od 6 hodin se

rychlost rustu snizovala.



