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Abstrakt

Bakterialni rezistence vi¢i konven¢nim antibakterialnim metodam je rostoucim problémem ve
zdravotnictvi. Tato prace se zaméfuje na zkoumani alternativnich metod pro potlaceni
bakterialniho rustu. Stfedobodem pozornosti této prace jsou antibakterialni uéinky kovovych
nanodastic, a to konkrétné oxidu zine¢natého, stéibra a zlata. Antibakterialni vlastnosti dalsich
fyzikalnich vlivii jsou rozsitujicim doplitkem této prace.

V teoretické casti prace je kladen ddraz na popis gram-negativnich a gram-pozitivnich
bakterii, pouzitych nanocastic a jinych fyzikalnich vlivi. Experimentélni ¢ast prace zahrnuje
ptesny postup piipravy vzorkd, pouzité metody a zaznamenané vysledky.

U kovovych nanoéastic lze pozorovat a prokazat antibakterialni G¢inky, které jsou spjaty
s jejich urcitou koncentraci. Déle bylo zjisténo, Zze rizné faktory, jako je teplota nebo hlinikova

folie, mohou rovnéz ovlivnit bakterialni ruist.

Klicova slova: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, nanoc¢astice, oxid zine¢naty, hedgehog

nanocastice, neutrony

Abstract

Bacterial resistance to conventional antibacterial methods is a growing concern in healthcare. This
study focuses on exploring alternative methods to suppress bacterial growth. The centerpiece of
this research is the antibacterial effects of metal nanoparticles, specifically zinc oxide, silver, and
gold. The antibacterial properties of other physical influences are complementary to this study.

The theoretical section emphasizes describing gram-negative and gram-positive bacteria,
the nanoparticles used, and other physical influences. The experimental section outlines the
precise procedure for sample preparation, methods used, and recorded results.

Metal nanoparticles exhibit antibacterial effects that correlate with their specific
concentrations. Additionally, it has been demonstrated that other factors, such as temperature or

aluminum foil, can also influence bacterial growth.

Keywords: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, nanoparticles, zinc oxide, hedgehog

nanoparticles, neutrons
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Seznam zKkratek

Zkratka Vyznam zkratky
NP Nanocastice

ZnO-NP  Nanocastice oxidu zine¢natého

Ag-NP Stiibrné nanocastice
Au-NP Zlaté nanocastice
HH-NP Hedgehog nanocéstice
E. coli Escherichia coli
S. aureus Staphylococcus aureus
G+ Grampozitivni bakterie
G- Gramnegativni bakterie
MHB Muller-Hintontv bujén
MHA Muller-Hintontv agar

CFU Kolonie formujici jednotky
oD Opticka hustota
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Uvod

V oblasti biomedicinského vyzkumu a 1ékatstvi stale vzrista zajem o inovativni piistupy k
potlaceni Sifeni bakterialnich infekci. Bakterialni rezistivita se vici konvenénim lééebnym
metodam zvySuje. [1] Stava se tedy nezbytnym hledani novych prostiedki a metod, které by
pomohly ovlivnit nebo zastavit bakterialni rust a jejich dalsi Siteni. Jednim z perspektivnich
smerl v této oblasti je vyuziti nanotechnologii a nanocastic (NP), které prokazuji vyraznou
antibakterialni aktivitu. Tato prace se zamétfuje na zkoumani vlastnosti a u¢inku kovovych
nanocastic, zejména pak nanocastic oxidu zine¢natého (ZnO-NP) a jejich prostorovych
modifikaci, nanocastic stiibra (Ag-NP) a zlata (Au-NP). Déle se tato prace zabyva i u¢inky
jinych fyzikalnich vlivi na rust a likvidaci bakterii, kterymi jsou Escherichia coli a
Staphylococcus aureus.

Teoreticka ¢ast prace se zabyva vlastnostmi bakterii pouzitych pfi experimentu a
predpokladanymi mechanismy antibakterialni aktivity nanocastic. V této Casti prace je dale
popsan zpusob, jakym dochazi k vyhodnocovani vlivu nano¢astic a dalSich fyzikalnich jeva
na rust bakterii. V experimentalni ¢asti prace je popsan postup ptipravy a nasledné provedeni
experimentd.

Cilem této bakalatské prace je pfispét k rozvoji poznatkli o antibakteridlnich
vlastnostech kovovych nanog¢astic a jinych fyzikalnich faktora. Ziskané poznatky mohou vést

ke zdokonaleni boje proti bakterialnim infekcim.



Cast 1.

Teoreticka c¢ast



1 Bakterialni analyza

Velmi rozmanitou a pro Zivot nepostradatelnou skupinou jsou bakterie, které ptedstavuji
fascinujici oblast biologie bohatou na zkoumani. Véda studujici vlastnosti téchto mikroorganismu
se jmenuje mikrobiologie. Tyto jednobunééné organismy, rozprostirajici se vSude kolem nas,
jsou zakladnimi stavebnimi bloky Zivota na Zemi. Jednoduché jednobunééné organismy patiily
K prvnim formam zivota na Zemi a v soucasnosti se nachazeji na nejriznéjSich mistech nasi
planety. Muzeme je najit v pidé i ve vodé, ale i na téch nejvic nehostinnych mistech jako jsou
hydrotermalni praduchy ¢&i zbytky radioaktivnich odpadi. Bakterie tohoto druhu pak nazyvame
extremofilni, jelikoz maji schopnost ptezit v téchto nehostinnych podminkach a dale se mnozit.
[2]

Hlavni faktor, ktery ovliviiuje bakterie, je prave jejich prostiedi. Ovlivnéni se projevuje
primarn¢ Vv bakteridlnim tvaru, jenz odrazi bakterialni funkcionalitu a schopnost bakterie

interagovat s okolim.
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Obréazek 1: Razné tvary, kterych mohou bakterie nabyvat [3]

Kromé tvaru je i struktura bakterialni buiiky zajimavou oblasti, kudy se miiZe ubirat pozornost
mikrobiologie. Obecné jsou bakterie obklopeny vné&j$i buné¢nou sténou a vnitini bunéénou
membranou, které poskytuji ochranu a stabilitu. Buné¢na sténa dale slouzi k transportu Zivin do
buriky a odpadnich latek pry¢ z buiiky. Existuji vSak i bakterie, které nemaji buné¢nou sténu, které
se nazyvaji mycoplazma. Povrchové struktury, jako jsou bi¢iky a fimbrie, umoziiuji bakteriim

pohyb a pfichyceni k hostiteli nebo k povrchu. Vnitfek bakterialni buiiky je vyplnén cytoplazmou,
3



ktera obsahuje slozky nezbytné pro zivot a rust bakterie. Mezi tyto slozky patii bilkoviny,

sacharidy, nukleove kyseliny, soli a ionty.

zésopm’
jaderna hmota material plazmid

ribozomy

fimbrie

slizové pouzdro
bunécna sténa

cytoplazmatickd membrana
cytoplazma

Obrazek 2: Zakladni usporadani bakterialni struktury [4]

Existuji vSak i bakterie pro lidské zdravi prospésné. Tyto bakterie Ziji v symbioze s lidskym télem
a podileji se na udrzeni rovnovahy ve vnitinim mikrobiomu, ktery ma zasadni vliv na lidské zdravi
a imunitni systém. Nicméné nékteré bakterie mohou byt patogenni a zplsobovat rtizna
onemocnéni. Pii propuknuti takového onemocnéni je dulezité zahajit 1écbu, aby nedoslo
k vaznému ohrozen zdravi vlivem bakterialni infekce. Aby bylo mozné uspé$né provést 1é¢bu,

tak je tfeba znat o jaky typ bakterie se jedna.

1.1 Déleni bakterii

Ke stanoveni, o jaky typ bakterii se jedna, bylo dilezité vytvofit determinaéni techniky.
Nejzakladnéjsi a nejpouzivanéjsi technikou v mikrobiologii je tzv. Gramovo barveni.

Tuto techniku vytvotil dansky védec H. C. Gram v roce 1884 a jeji princip je rozliseni
bakterii podle uspotfadani jejich bunécné stény na grampozitivni (G+) a gramnegativni bakterie

(G-). Z&kladnimi kroky barveni jsou:

Fixace vzorku
Primarni obarveni krystalovou violeti — modra barva
Fixace obarveni Lugolovym jodovym roztokem

Odbarveni acetonem nebo ethanolem

o &~ e

Barveni safraninovym roztokem — ¢ervena barva
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Fixace vzorku slouzi ke stabilizaci preparatu a k usmrceni bungk, nebot’ barveni mrtvych bunék
dava lepsi vysledek. [5]

Grampozitivni bakterie (G+) maji velmi silnou vn&jsi peptidoglykanovou vrstvu a oproti
gramnegativnim (G-) bakteriim nemaji vné&js$i bunéénou membranu. Tato silna vnéjsi vrstva
nepropusti ve ¢tvrtém kroku aceton nebo ethanol, tudiz na konci barveni jsou tyto bakterie modré
az fialové. Strukturu buné¢né stény muzeme vidét na Obrazku 3. V boji proti infekcim G+ bakterii
se pouzivaji antibiotika, kterd by se méla nasadit az v krajnich situacich, jinak si bakterie vytvareji

rezistivitu vici antibiotikim. [1], [6]

Plasma Membrane

Periplasmic space

Peptidoglycan

Obrazek 3: Bunééna sténa G+ bakterie [7]

Plasma Membrane

Periplasmic space
Peptidoglycan

Outer membrane
(lipopolysaccharide
and protein

Obrézek 4: Buné&¢na sténa G- bakterie [7]

Gramnegativni bakterie (G-) maji peptidoglykanovou vrstvu ten¢i a maji vné&jsi ochrannou
membranu. Touto vné&j$i membranou vSak ve ¢tvrtém kroku alkohol projde, tudiz na konci barveni
maji bakterie Cervenou az nartizovéle ¢ervenou barvu. Strukturu bunécné stény miizeme vidét na

Obréazku 4.



G- bakterie maji vysokou rezistivitu na konvenéni metody 1é¢by a maji schopnost tuto odolnost

predavat dal§im bakteriim. [8]

1.2 Escherichia coli

Zéstupce G- bakterii pouzitych v experimentalni ¢asti této préace jsou bakterie Escherichia coli.
Tyto bakterie maji ty¢inkovity tvar a na jejich povrchu se nachazeji biciky, které slouzi k pohybu.
E. coli se ptirozené nachazi v zaZivacim ustroji u lidi a zvitat a podili se pfi zpracovani Zivin
Vv travici soustavé. Optimalni teplota rastu E. coli je 37 °C, av8ak dokazi piezivat i ve vysSich

teplotéach. [9], [10]

Obrazek 5: Obarveny snimek Escherichia coli pod elektronovym mikroskopem [11]

Tyto 1 az 2 um veliké bakterie jsou vesmés neskodné, ale existuji druhy, které mohou pro lidsky
organismus piedstavovat patogen. JakoZzto aerobni a fakultativné anaerobni bakterie dokazou Zzit
jak za pritomnosti kysliku, tak bez n&j. DokaZzi néjaky Cas ptezit v puidé nebo ve vodé, kde jsou
hlavni indikaci zneéisténi [9]. Pokud tedy dojde k nadkaze, mohou E. coli zpiisobit zvraceni,
prijmy nebo zanét mocového traktu. Nekteré druhy E. coli produkuji velmi jedovaty toxin Shiga,

ktery zplsobuje zvraceni, zalude¢ni kfece a prujem. [10]

1.3 Staphylococcus aureus

Zastupce G+ bakterii pouzitych v experimentalni ¢asti této prace jsou bakterie Staphylococcus
aureus. Tyto bakterie maji kulickovity tvar a samotny ndzev pochazi z feckého stahphyle =
hrozno a kokkos = bobule. Dosahuji velikosti od 0.5 do 1 um a prokazuji se velmi tlustou
bunécnou sténou [12].

S. aureus jsou aerobni a fakultativné anaerobni bakterie, tudiz dokazi piezit v prostedi

s kyslikem i bez kysliku. V tomto sdileji podobnost s bakteriemi E. coli. Pii kolonizaci tvoii S.



aureus karotenoidy, které davaji koloniim zlutou barvu a z toho odvozen nazev aureus jako zlaty.
Pi napadeni organismu jsou bakterie v latentnim stavu az n€kolik tydnt a nasledné se projevi
jako kozni infekce, kterd se do téla pfenasi pomoci krevniho fecisté. [12]

S. aureus krasné demonstruje adaptivni schopnosti odolavat antibiotické 1é¢bé¢, a to diky
spontannim mutacim a pozitivni selektivité (tendence prospé$nych vlastnosti zvySovat jejich
¢etnost v populaci). Mechanismy antibioticke rezistence zahrnuji napt. enzymatickou inaktivaci
antibiotika. [13]

e SpotMagn - 'Oet WOIJ?L-'{‘ Tum 50

1.0_. 20000x¢SE . (83

Obréazek 6: Obarveny snimek Staphylococcus aureus pod elektronovym mikroskopem [14]

2 Nanocastice

Pokroky v oblasti nanotechnologie umoznily $ir§i vyuziti této technologie v riznych odvétvich,
véetné energetiky, primyslu a zejména biomediciny. Diky modifikaci nanocastic (NP) je mozné
vytvafet ¢astice s unikatnimi vlastnostmi a funkcemi. Tim se oteviraji nové moznosti pro vyvoj
nastrojui a technologii, které lze aplikovat v biomedicinském vyzkumu. Jednou z moznosti je
vizualizace biologickych procesi na urovni bunék. Velikost NP odpovida velikosti proteint
hrajici hlavni roli pfi bun&nych procesech a diky optickym vlastnostem NP jsme schopni tyto

procesy pozorovat. [15], [16]
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Obrazek 7: Rizné druhy aplikaci NP v biomedicing [17]

Se zvysujici se bakterialni rezistivitou vici antibiotikim se zvySuje i1 zajem o antibakterialni
ucinky NP. Tyto ¢astice mohou slouzit jako alternativni zptisob, jak zabranit bakterialnimu bujeni
a ristu. VéEtSina mechanismu antibakterialni odolnosti je proti NP netcinna, jelikoz interaguji
pfimo s bunéénou sténou. Antibakteridlnich u¢inki mohou NP dosdhnout i bez penetrace
bakterialni stény. Toto dava nadé&ji, ze by NP mohly byt méné nachylné na vyvolani bakterialni
rezistivity. [18]

BéZnym jevem jsou bakterialni biofilmy, ve kterych ptevladaji bakterialni kolonie.
Biofilmy jsou tedy mikrobialni shluky, které jsou zavislé na pevném povrchu a extracelularnich
produktech. Jakmile se bakterie usadi, je inhibovana syntéza bakteridlniho bic¢iku a bakterie se
zaénou rychle mnozit. MnozZeni dale napomaha k vytvoteni zralého biofilmu. V této fazi jsou
bakterie pfilepeny k sob¢ a tvofi silnou bariéru, kterd miize odolavat antibiotikim. Biofilmy tak
predstavuji vazné zdravotni riziko. Bakterie v biofilmech mohou navic produkovat superantigeny,
které matou imunitni systém hostitele, a tudiz nejsou bakterie napadeny obranymi prostiedky.
(18]

Aby NP dosahly svého antibakterialniho u¢inku, tak musi byt v kontaktu s bakterialni
sténou. Kontaktu s bakterii dosahuji NP pomoci riznych forem, jako je elektrostaticka atrakce,
van der Waalsova sila, receptor—ligandova nebo hydrofobni interakce. [18]

Bunécné stény a membrany jsou dulezitymi obrannymi bariérami bakterii proti vn€j§imu
prostiedi. Komponenty bunééné membrany G+ a G- bakterii poskytuji riizné adsorpéni cesty pro
NP. Pro ptekonani bakterialni membrany se NP shromazd'uji podél metabolické drahy buiiky a
tim ovliviji tvar a funkci bunééné membrany. Nasledné interaguji se zakladnimi slozkami
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bakterialni buniky, jako jsou DNA, lysozomy, ribozomy a enzymy. To vede k oxida¢nimu stresu,
zméndm permeability bunééné membrany, inhibici enzymt, deaktivaci proteini a zménam v
expresi gend. Takovéto zmény maji za nasledek bakterialni smrt. [18]

Mnoho studii prokazalo, ze NP maji vétsi aktivitu proti G+ bakteriim nez proti G-
bakteriim. Je to z toho divodu, Ze bunééna sténa G- bakterii je slozena z LPS (lipoproteint a
fosfolipidtl), které tvoii penetra¢ni bariéru a ta neumoziuje vstup makromolekul. Naopak,
buné¢na sténa G+ bakterii obsahuje pory a kyselinu teichoovou, coz umoziiuje pronikani cizich
molekul a také vétsi antibakterialni uc¢innost NP proti G+ bakteriim, jelikoz vnik NP do bunky

vede k poskozeni membrany a smrti bakterie. [18], [19]

2.1 Oxid zineCnaty

Oxid zine¢naty (ZnO) je bila praskovita latka nerozpustna ve vodé. V pfirodé se vyskytuje jako
nerost zinkit. Jeho hlavni vyuziti je v kosmetice nebo pfti vyrobé opalovacich krémd, a to diky
jeho schopnosti nedrazdit pokozku a dobie pohlcovat UV-A a UV-B zafeni. Tim, Ze jsou
nanocastice oxidu zineénatého (ZnO-NP) pro lidské buriky netoxické, tak si tento aspekt vyzadal

jejich pouziti jako antibakterialnich latek. [20], [21]

Obrazek 8: Fotka ZnO-NP pod elektronovym mikroskopem [22]

2.1.1 Antibakterialni mechanismy ZnO-NP
Ackoli byla antibakterialni aktivita ZnO-NP laboratorné prokazana, piesny mechanismus toxicity
neni zcela objasnén a je predmétem dal$ich zkoumani. V odborné literatufe jsou uvadény tyto

charakteristické mechanismy: (1) ptimy kontakt ZnO-NP s buné¢nymi sténami, coz vede k



naruseni integrity bakterialni membrany, (2) uvoliiovani antimikrobialnich iontd, pfedev§im ionth
Zn?* a (3) tvorba reaktivnich forem kysliku neboli ROS. [23]

2.1.1.1 Piimy kontakt ZnO-NP s buné¢nou sténou

Usmrceni bakterie pfi pfimém kontaktu ZnO-NP sbunéénou sténou muze byt zplisobeno
povrchovymi defekty castic. Tyto defekty tvori ¢etné hrany a rohy, které mohou destruktivné
reagovat s buné¢nou sténou. Navzdory svému jednoduchému chemickému vzorci ma ZnO velmi
bohatou chemii defektd, ktera souvisi s jeho antimikrobialni aktivitou. Povrchové defekty silné
ovliviyji toxicitu ZnO. Dle odbornych piedpokladii je antibakterialni u¢inek ZnO-NP zptsoben
poskozenim bakterialni membrany pomoci vySe zminénych defektl, které jsou dasledkem
abrazivniho povrchu ZnO. Zaroven tyto defekty zvétSuji aktivni plochu ¢astic a tim umoziuji

projev dalsich predpokladanych antibakterialnich G¢inku. [23]

2.1.1.2 Tvorba zine¢natych iontd
Jednim z hlavnich moznych antibakteridlnich mechanismi ZnO-NP je uvoliiovani zinec¢natych
iontll v prostiedi obsahujicim ZnO-NP a bakterie. Uvolnény Zn?* ma vyznamny vliv na inhibici
metabolismu, pozitivné ovliviiuje disruptivni systém enzymu a narusuje tvorbu aminokyselin.
Vliv tohoto charakteru je kriticky pro zivotaschopnost mikroorganismi a mize zpusobit jejich
smrt. [23]

Disociace zine¢natych iontii do média s bakteriemi je ovlivnéna tvarem a velikosti ZnO-
NP, jelikoz nékteré tvary maji lepsi reaktivnost S bunéénou sténou a nasledné 1épe uvoliuji ionty
Zn*". Velikou roli v rozpustnosti zine¢natych iontt do média s bakteriemi hraje i hlavni vlastnost
ZnO-NP, a to nerozpustnost ve vod¢. Diky této vlastnosti nemusi dochéazet k tak aktivni disociaci
a reakci iontd, a tudiz nemusi dochazet k takovému antibakterialnimi G¢inku, jako u jinych

navrhovanych mechanismui. [23]

2.1.1.3 Tvorba ROS
Pod vlivem UV zafeni maji ZnO-NP tendenci vytvafet reaktivni druhy kysliku neboli ROS
(reactive oxygen species). Bakterialni toxicita ROS je pfi¢itana jejich vysoké reaktivité a
oxidujicim vlastnostem. Bylo zjisténo, Ze suspenze ZnO-NP ve vodnim prosttedi produkuji
zvysenou uroven ROS. Mnoho studii povazuje tvorbu ROS za hlavni pfi¢inu nanotoxicity.
Fotokatalyticka tvorba ROS pfispiva k antibakterialni aktivité riznych kovovych oxida. Nékolik
studii naznacilo tvorbu ROS jako hlavni mechanismus odpovédny za antibakteridlni aktivitu
ZnO-NP. Mezi hlavni reaktivni druhy ROS patii superoxidovy anion (O2’), peroxid vodiku (H202)
a hydroxid (OH"). [23]

Nicméné role ROS v antimikrobidlnich ucincich se stala pfedmétem diskuse mezi

vyzkumniky v tomto oboru.
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Vznik ROS se zd4 byt protichtidny, protoze fada studii tento mechanismus prokéazala za svételné
expozice a tada alternativni studii zaznamenala aktivitu i v prostiedi tmavém. Podrobné
fungovani antibakterialnich mechanismu je tedy predmétem dal§iho zkoumani. [23]

Release of Zn®*

ROS Q @ Protein and enzymes @ ’\

production denaturation
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cell membrane
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Obrazek 9: Princip antibakterialniho u&inku ZnO-NP: 1) Generovani ROS, 2) Rozpousténi ionti Zn?*; 3)

Elektrostatické interakce na buné¢né membrané [24]

2.2 Hedgehog nanocastice

Nanogastice ZnO, které tvarem piipominaji jezka (anglicky hedgehog), jsou typ nanostruktury,
jez maji trnité vybézky, které urcuji jejich podobnost s jezkem a davaji jim tak i jejich odvozené
oznadeni. Castice budou dale ozna¢ovany jako HH-NP. Syntézy HH-NP je docileno metodami
jako je chemicka depozice z par nebo pomoci dvoustupiiového mikrofluidniho systému. Tyto
castice se skladaji z centralniho jadra a mnoha bo¢né rostoucich vybézki, které se daji oznacit
jako nanodréty. Velikost trni ZnO vyrostlych na polymernich sférickych jadrech je asi 10 ym o
praméru 100 nm. [25], [26]

HH-NP a ZnO-NP maji velmi podobné mechanismy antibakterialniho u¢inku, jelikoz jde
jenom o jiny tvar nanostruktury. Jedna se tedy o specialni tvarovou formaci ZnO-NP, jez rozsifuje
fadu tvart a uskupeni, které mizou zine¢naté nanocastice nabyvat. Je duleZité poznamenat, ze
antibakterialni aktivita ¢astic ZnO muize byt ovlivnéna riznymi faktory, jako je velikost Castic,
povrchova plocha, krystalinita a morfologie. Nanod¢astice S vét§im poétem vybézki, jako jsou
pravé HH-NP, prokazaly siln&jsi antibakterialni aktivitu ve srovnani s jinymi nano¢asticemi, a to

diky jejich mnohem vets$i specifické ploSe, ktera je schopna reagovat k bunéénou sténou. [27]

11



N -

=, \

Obréazek 11: Bézny tvar HH-NP [29]

Na Obrazku 10 a 11 mtzeme vidét rizné uskupeni vybeézka, objevujicich se na povrchu HH-NP.
Specialné na Obrazku 10 lze vidét pilonovité struktury, vybihajici ze stfedové Casti nanocastic.
Na Obrazku 11 1ze vidét nahodilejsi uskupeni vybézki rostoucich z téla ¢astice. V obou piipadech
mohou tyto vybézky destruktivné reagovat s bakteridlni st€énou a tim zpUsobit jeji naraseni do

takové urovné, ze dojde k tniku intrabakterialniho obsahu a nasledné smrti bakterialni buiky.
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2.3 Stifibrné nanocastice

Stiibrné nanocastice (Ag-NP) se diky svym jedineénym fyzikalnim a chemickym vlastnostem
stale Cast€ji pouzivaji v riznych oblastech, a to vcetné 1€kafstvi, potravindistvi, zdravotnictvi,
spotiebitelstvi a pruamyslu. Vlastnosti téchto nanocastic maji vyuziti v fad¢ aplikaci, zejména pak
jako antibakterialni latky ve vyrobcich pro domécnost a ve zdravotnictvi, v optickych senzorech
a v kone¢ném dusledku se pouzivaji ke zvySeni Gcinnosti protinadorovych 1é¢iv cilenych
k zabijeni nadoru. [30]

Biologicka aktivita Ag-NP zavisi na faktorech, mezi které patii chemie povrchu, velikost
¢astic, morfologie ¢astic a rychlost rozpousténi. Tyto fyzikalné chemické vlastnosti ovliviiyji jak
prunik nanoc¢astic do biologickych bariér, tak vysledné antibakterialni u¢inky. Proto je vyvoj Ag-
NP s tizenou strukturou, které maji jednotnou velikost, morfologii a funk¢énost, nezbytny pro
ruzné biomedicinské aplikace. K hodnoceni syntetizovanych nanomateriali se pouziva mnoho
analytickych technik, v¢etné ultrafialové viditelné spektroskopie (UV-VIS spektroskopie),
rentgenové difraktometrie (XRD), infracervené spektroskopie a dalsich [30]. Tyto techniky slouzi

i K nahlédnuti do fungovani mechanismi antimikrobialniho Gc¢inku Ag-NP. [31]

-

Obrazek 12: Ag-NP pod elektronovym mikroskopem [32]

2.3.1 Antibakterialnich aktivita Ag-NP

Zda se, ze Ag-NP jsou alternativnimi antibakterialnimi latkami k antibiotikiim a maji schopnost

prekonat bakterialni antibiotickou rezistenci. Mezi spektrem slibnych nanomaterialt se Ag-NP

zdaji byt potencialnimi antibakterialnimi latkami diky svému velkému poméru povrchu k objemu
13



a povrchové krystalografické struktufe. Bunky oSetfené Ag-NP vykazovaly akumulaci nanocastic
atvorbu "jamek" v bunécnych sténach, coz nakonec vedlo k bunééné smrti. Mensi Castice s vétSim
pomérem povrchu k objemu prokazovaly ucinnéjsi antibakteridlni aktivitu nez Castice vetsi.
Zaroven je antibakterialni aktivita Ag-NP zavisla na tvaru nanocastice. [33]

Prestoze byla prokdzéna ucinnost Ag-NP proti vice nez 650 mikroorganismim vcetné
bakterii (grampozitivnich 1 negativnich), plisni a vir, pfesny mechanismus jejich
antimikrobialniho G¢inku neni dosud zcela objasnén. Dokazeme vSak rozpoznat nckteré zakladni
zpisoby antimikrobidlniho ptisobeni Ag-NP. Antimikrobidlni U€inek je spojen se ¢tyimi dobte
definovanymi mechanismy: (1) adheze Ag-NP k povrch bunéné stény a membrany, (2) prinik
Ag-NP dovniti buiiky a poskozeni intracelularnich struktur (mitochondrie, vakuoly, ribozomy) a
biomolekul (proteiny, lipidy a DNA), (3) buné¢na toxicita a oxida¢ni stres vyvolany Ag-NP
zpasobeny tvorbou ROS a volnych radikald a (4) modulace signalnich pfenosovych cest. Krome
téchto ¢tyt dobie znamych mechanismt Ag-NP také stimuluji imunitni systém lidskych bunék

tim, ze organizuji zanétlivou reakci, ktera dale napomaha inhibici mikroorganisma. [31]

2.3.1.1 Adheze Ag-NP k buné¢né membrané
Expozice mikroorganismti vi¢i Ag-NP zplsobuje pfilnuti nanocdstic k bunécné stén¢ a
membrane diky kladnému povrchovému naboji nanocastic, coz umoziuje elektrostatickou
ptitazlivost mezi Ag-NP a negativné nabitou bunéfnou membranou. Tato interakce vede k
morfologickym zménam, jako je zmenSeni cytoplazmy nebo odtrzeni membrany, coz nakonec
muze vyustit v prasknuti bunééné stény a naslednou smrt bunky. Dale Ag-NP narusuji integritu
bunécné stény a permeabilitu membrany, coZ ovliviiuje transportni aktivity buiky a mtize vést
k jeji nekrdze. [31]

Tyto zmény jsou pozorovatelné na trovni molekularniho mechanismu, kde interakce Ag-

NP s proteiny obsahujicimi siru v buné¢né sténé zpusobuji nevratné zmény v jeji struktufe. [31]

2.3.1.2 Prunik Ag-NP do bakterialni buiiky

Interakce Ag-NP s mikrobialni membranou zptisobuje nékolik bunéénych dysfunkci. V ur¢itém
ptipadé se Ag-NP mohou dostat i dovnitf bun€k a ovlivnit tak vitalni bunécné funkce. Poriny,
kanaly naplnéné vodou pfitomné ve vnéjsi membrané G- bakterii, jsou zapojeny do vstiebani Ag-
NP do bun€k. Vstiebavani Ag-NP méni strukturu a permeabilitu membran, coz ovliviiuje
transport latek dovnité a ven z bun€k. Vstiebané Ag-NP interaguji uvnitf bun€k s riznymi
bunéénymi strukturami a molekulami, jako jsou proteiny, lipidy a DNA. Tyto interakce zptusobuji
rozmanité skodlivé ucinky, v¢etné denaturace ribozomii, deaktivace proteinti a poskozeni DNA.

Tato poskozeni zabranuji buné¢nému ristu, reprodukci, a nakonec vedou k bunééné smrti. [31]

14



2.3.1.3 Tvorba ROS

Zvysena hladina oxidativniho stresu v mikroorganismech je indikatorem toxickych ucinka
zpusobenych ionty kovi, jako je Ag*. Silna antibakterialni, antimykoticka a antivirova aktivita
Ag-NP je zpisobena jejich schopnosti produkovat reaktivni kyslikové druhy a volné radikaly,
jako je peroxid vodiku (H205), superoxidovy anion (Oz") a hydroxylovy radikéal (OH"). Tyto ROS
ovliviiuji vnitini fungovani bunéénych organel a inhibuji enzymy respiracniho fetézce, coz ma za

nasledek bunéénou smrt. [31]

2.3.1.4 Modulace signalnich ptenosovych cest

Fosforylace riiznych proteinovych substrati u bakterii je Siroce uznavanym jevem. Cyklus
fosforylace a defosforylace predstavuje mechanismus pfenosu signalu u mikroorganismd, ktery
je nezbytny pro jejich rast a bunétnou aktivitu. Studium profilu fosfotyrosinu, bakteridlnich
proteintt z obou gramovych skupin, je vhodnym zpusobem, jak pozorovat ucinek Ag-NP na
bakterialni signalni drahy, které ovliviiuji jejich rist a dalsi bunécné aktivity. Tyto fosforylované
proteiny hraji klicovou roli v replikaci DNA, rekombinaci, metabolismu a bunécném cyklu
bakterii. Inhibice fosforylace proteinii by tak zamezila jejich enzymatické aktivité, coz by vedlo

k inhibici rastu bakterii. [31]

1) Disrupt cell wall and  4) Disrupt membrane

membrane by Ag* i ;
6) Denature membrane A y“ %. by reackive 0:x/gen Species

by AgNPs ; ‘s s 1

g 3) Interrupt
o ATP production

2) Denature l
ribosomes |

7) Perforate membrane
by AgNPs

Obrazek 13: Antibakteridlni mechanismy Ag-NP: 1) NaruSeni buné¢né stény a membrany pomoci Ag*, 2)
Denaturace ribozomt, 3) NaruSeni produkce ATP, 4) Naruseni membrany pomoci ROS, 5) Interference

s DNA, 6) Denaturace membrany pomoci Ag-NP, 7) Perforace membrany pomoci Ag-NP [34]
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2.4 Zlaté nanocastice

Zlaté nanocastice Au-NP se v poslednich letech staly nové zkoumanym materidlem s velkym
potencidlem v oblasti biomediciny. Moznost syntézy Au-NP pomoci riznych metod, jak praveé
konvenénim chemickym postupem, tak i eckologicky Setrnym pfistupem vyuZzivajici
mikroorganismy a rostlinné derivaty, umoziuje snadnou kontrolu jejich velikosti, morfologie a
vlastnosti. V biomediciné se Au-NP stavaji stale atraktivnéjsimi diky jejich biokompatibilité a
schopnosti modifikace povrchu, coz umoziuje jejich vyuziti v raznych oblastech, jako je
naptiklad protinadorova terapie nebo biosenzory. V posledni dobé¢ se stava stale dulezit&j$im
tématem antibakterialni potencial Au-NP. Rizné studie proké&zaly schopnost Au-NP inhibovat
rist mikroorganismi a poSkozovat bakterialni butiky. Jejich antimikrobialni mechanismy jsou
predmétem intenzivniho vyzkumu, ktery se zaméfuje na pochopeni jejich ucinkl na rtizné typy
bakterii a na identifikaci potencialnich cest k vyuziti téchto vlastnosti v praxi. Jejich schopnost
konjugace s riiznymi latkami, jako jsou aptamery, antibiotika a antimikrobialni peptidy, poskytuje

Sirokou Skalu moznosti pro jejich vyuziti v antibakterialni terapii. [35]

Obréazek 14: Au-NP pod elektronovym mikroskopem [36]

2.4.1 Antibakteridlni G¢inky Au-NP

24.1.1 Membranova interakce
Bakterialni bunééna bariéra hraje dilezitou roli v rezistenci vuci 1é¢iviim, avSak slozeni a

vlastnosti G+ bakterii a G- bakterii se mirné lisi.
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Bylo v8ak zaznamenano, Ze AU-NP mohou narusit bakteridlni bunéénou membranu nebo
bunécnou sténu, ¢imz zpsobuji poskozeni bakterii. [35]

Au-NP zvysuji permeabilitu bunééné membrany, coz muze vést nejen k vlastnim
antibakterialnim G¢inktm, ale také k zesileni antibakterialnich G¢inkt antibiotik tim, Ze se s nimi
spojuji. Zvysenim permeability dochazi k uniku nukleovych kyselin z bakterii. Tyto ¢astice také
snizuji stabilitu membrany a indukuji tvorbu vnéjSich membranovych vezikul. Au-NP tvofi riizné

agregace na povrchu buné¢né membrany, coz muze vést k vyznamnému rozkladu bunék. [35]

2.4.1.2 Interakce Au-NP uvnitt bunky

Au-NP mohou zabijet bakterie tim, Ze inhibuji enzymatickou aktivitu, vazou se na DNA nebo
prerusuji syntézu proteint. P¥i hmotnostnim poméru Au-NP k plazmidim 15:1 mohou byt
plazmidy Gpln¢ vazany na Au-NP. S takto vyznamné snizenym poctem plazmidi muze dojit k
bunécné smrti. Au-NP mohou zptisobit depolarizaci bakterialni bunééné membrany a kontinualné

podporuji zvySovani koncentrace vapnikovych iontl v cytoplazmé. [35]

2.4.1.3 Fototermalni jev

Au-NP maji vynikajici vlastnosti pfemény svétla na teplo a mohou tedy zabijet bakterie konverzi
blizkého infra¢erveného svétla na lokalni teplo. Zvlasté zlaté nanotycCinky vykazuji vysokou miru
pifemény svétla na teplo. I kdyz je vzestup teploty zplsobeny zlatymi nanoty¢inkami zavisly na
mnozstvi Au-NP, i pfi nizkych koncentracich Au-NP lze generovat dostatecné teplo k zabiti

bakterii.

Interaction with biomolecules within
bacteria

Interaction with cell barriers

B.subtilis
S. aureus P. gmgn alis

NIR Au\Ps y ;z
laser Fungi E.coli %

| > | =L
\ HEAT ] P./aeruginosa

Photothermal effect The redox imbalance

Obrézek 15: Mozné antibakterialni mechanismy Au-NP na rizné druhy bakterii: a) Interakce s bakterialni

membranou, b) Interakce s molekulami uvnité bakterie, ¢) Fototermalni jev, d) Tvorba ROS [35]
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Vysledky pozorované pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) ukézaly, Ze lokalni
teplo generované laserovym ozaienim zpisobilo lyzi a rozpad bakterii. Specifické mechanismy
mohou zahrnovat denaturaci proteint, odpafovani bunééného obsahu a rozpad bunééné struktury.

Kromé toho Zharov a spol. [37] pozorovali, Ze kolem seskupenych Au-NP vznikaji bubliny,

které poskozuji bakterie. Béhem laserového ozateni se kvili ptehiivani okolni kapalné vrstvy
vytvarely bubliny kolem Au-NP a rychle praskaly. Vznik téchto bublin poskozoval bunécnou
sténu bakterii a podporoval pronikani nanocastici sténou buiiky. Spolu s G¢inkem lokélniho tepla

byly bakterie uplné rozlozeny. [35]

3 Jiné fyzikalni vlivy

V ramci studie antibakterialnich G¢inki alternativnich zptisobt boje proti bakterialnim infekcim
byly do této prace zahrnuty i jiné fyzikalni vlivy. Hlavnim experimentem je ozafeni bakterii
pomoci neutront, generovanych vysokoenergetickym plazmovym vybojem. Ptidruzené fyzikalni

jevy, doprovéazejici tento experiment, jsou dopliikem znalosti dalSich antibakterialnich ¢initeld.

3.1 Neutrony generované vysokoenergetickym plazmovym
vybojem

Hlavnim fyzikalnim vlivem, korelujicim s bakterialnim ristem, bylo otestovani vlivu neutrond,

které byly vytvofeny pomoci vysokoenergetického plazmového vyboje. Tyto neutrony byly

vytvofeny pomoci Z-pinchového vyboje neboli smér toku plazmatu pii vyboji byl ve vertikdlnim

sméru vzhiru podél osy z.

Aby bylo mozné generovat neutrony, musi byt z reakéni komory vypustén veskery plyn
az na hodnotu tlaku mensi nez 10~2 Pa. Poté je do komory napusténo deuterium, coz je izotop
vodiku, speciélni tim, ze obsahuje v jadfe neutrony. Nasledné je na elektrody v komofte pfivedeno
napéti o hodnoté 18 kV, které zpiisobi plazmovy vyboj. P tomto vyboji dochazi k fuzi
deuteriovych atomt (D+D) za vzniku neutronu a tiéi atoma helia. Takto vznikly neutron je vrzen
ve sméru oSy zna ter¢ik, kde se nachazi ozatovany vzorek. Pii D+D fazi vznikaji kromé
pozadovanych neutrond i atomy tritia, coZ jsou radioaktivni izotopy vodiku, které je tfeba po
experimentu bezpe¢né odéerpat. [38]

Cely proces je opakovan nékolikrat, tudiz je tfeba vzdy obsah komory odcerpat a opét
napustit atomy deuteria. Zaroven dochazi v komote k vytvoreni nezadoucich produktd, které
mohou ovlivnit méfeni. Odéerpanim obsahu komory se proto zajisti vhodné experimentalni
prosttedi. Je nezbytné, aby vzorky byly béhem experimentu pfizpisobeny pro delsi pobyt
Vv prostiedi se snizenym tlakem a soucasné odstinény od nezadoucich prvkl a latek vznikajicich

pii vYboji.
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Obréazek 16: Pohled do reakéni komory na vnéjsi a vnitini elektrody v kruhovém uspofadani. Vlevo

detailni fotka elektrod, vpravo fotka celé aparatury

Tato experimentalni konfigurace navic otevira nové moznosti pro zkoumani dalsich fyzikalnich

vliva na rust bakterii.

3.2 Pusobeni hlinikové folie na bakterie

Pro ozéfeni bakterii pomoci neutrond je nezbytné prekryt agar s bakteriemi tenkou vrstvou
hlinikové folie, ktera poskytuje ochranu proti nezadoucim necistotam vznikajicim pii vyboji. Tato
folie je poloZena pfimo na bakterie, se kterymi je v pfimém kontaktu. Béhem této interakce mize
dochazet k antibakteridlnim U€inktim, které jsou vysledkem jak uspotadani experimentu, tak
chemickych vlastnosti hliniku. Dtilezitost hlinikové folie spociva v jeji funkci ochranné bariéry
proti dopadajicim necistotam, aniz by branila neutroniim v deponovani jejich energie na povrch

agaru, kde se nachazeji bakterie.

3.3 Plisobeni tepla na bakterie

Zivé organismy obecng preferuji ur¢ité teplotni rozmezi prostiedi, které jim umoziuje optimalné
vykonavat zakladni biologické funkce, jako je rlst a rozmnozovani. Teplota hraje hlavni roli i
v morfologii, velikosti a metabolismu bakterie, a tedy tepelné zmény mohou znaéné ovlivnit
bakterialni fungovani. Extrémni teploty pak mohou mit negativni dopad na mikroorganismy a
ptipadné kompletné inhibovat dalsi fungovani mikroorganismd.

Bakterie ke svému zivotu nezbytné potiebuji vodu, kterd nejen podporuje jejich vnitini
procesy, ale také slouzi jako médium pro jejich riist a rozvoj. Vhodnym zpiisobem uchovavani

bakterii je zmraZeni, pfi némz dochazi Kk pozastaveni metabolickych procest, riustu a
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rozmnozovani. Problémem vSak muze byt, ze pii vytvareni ledovych krystald dochazi
k poskozeni bakterialni stény a zaroven zvySovani koncentrace soli dehydratuje bakterie. Ke
zmirnéni té€chto negativnich u€inki se do roztoku ptidava glycerol, ktery snizuje bod mrazu bunék
a chrani je pred ledovymi krystaly. [39]

Na druhou stranu tepelna sterilizace je proces vyuzivajici vysoké teploty ke zniCeni
bunéénych struktur a enzymii. Existuji rizné druhy tepelné sterilizace v¢etn€ suchého a vlhkého
tepla. Pro Gspésnou sterilizaci pomoci autoklavu musi byt dosaZeno teploty alespon 120 °C po

urcity ¢as. Tim se zajisti, ze dojde k anihilaci nezadoucich mikroorganismu. [40], [41]
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4 Priprava vzorku a postup experimentu

Sttedobodem zajmu bylo zjisténi antibakterialni u¢innosti kovovych nanoéastic, pfi¢emz jako
doplikovy cil bylo zkoumano antibakterialni pisobeni riznych fyzikalnich vlivi. Ke studiu
u¢inkl kovovych nanoéastic byla pouzita UV-VIS spektrofotometrie a konkrétné pro ZnO-NP
byly pouzity i bioreaktory. Pro rozsifeni znalosti o moznych alternativnich zpisobech mikrobidlni
inhibice byly pouzity neutrony, vzniklé za pomoci plazmovych vyboju. Na tento experiment byly

navazany dalsi vlivy, které se staly predmétem studia.
4.1 Popis pouzitych bakterii a materiala

4.1.1 Bakterie

V experimentalni ¢asti byly pouZity dva druhy bakterii, které byly jiz zminény v teoretickém
Gvodu této prace. Zastupcem G- bakterii je Escherichia coli, jez patii pod bakterialni kmen &islo
CCM 3954 (Czech Collection of Microorganisms). Zastupcem G+ bakterii je Staphylococcus
aureus, jenz patii pod bakterialni kmen ¢islo CCM 3953. Oba druhy téchto bakterii patii mezi

hlavni zastupce téchto skupin.

4.1.2 Nanocastice

4121 ZnO-NP

Pro zkoumani antibakterialni aktivity oxidu zine¢natého byly pouzity dva druhy praskového ZnO.
Hlavnim rozdilem byla velikost nanocastic, kde prvni nanoc¢astice mély velikost 25 nm (dale jako

ZnO-NP 25 nm) a druhé nanocastice mély velikost 20 um (dale jako ZnO-NP 20 um).
4.1.2.2 Stribro a zlato

Dal$imi kovovymi nanocasticemi jejichz antibakteridlni ucinky byly zkoumdany jsou stiibrné
nanocastice (Ag-NP) a zlaté nanocastice (Au-NP). O téchto druzich nanocastic je obecné

predpokladano, ze maji dobré antibakterialni ucinky.

4.1.2.3 Hedgehog nanocastice
Tyto Castice patii mezi specialni prostorovou konfiguraci ZnO-NP a dale budou oznaceny jako
HH-NP. Jejich specialni jezkovity tvar zvétSuje aktivni plochu HH-NP a tim zlepsuje jejich

antibakterialni u€inky.

4.1.3 Hlinikova folie

Pro experiment zaméfeny na zkoumani vlivu neutrond generovanych vysokoenergetickym
plazmovym vybojem byly pouzity étyfi varianty hlinikovych folii. Tyto varianty zahrnovaly
ruzné tloustky a to konkrétn€ 10 um, 20 um, 30um a 50um. Félie nemély Zadnou povrchovou

Upravu, jenom doslo pted aplikaci na povrch bakterii ke sterilizaci folii pomoci alkoholu.
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4.2 Metody a ptiprava vzorkl

4.2.1 Ruastové médium

Pro vyhodnoceni vysledkt je tieba kultivovat bakterie na ristovém médiu, které zajisti potiebné
Ziviny a vhodné prostiedi pro rust bakterii. Jako rastové médium byl pouzit Mueller-Hintonav
bujon (MHB) a Muller-Hintontv agar (MHA), ktery vzniknul upravou MHB. Jeden litr MHB
obsahuje 2 g hovéziho extraktu, 17,5 g hydrolyzovaného kaseinu (mlé¢ny protein) a 1,5 g skrobu.

MHA ma stejné slozeni jako MHB, akorat se v prib&hu vyrobniho procesu ptfida 17 g
agarové substance do 1 [ vody. Tim vznika MHA, ktery ma konzistenci Zelé. Pro kultivaci bakterii
se pak nanese piislusné mnozstvi MHA na Petriho misku. V experimentalni ¢asti této prace byly
pouzity dva typy Petriho misek. Prvni typ (plastova miska) mél vnitini praimér 6 cm, na ktery se
nanaselo 10 ml MHA a druhy typ (sklenéna miska) mél vnitini pramér 3 c¢m, na ktery se

nanaselo 5 ml a v pozdéjsi fazi 1 ml MHA.

4.2.2 Nanocastice

4221 ZnO-NP

Vychozi koncentrace nano¢astic oxidu zine¢natého pro nasledné fedéni byla 1024 mg/L. Té bylo
dosazeno smichanim 20,5 mg praskového ZnO a 20 ml demineralizované vody. Nasledné byl
roztok homogenizovdn po dobu 30 minut v ultrazvukovém homogenizdtoru a poté
sterilizovan v autoklavu. Tento postup je stejny jak pro ZnO-NP 25 nm, tak pro ZnO-NP

20 um. Pozadovanych nizsich koncentraci bylo dosazeno fedénim vychozi koncentrace ZnO-NP.

— =
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Obrézek 17: Vlevo lahvic¢ka s obsahem ZnO-NP 25 nm a vpravo lahvicka s obsahem ZnO-NP 20 um

4.2.2.2 Stribro a zlato
Stiibrné nanocastice byly zakoupeny jako roztok od vyrobce SIGMA-ALDRICH, Co. s kodem
730793-25ML a velikosti nanocastic 20 nm. Vychozi koncentrace roztoku Ag-NP byla 20 mg/L.

23



Zlaté nanocastice byly zakoupeny u stejného vyrobce s kodem 741965-25ML a velikosti
nanocastic 20 nm. Vychozi koncentrace roztoku Au-NP byla 50 mg/I.

Roztoky neprosly pied pouzitim zadnou specialni tpravou, jenom byl roztok nanocastic

sterilizovan v autoklavu pro zabranéni piipadné kontaminaci vzorku.

B

A

T

Obréazek 18: Vlevo lahvicka s Ag-NP (Zlutd barva) a vpravo lahvicka s Au-NP (Eervend barva)

4.2.2.3 Hedgehog
Ptiprava HH-NP byla totozna s pipravou ZnO-NP, jenom doslo k vynechani ultrazvukové

homogenizace kvili zachovani trnovitych vybézkii na povrchu nanoc¢astic. Vychozi koncentrace
HH-NP byla 1024 mg/I.

Obrazek 19: Lahvicka s HH-NP
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4.2.3 Hlinikova folie
Pro vSechny tloustky folii doslo k nastiihani trojuhelnic¢ku, které byly pak pokladany na MHA
s bakteriemi. Takto nastfihané trojuhelnicky musely byt pfed polozenim na bakterie

vydezinfikovany pomoci alkoholu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku.

4.2.4 UV-VIS spektrofotometrie

Pro hodnoceni velkého mnozstvi riznych koncentraci vSech pouzitich nanocastic byl pouzit

spektrofotometr. Konkrétné se pak jednalo o BioTek Epoch 2 Microplate Spectrophotometer.

Obrézek 20: BioTek Epoch 2 Microplate Spectrophotometer

Meéieni spektrofotometrem probihalo po dobu 24 hodin s nasledujicimi parametry méfeni
vzorkd:

e Odecteni hodnoty kazdych 15 minut
e Teplota prostiedi 37 °C
e Double orbital promichani vzorkt pfed méfenim

e VInova délka svétla pro absorpci A = 600 nm

4.2.4.1 Mikrotitracni deska
Aby mohly byt vzorky umistény do spektrofotometru a spravné odecteny, tak bylo tieba je
pfipravit na mikrotitracni desku. Prvni krok byla piiprava bakterii, kde se zacinalo rozmrazenim

bakterialniho roztoku. Poté bylo do prvni zkumavky pipetou injektovano 4,5 ml MHB a piislusny
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objem bakterialniho roztoku v mikrolitrech, aby vysledna turbidita tohoto nové vzniklého roztoku
byla 1.00, méfena podle McFarlandova standardu. Koncentrace v této prvni zkumavce byla
oznacena jako koncentrace 10°. Do druhé zkumavky bylo injektovano 4,5 ml MHB a 0,5 ml
roztoku z prvni zkumavky. Koncentrace v této zkumavce byla oznagena jako 101, Tento postup
se opakoval az do vzniklé koncentrace 1073, jez byla vychozi koncentraci pro oba bakterialni
druhy a vSechny experimenty. Hodnota této vychozi koncentrace pro E. coli byla 10* CFU/ml a
pro S. aureus byla 1,2 * 10°> CFU/ml. Relativni koncentrace 10° byla zvolena z toho dtivodu,
aby mély bakterie prostor pro rist. Zvolenim pfili§ vysoké koncentrace jako vychozi by mohlo
brzy dojit ke stagnaci rdstu bakterii, pficemz by neslo stanovit, zda za zastaveni ristu mohly
ptidané NP nebo dosaZzeni maximalni mozné koncentrace.

Pro studium antibakterialnich G¢inkti nanoc¢astice bylo tieba namichat pozadované
koncentrace. Pro ZnO-NP 25 nm, ZnO-NP 20 um a HH-NP byla koncentra¢ni fada stejna.
Vychozi koncentrace vSech zine¢natych nanocastic byla 1024 mg/l. Prvni krok bylo pfidani
500 ul demineralizované vody do mikrozkumavky (typu Eppendorf) a 500 ul vychozi
koncentrace nanocastic. Takto vznikly roztok mél koncentraci 512 mg/l a tim se stal vychozi
koncentraci pro dalsi fedéni, které pokracovalo az do vzniknuti koncentrace 16 mg/l. Pro Ag-
NP byla vychozi koncentrace 20 mg/l a kone¢na byla 2,5 mg/l. Pro Au-NP byla vychozi
koncentrace 50 mg/l a kone¢na byla 6,25 mg/I.

Tabulka 1: Obsah jamek mikrotitraéni desti¢ky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 512 mg/l 512 mg/l 10 mg/l1 25mg/l 512 mg/l -
B 256 mg/l 256 mg/l 5mg/l 12,5mg/l | 256 mg/l

C 128 mg/l1 128 mg/l1 2,5mg/l 6,25mg/l | 128 mg/l

D 64mg/l 64 mg/l - - 64 mg/l

E 32mg/l 32mg/l - - 32mg/l

F 16 mg/l 16 mg/l - - 16 mg/l

G REF REF - - -

H MHB MHB - - -

ZnO-NP 25 | ZnO-NP Ag-NP AU-NP HH
nm 20 ym

V Tabulce 1 miZzeme vidét jaké je rozloZeni koncentraci nanocastic v jednotlivych jamkéch.
Do kazdé z jamek, kde se nachazi nano¢astice jsou pak ptidany pfislusné bakterie. Pro jednotlivé
nanocastice jsou bakterie umistovany v duplikatech. V bufikach, kde je MHB, se bakterie

nepiidavaji (kontrola, Ze je bujon nekontaminovany), a naopak v buiikach, kde je napsano REF
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(referencni rust bakterii) nejsou pfidany nanocastice. Objemové se v piislusnych jamkach nachazi
100 ul bakterialniho roztoku s koncentraci 10 a 100 ul piislusnych NP. V REF burikach je pak
misto NP 100 ul demineralizované vody. V bunikach s MHB je 200 ul bujonu. Tedy ve vyuzitych
jamkéch se vzdy nachazi 200 ul roztoku a cela mikrotitra¢ni deska se pielepi tenkou pruhlednou

folii pro zamezeni vysychani vzorkd.

4.2.5 Bioreaktor

Pomoci bioreaktorti je mozné studovat antibakterialni uc¢inky ve vétS$im objemu roztoku, a to v
fadu desitek ml. Pro nejslibngjsi antibakterialni vysledky na mikrotitra¢ni desti¢ce byl pro tyto
experimenty vybran ZnO-NP 25 nm. Dochézi zde k vlivim prostiedi, jelikoz v bioreaktorech
doch&zi k neustalému otaceni a intenzivnimu promichavani kapaliny. Pro tento experiment byly

pouzity 4 bioreaktory BioSan RTS-1C.

Obrazek 21: Vlevo bioreaktor BioSan RTS-1C, vpravo velka zkumavka o objemu 50 ml

V tomto reaktoru dochazelo k ode¢itani optické hustoty po dobu 24 hodin s nasledujicimi

parametry:

e (Odecteni hodnot kazdych 15 minut

e Otacky 1 s vlevo a1 s vpravo + 2000 otacek za minutu
e Teplota prostiedi 37 °C

e VInova délka svétla A = 850 nm
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4.25.1 Ptiprava zkumavek

V bioreaktorech byl z ¢asovych dtivodi zkouman vliv pouze ZnO-NP 25 nm na bakterialni rist.
Objemové bylo ve zkumavkach 20 ml roztoku, pouzivaly se plastové uzaviratelné zkumavky o
objemu 50 ml, kterou je mozné vidét v prave ¢asti Obrazku 21. Bakteridlni koncentrace pro E.
coli a S. aureus bylo dosaZeno stejné, jako u ptedchoziho experimentu. Nejdtive se do 4,5 ml
MHB pfidal ptislusny objem rozmrazeného bakterialniho roztoku, aby zméfena turbidita této
smési byla 1.00 podle McFarlandova kritéria. Hodnota této koncentrace byla 10°. Z takto vzniklé
koncentrace bylo ptiddno 0,5 ml do dalsich 4,5 ml MHB, kde vznikla koncentrace 10, Tento
postup se opakoval do vzniku bakterialni koncentrace 107 a zarovet byl tento postup stejny pro
oba druhy bakterii. Koncentrace ZnO-NP 25 nm byla od 512 mg/l do 16 mg/I.

Obsah zkumavek byl nésledujici:

Tabulka 2: Obsah a koncentrace nanocastic ve zkumavkach pro bioreaktory

Cislo zkumavky | ZnO-NP 25 nm Fyz:g;?glifky Bar'g;tr;ék'”i k;/r?/cselrelgrr;ie
nanocastic
1 10 ml - 10 ml 512mg/l1
2 5ml 5ml 10 ml 256 mg/l
3 2,5ml 7,5 ml 10 ml 128 mg/l
4 - 10 ml 10 ml REF
5 1,25 ml 8,75 ml 10 ml 64 mg/l
6 0,63 ml 9,37 ml 10 ml 32mg/l
7 0,32 ml 9,68 ml 10 ml 16 mg/l
8 - 10 ml 10 ml REF

Tim, Ze se experiment délal dvakrat (z divodu omezeného poctu reaktoru), tak zluté oznadena
pole v Tabulce 2 vyjadiuji referenéni roztok, ktery neobsahuje NP. Nasledné je mozné v této

tabulce vidét, jakym fedénim bylo dosaZeno potiebnych koncentraci ve zkumavkach.

4.2.6 Jiné fyzikalni vlivy

Pro zahajeni experimentu zkoumani vlivu neutronll na rist bakterii bylo dulezité piejit na
sklenéné Petriho misky s vnitinim primérem 3 cm. Takto Siroké misky se spolehlivé vesly na
vicko reak¢ni komory. Celkem bylo ozafovani provedeno dvakrat a pokazdé jenom pro bakterie
E. coli v koncentracich 10° az 103, Té&chto koncentraci bylo dosazeno stejnym zplisobem, jako
v predchozich experimentech, tedy do prvni zkumavky byl pfidano 4,5 ml MHB a pfislusny
objem rozmraZenych bakterii, aby byla vysledna turbidita standardu 1.00 a tim vznikla
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koncentrace 10°. Do druhé zkumavky (typu Eppendorf) bylo piidano 900 ul fyziologického
roztoku a 100 ul piedeslé koncentrace a tim vznikla koncentrace 10, Tento postup se opakoval
do vzniku koncentrace 103, Kazd4 z pfipravenych koncentraci pak byla v mnozstvi 250 ul
nanesena na malou Petriho misku, na které se nachazelo 5 ml MHA. Posledni krok piipravy pro
prvni experiment zahrnoval polozeni trojuhelnicka z hlinikovych folii o ptislusnych tloustkach
na MHA s bakteriemi. Rozlozeni trojuhelnickd bylo 10 um, 20 um, 30 ym a 50 um.

V druhém experimentu byly aplikovany jisté zmény, které zahrnovaly zdrsnéni dna
sklenéné Petriho misky pro lepsi uchyceni MHA, objem naneseného MHA byl snizen na 1 ml, a
posledni zména bylo poloZeni folie do dvou vrstev, kde spodni vrstva byly 3 trojahelniky
s tloustkou 10 um, 20 um a 30 um, které byly prekryty jednou velkou kruhovou vrstvou o
tloustce 10 um. Zaroven tato vrchni vrstva byla pfilepena pomoci dvou tenkych prouzki
k Petriho misce. Opét byly pfipraveny &tyii koncentrace bakterii, od 10° do 103 a v objemu

250 ul byly naneseny na upravené Petriho misky.

Obrazek 22: Petriho misky z MHA, ptislusnou bakterialni koncentraci a teréem pro rozlozeni tloustky
hlinikové félie
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Obrazek 23: Petriho miska s MHA, bakteriemi a hlinikovymi trojihelni¢ky poloZenymi na vicko aparatury

Na Obrézku 22 je zobrazeno, jaké bude rozlozZeni riznych druhu folie a Obrézek 23 pak ukazuje
skute¢né rozlozeni folie na bakteriich. Jednotlivé trojuhelni¢ky piedstavuji riizné tloustky podle
predlohy na Obrazku 22. Zaroven je na Obrazku 23 mozné pozorovat, ze je Petriho miska
ptilepena na vi¢ko reakéni komory, jelikoz cely vzorek bude viset kolmo na osu z neboli ve sméru

vyboje a toku neutrond.
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni vysledki

UV-VIS spektrofotometr a bioreaktory umi odecitat optickou hustotu (dale jen OD) métenych
vzorki a zaroven poskytuji elektronicky zaznam hodnot OD, které je mozné pouzit k vyhodnoceni
antibakterialniho vlivu NP. Vzhledem k tomu, Ze priib¢h OD podava pouze informaci o tom, zda
bakterie v Case rostly ¢i nerostly, je dobré pro komplexni piehled uréit také konecnou koncentraci
bakterii ve vzorku a porovnat ji s referenci. To se provede pomoci postupného fedéni daného
vzorku (coz je koncentrace 10%) v krocich 1:10 az do relativni koncentrace 10%, pfi¢emz kazda
koncentrace se nasledné kultivuje na 6 cm plastové Petriho misce na MHA po dobu 24 hodin pfi
teploté 37°C. Nasledné na Petriho misce spocitame narostlé bakterialni kolonie, ¢imz pii znamém
stupni fedéni uréime pocet kolonie formujicich jednotek (dale jen CFU) v jednom m!l odebraného
vzorku. Z celé koncentra¢ni fady vybereme ty misky, kde je pocet kolonii v desitkach az nizsich
nelze.

Po prob¢hnuti experimentu tedy provedeme odbér z kazdé velké zkumavky v bioreaktoru
a provedeme zminéné fedéni pomoci mikrozkumavek Eppendorf. U UV-VIS spektrofotometru
dojde k odebréni 100 ul z téch jamek, ve kterych vykazovaly NP totalni nebo alespoii mirnou
bakterialni inhibici. Mikrozkumavek je potfeba 8 pro kazdy z odebranych vzorku (pro fedéni az
do relativni koncentrace 10®). Do kazdé z mikrozkumavek je injekovano 900 ul fyziologického
roztoku. Do prvni mikrozkumavky je pak nasledné ptidano 100 ul roztoku z velké zkumavky
z bioreaktoru nebo z jamky v mikrotitra¢ni desce. Dojde k promichani a tim vznikne relativni
koncentrace 10 viici vzorku, ze kterého bylo odebrano. Do druhé mikrozkumavky je ptidano
100 ul obsahu prvni mikrozkumavky a tim dojde ke vzniku koncentrace 102, Tento postup se

opakuje do vzniku koncentrace 102 v posledni mikrozkumavce.
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Obrézek 24: Plastova Petriho miska o praméru 6 cm s bakteridlnimi koloniemi. Horni népis odpovida

prislusnému vzorku nanocastic a dolni napis odpovida stupni fedéni

Nasledné bylo 500 ul obsahu kazdé mikrozkumavky inokulovano na 6 cm Petriho misku s MHA
a po zaschnuti obsahu byla miska vlozena na 24 hodin do inkubatoru s vnitini teplotou 37 °C. Na
téchto miskach jsou kultivovany CFU (anglicky Colony Forming Units), jez jsou vidét na
Obrézku 24 jako drobné tecky. Pocet CFU v jednom ml je dilezitym dal§im faktorem urcujicim
antibakterialni efektivitu zkoumanych NP a fyzikalnich faktort. Pro lepsi ptehlednost vysledka
je dobré spocitat procentualni pomér CFU vzorku ku CFU reference a toto ¢islo poté udava

ucinnost pouzitych NP.
5.2 UV-VIS spektrofotometrie

5.2.1 Escherichia coli

Na nésledujicich grafech je vyobrazena zména OD v ¢ase. Pokud tedy dojde k nartstu bakterii,
hodnota OD se zvétsi a zaznamenani této zmény prob&hne kazdych 15 minut, pfi¢emz celé méfeni

trvalo 24 hodin. Timto zptisobem jsme schopni ziskat informace o ristu bakterii v ase.
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Obréazek 25: Vyvoj OD roztoku E. coli a ZnO-NP 25 nm

Z Obrazku 25 je patrné, ze koncentrace ZnO 512 mg/l a 256 mg/l maji silné antibakterialni
u¢inky, a tudiz pii téchto koncentracich doch&zi k celkové bakteridlni inhibici. Zaroven lze
pozorovat, ze ne vSechny kiivky maji nulovou OD ¢i blizkou nule, coz je zptisobenou absorpci
svétla ¢asticemi ZnO u téch roztokl, kde ma ZnO vyssi koncentraci.

Koncentrace 128 mg/1 také vykazuje antibakterialni u¢inky, avSak na konci experimentu
dochazi k mirné zméné OD a lehkému naristu bakterii. Koncentrace 64 mg/l nevykazuje tak
znacné antibakterialni ucinky a jenom tlumi rychlost ristu bakterii. Koncentrace 32 mg/l a
16 mg/l maji velmi podobny pribéh jako referencni kiivka, tudiz antibakterialni ucinek téchto

koncentraci bude zanedbatelny.

Tabulka 3: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace ZnO-NP 25 nm a referenci

NP ZnO-NP 25 nm REF
Koncentrace 512 mg/l 128 mg/l1 -
CFU 20 6,81 x 107 8,2 x 108
CFU [%] 0 8 100

Vypocet CFU a procentualnich pomértt CFU v Tabulce 3 pro vybrané koncentrace potvrzuje, Ze
nejvyssi koncentrace ma silné antibakterialni ucinky. Na druhé strané, niz$i koncentrace,

zatinajici od hodnoty 128 mg/l, jiz nedisponuji tak silnymi a¢inky.
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Obrazek 26: Vyvoj OD roztoku E. coli a ZnO-NP 20 um

Na Obrézku 26 je opét vidét, Ze koncentrace ZnO 512mg/l a 256 mg/l maji silny

antibakteridlni t¢inek. Také na tomto obrazku lze vidét posunuti kiivek mimo nulovou hodnotu

OD, coz je opét zpusobenou absorpci svétla ¢asticemi ZnO.

U koncentrace 128 mg/l dochazi k mirng&j$imu atlumu ristu bakterii nez u mensich

Castic. Koncentrace 64 mg/l ma také vliv na rist bakterii, ale na obrazku nelze pozorovat vysoké

antibakterialni u¢inky.

Koncentrace 32 mg/l a 16 mg/l maji zanedbatelné antibakterialni u¢inky, jelikoz je

vyvoj OD pro tyto koncentrace velmi podobny, jako je vyvoj OD pro referenci.

Tabulka 4: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace ZnO-NP 20 um a referenci

NP ZnO-NP 20 um REF
Koncentrace 128 mg/1 -
CFU 2,48 x 108 8,2 * 108
CFU [%] 30 100

I pfes tadovou podobnost vypoétenych CFU v Tabulce 4 je mozné pozorovat mirny
antibakterialni uc¢inek ZnO v koncentraci 128 mg/l. Tento u¢inek je ziejmy na zakladé

procentualniho poméru koncentrace vici referenci. U nizSich koncentraci lze predpokladat, ze

antibakterialni €¢inky nebudou vykazovany.
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5.2.1.3 Ag-NP
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Obréazek 27: Vyvoj OD roztoku E. coli a Ag-NP

Z Obrazku 27 lze vidét, ze vliv stiibrnych nano¢astic na rist bakterii je maly az zanedbatelny. Pro
koncentraci Ag-NP 10 mg/l dochézi ke zpozdénému zahajeni rtstu, zatimco pro zbylé

koncentrace jsou kiivky OD velmi podobné referenci.

Tabulka 5: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace Ag-NP a referenci

NP Ag-NP REF
Koncentrace 10 mg/l -
CFU 7,35 % 108 8,2 x 108
CFU [%] 89 100

Vypocéet CFU v Tabulce 5 pro nejvyssi koncentraci Ag-NP potvrzuje netcinnost téchto NP,
jelikoz je hodnota procentualniho poméru CFU pro koncentraci Ag-NP 10 mg/l a referenci velmi

vysoka. Lze tedy usoudit, ze ani niz§i koncentrace nebudou ovliviiovat bakterialni rast.
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5.2.14 Au-NP
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Na Obrazku 28 je patrné, ze inhibice ristu bakterii pomoci Au-NP je zcela zanedbatelnad. Vysoka
hodnota OD pro koncentraci Au-NP 25 mg/l mtze byt disledkem zvySené absorpce svétla
pomoci NP. Zaroven s naristem bakterialni populace dochazelo paralelné ke zvySeni svételné

absorpce. Tyto dvé souvisejici skuteCnosti by mohly vysvétlit vys$si hodnotu OD pro danou

8

koncentraci béhem celého méfeni.

OD roztoku E. coli a Au-NP
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Obréazek 28: Vyvoj OD roztoku E. coli a Au-NP
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Tabulka 6: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace Au-NP a referenci

NP Au-NP REF
Koncentrace 25mg/l -
CFU 8,7 * 108 8,2 %108
CFU [%] 106 100

Po porovnani kifivek OD pro koncentraci 25 mg/l a referencni kiivky a zaroven po provedeni
korelace s hodnotami procentuélnich poméra CFU v Tabulce 6 Ize pozorovat, ze hodnoty pro Au-
NP 25mg/l jsou vyssi nez pro referenci. Rozdil procentualniho poméru CFU pro Au-NP a

referenci je tak maly, Ze je v ramci méfici chyby. Nelze tedy prokazat zadné ucinky Au-NP na

bakterialni rust.
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5.2.15 HH-NP
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Antibakterialni u¢inky HH-NP je mozné na Obrazku 29 pozorovat jenom pro koncentraci

512 mg/l. Pro zbylé koncentrace je z tohoto obrazku patrné lehké zpozdéni riistu, avSak vysledna

0D roztoku E. coli a HH-NP
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Obrazek 29: Vyvoj OD roztoku E. coli a HH-NP

hodnota OD je stejna, jako pro referenci.
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Tabulka 7: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace HH-NP a referenci

NP HH-NP REF
Koncentrace 512mg/l -
CFU 20 8,2 » 108
CFU [%] 0 100

Rozdil CFU v Tabulce 7 pro koncentraci HH-NP 512 mg/1 je v porovnani s referenéni hodnotou

tak markantni, Ze nelze zpochybnit antibakterialni u¢inky této koncentrace.

5.2.2 Staphylococcus aureus

Meéfeni na mikrotitra¢ni desce a vyhodnoceni OD probihalo stejné, jako pii méfeni predchoziho

druhu bakterii. Doba béhu experimentu pro S. aureus byla 24 hodin a odec¢itani hodnot OD

probihalo kazdych 15 minut.
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Obrazek 30: Vyvoj OD roztoku S. aureus a ZnO-NP 25 nm

Na Obrazku 30 lIze vidét, ze pro S. aureus maji koncentrace ZnO 512 mg/l a 256 mg/l dobré
antibakterialni u¢inky. Koncentrace ZnO 25 nm 128 mg/I vykazuje antibakterialni u¢inky o néco

slabsi, ale velice aktivné brzdi rust bakterii.

Koncentrace ZnO 64 mg/l az 16 mg/l maji kiivky velmi podobné referen¢ni ktivce,

tudiz jejich antibakterialni uc¢inek neni prokazatelny.

Tabulka 8: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace ZnO-NP 25 nm a referenci

NP ZnO-NP 25 nm REF
Koncentrace 256 mg/l 128 mg/l -
CFU 4,4 % 103 2,01 %107 1,47 = 108
CFU [%] 0 3 100

Z Tabulky 8 tedy vyplyva, ze koncentrace ZnO 256 mg/l a 128 mg/l nemaji antibakterialni

ucinky. Lze tedy usoudit, ze niz$i koncentrace také nebudou vykazovat biocidni u¢inky.
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Obréazek 31: Vyvoj OD roztoku S. aureus a ZnO-NP 20 um

Z Obrazku 31 je patrné, ze antibakterialni uc¢inky koncentraci ZnO 512 mg/l a 256 mg/l jsou

prokazatelné, byt jsou mensi nez 25 nm ¢astic ZnO. To samé plati pro koncentraci ZnO

128 mg/! jez rust bakterii lehce zpomali, ale nezastavi.

Pro koncentrace ZnO 64 mg/l az 16 mg/l je jasné, Ze nelze potvrdit jejich

antibakterialni U¢inek, jelikoz maji OD kfivky velmi podobné referencni kiivce.

Tabulka 9: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace ZnO-NP 20 um a referenci

NP ZnO-NP 20 um REF
Koncentrace 256 mg/l 128 mg/l -
CFU 7,08 x 10° 8,14 = 107 1,47 = 108
CFU [%] 1 55 100

Z Tabulky 9 je patrné, ze oproti koncentraci ZnO 256 mg/l mé koncentrace 128 mg/l jen mirné

antibakterialni G¢inky. Dale lze usoudit, ze koncentrace ZnO nizsi nez 128 mg/l budou

vykazovat podobné mirné nebo zadné antibakterialni u¢inky.
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Obrazek 32: Vyvoj OD roztoku S. aureus a Ag-NP

Na Obrédzku 32 lze vidét, Ze hlavni u¢inek Ag-NP je zpomaleni rustu bakterii. Pro koncentraci

Ag-NP 10mg/l dochézi k vyraznému zpomaleni ristu a lehké bakterialni inhibici. Pro

koncentrace Ag-NP 5mg/l a 2,5 mg/l nedochazi k bakterialni inhibici, nybrz k mirnému

zpomaleni rstu.

Tabulka 10: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace Ag-NP a referenci

NP Ag-NP REF
Koncentrace 10mg/l -
CFU 8,45 * 107 1,47 * 108
CFU [%] 57 100

V Tabulce 10 je hodnota CFU pro koncentraci Ag-NP 10 mg/l 0 43% mensi nez referencni

hodnota, z ¢ehoz lze usoudit, Ze i tato nejvyssi koncentrace ma jen mirné antibakterialni t¢inky.

Pro nizsi koncentrace Au-NP Ize predpokladat, ze nebudou ovliviiovat bakteridlni rist.
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5.2.24 Au-NP
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Obrazek 33: Vyvoj OD roztoku S. aureus a Au-NP

Antibakterialni G¢inky Au-NP na S. aureus nelze na zaklad¢ Obrazku 33 potvrdit. Kiivky pro

vSechny koncentrace maji zanedbatelné rozdilné deviace od OD referenéni kiivky.

Tabulka 11: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace Au-NP a referenci

NP Au-NP REF
Koncentrace 25mg/l -
CFU 1,12 « 108 1,47 * 108
CFU [%] 76 100

Z Tabulky 11 je patrné, ze vliv Au-NP v koncentraci 25 mg/l nema silné antibakterialni u¢inky

a biocidni schopnost této koncentrace je zanedbatelna. Pro niz§i koncentrace Au-NP lze usoudit,

ze nebudou vykazovat antibakterialni ucinky.
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5.2.25 HH-NP
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Obrazek 34: Vyvoj OD roztoku S. aureus a HH-NP

Na Obrazku 34 1ze vidét, Ze se antibakterialni u¢inky projevuji hlavné u koncentraci HH-NP
512 mg/l, 256 mg/l a 128 mg/l. Koncentrace HH-NP 64 mg/l, 32 mg/l a 16 mg/l kopiruji

tvar referencni kiivky a neprojevuji antibakterialni aktivitu.

Tabulka 12: Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace Au-NP a referenci

NP HH-NP REF
Koncentrace 128 mg/l -
CFU 1,02 % 107 1,47 * 108
CFU [%] 6,9 100

Hodnota procentualniho poméru CFU v Tabulce 12 pro koncentraci HH-NP 128 mg/l vigci
referenci naznacuje, Ze tato koncentrace vykazuje vysoky antibakterialni G¢inek. Pro nizsi

koncentrace HH-NP lze usuzovat, ze se biocidni vliv bude sniZovat.
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5.3 Bioreaktor

Prabéh méieni OD v bioreaktorech probihalo po dobu 24 hodin a odeéteni hodnoty OD nastalo

kazdych 15 minut.

5.3.1 Escherichia coli
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Obréazek 35: Vliv riznych koncentraci ZnO-NP 25 nm na rist G- bakterii v bioreaktoru

Z Obrézku 35 je patrné, ze koncentrace ZnO od 512 mg/l az po koncentraci 128 mg/l vykazuji

silny antibakterialni G¢inek, kterému muzZe napomahat konfigurace experimentu. Tim, Ze se

zkumavky s obsahem bakterii a ZnO neustéle otacely, mohly i ¢astice v niz§ich koncentracich

zpusobit inhibici rustu bakterii.

Na druhou stranu koncentrace ZnO od 64 mg/l az po koncentraci 16 mg/l vykazuji

zanedbatelny vliv na rist bakterii.

Tabulka 13: Hodnoty CFU pro koncentrace s pozitivnim bakteridlnim riistem pro bioreaktor s bakteriemi

E. coli
NP ZnO-NP 25 nm REF
Koncentrace 64mg/l 32mg/l 16 mg/l -
CFU 1,05 * 10° 1,33 * 10° 1,2 * 10° 1,49 = 10°
CFU [%] 70 89 81 100

Skute¢nost, Ze tyto koncentrace neprokazuji bakterialni inhibici 1ze podpofit i vysledky vypoétu

CFU v Tabulce 13.
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Hodnoty CFU pro vybrané koncentrace ZnO jsou fadové stejné, jako hodnota pro referenci.
Zaroven hodnoty procentualnich pomértt CFU pro vybrané koncentrace indikuji antibakterialni

aktivitu ZnO c¢astic.

5.3.2 Staphylococcu aureus

OD roztoku S. aureus a ZnO-NP 25 nm
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Obrézek 36: Vliv riznych koncentraci ZnO-NP 25 nm na rist G+ bakterii v bioreaktoru

Na Obrazku 36 lze pozorovat velmi dobrou antibakterialni G¢innost vSech koncentraci ZnO,
kromé koncentrace 16 mg/1, ktera sice zpozdila riist bakterii, ale nezpisobila kompletni inhibici

bakterii.

Tabulka 14: Hodnoty CFU pro koncentrace s pozitivnim bakterialnim ristem pro bioreaktor s bakteriemi

S. aureus
NP ZnO-NP 25 nm REF
Koncentrace 16 mg/l -
CFU 4,07 x 108 8,48 = 108
CFU [%] 47 100

Po vypoétu CFU v Tabulce 14 pro koncentraci ZnO 16 mg/1 a referenci vychazi, ze maji fadové
stejnou hodnotu. Avsak hodnota procentudlniho poméru CFU koncentrace ZnO 16 mg/l a
reference naznacuje mirny antibakterialni ¢inek. Lze tedy fici, Ze tato koncentrace ovliviiuje

rychlost riistu a mirnée i konecny pocet kolonii, avSak jeji antibakterialni uc¢inky jsou nevyznamné.
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5.4 Jine fyzikalni vlivy
Hlavni experimenty s ozafovanim bakterii pomoci neutront, které vznikaly plazmovym vybojem,
byly provedeny dvakrét, a to jenom pro zastupce G- bakterii E. coli. Nedokonalost uchyceni MHA
s bakteriemi a skutecnost, ze testovaci aparatura nebyla navrzena pro tento druh experimentovani
zpusobila, ze nedoslo k Gispésnému a plnému ozateni bakterii planovanym zptisobem. Tudiz nelze
urcit, jestli ma bombardovani bakterii pomoci neutronti antibakterialni potencial. Avsak tim, Ze
se projevily pridruzené fyzikalni jevy, pro bylo mozné vyhodnotit jejich antibakterialni ptisobeni.
Pro prvni experiment byla pouZita sklenéna Petriho miska s bakteriemi E. coli v
relativni koncentraci 10 s 5 ml MHA. Nedoslo k zadné ipravé misky a foliové trojuhelnicky
byly umistény na MHA bez zadnych piedchozich tprav. Tento experiment musel byt vsak
pfedcasn¢ ukoncen, jelikoz nebylo moZzné odcerpat veSkery plyn z komory. Néasledné bylo
zji$téno, Ze cely obsah Petriho misky spadl do reakéni komory. Tim, Ze je MHA konzistence zelé,
nedoslo k jeho rozpadu a bylo mozné ho z aparatury vyndat, vratit na misku a umistit do

inkubatoru, aby bylo mozné pozorovat, zda tato Sokova situace méla vliv na rist bakterii.

Obrazek 37: MHA s E. coli v koncentraci 102, ktery spadl do reakéni komory

Jak je z Obrazku 37 patrné, tak $ok zpusobeny padem do komory a doc¢asné piiloZeni hlinikové
folie nemélo zasadni vliv na rist bakterii. Aktivni rist bakterii potvrzuji viditelné narostlé
bakterialni kolonie. Pokus o vytvofeni vakua mé&l vsak vliv na velikost MHA, u které¢ho doslo

K lehkému zmenseni v disledku uniku plynti z MHA.
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Obrazek 38: Koncentrace bakterii 103, slouzici jako reference

Miska s bakterialni koncentraci 10 slouzila jako reference, jelikoz nebyla ovlivnéna zadnymi
vlivy. Na Obrazku 38 je vidét, Zze bakterie bez problému narostly, jelikoz jsou zde patrné

bakterialni kolonie.

Obrazek 39: Vlevo fotka koncentrace 10° a vpravo fotka koncentrace 10, na kterych byla hlinikova félie

prilozena 24 hodin

Na Obrazku 39 lze pozorovat, ze ponechani folie na MHA s bakteriemi zplsobeni zastaveni
bakterialniho riistu. Pokud dojde k porovnani s koncentraci 1073, tak lze fici, Ze folie piiloZené na
bakterie po dobu 24 hodin ma velmi dobré antibakterialni Gc¢inky.

Pfi druhém experimentu se diky tipravam vzorku povedlo dostat na poZzadovanou uroven

tlaku a provést nékolik ,,vystieli* (plazmovych vyboji). Bohuzel po ukonceni experimentu a
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otevieni komory doslo ke zjisténi, Ze ani provedené upravy nestacily na kvalitni udrzeni vzorku,

ktery opét spadl do komory.

Obrazek 40: Vzorek po Gspésném provedeni ,,vystieli* v reakéni komoie

Z Obrazku 40 1ze vidét, ze doslo k roztrhani folie a velké decimaci MHA s bakteriemi. Tim, Ze
vzorek zapadl mezi elektrody, tak byl ptimo vystaven plazmovym vybojim, které mohly
zasadnim zpisobem ponicit cely vzorek a hlavné folii. Zaroven pii odéerpavani plynt z komory
doslo k uvolnovani vzduchu z agaru, ktery se diky velikému snizovani tlaku zacal vafit a
odpatovat. Tudiz nelze konstatovat, zda mohl vliv neutront mit antibakterialni u¢inky, jelikoz
nedoslo k pfimému ozafeni. Lze vSak usoudit, Ze vysoka teplota, ktera zptsobila zniceni agaru

v dtsledku tniku plyni, mohla mit negativni G€inky na Zivotaschopnost bakterii.
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6 Diskuse

Cilem prvniho experimentu bylo ovéfeni antibakterialnich u¢inkt kovovych nanocastic v riznych
koncentracich. Pro tento experiment byl pouzit UV-VIS spektrofotometr, ve kterém byly vzorky
24 hodin postupné méfeny. Vysledky ukazaly, ze ZnO-NP 25 nm ma ve vysSich koncentracich
silné antibakterialni u¢inky, a to hlavné na G+ bakterie. Vétsi ¢astice, ZnO-NP 20 um, maji ve
vysSich koncentracich také silné antibakterialni ucinky, ale z vysledkt je patrné, ze maji vetsi vliv
na G- bakterie. Dale je z vysledki jasné, ze pouzité Ag-NP a Au-NP nemaji zadny vyznamny
antibakteridlni ucinek. Tento vysledek mtze byt zplisoben relativné nizkou maximalni
koncentraci téchto nanocastic, kterou jsme méli k dispozici v porovnani s koncentracemi ZnO.
Dalsim faktorem mutze byt stafi nanocastic, kdy mohlo dojit k naruSeni jejich povrchu a tim
padem i ke ztraté jejich antibakterialni G¢innosti. U HH-NP byl zaznamenan silny antibakterialni
ucinek proti G+ bakteriim pro tfi nejvyssi koncentrace a pro G- byl antibakterialni ucinek
zaznamenan jenom u prvni nejvyssi koncentrace. Predpokladem byla vyssi antibakterialni
u¢innost HH-NP diky trnovitym vybéZzkim, avSak je mozné, Ze vnéjsi ochranna membrana u G-
bakterii ma dostate¢nou tloustku, aby zabranila penetraci nanocasticemi.

Pro umocnéni baktericidniho vlivu ZnO-NP 25 nm byly pouzity bioreaktory, ve kterych
dochazelo k neustdlému michani bakteridlniho roztoku s NP. Z vysledkl lze stanovit, Ze
bioreaktory mély pozitivni vliv na antibakterialni G¢inek i u nizSich koncentraci ZnO-NP 25 nm.
Umocnéni antibakterialniho vlivu pomoci bioreaktoru lze vidét hlavné u G+ bakterii, kde jsou
zvySené baktericidni ucinky vice patrné. Pti neustalém michani dochazi k ¢astéjSim interakcim
mezi ZnO-NP 25 nm a bakteriemi, coz ma za nasledek intenzivné&jsi ucinky.

Pfi tretim experimentu bylo cilem prozkoumat vliv plazmou generovanych neutront na
rust bakterii, avSak pro neuspésnost experimentu nelze stanovit, Ze zda bombardovani bakterii
pomoci neutronti vykazovalo jejich inhibici. Jelikoz bylo pro tento experiment dtlezité v reakéni
komofte vytvofit velmi nizky tlak, musel byt veskery plyn z komory odsan. To mé&lo za nasledek
prave snizovani tlaku a rapidni uvoliiovani vzduchu z MHA, ¢imZ mohlo dojit k ,,uvateni® MHA,
a tudiz i k zabiti bakterii. Pro ovéfeni vlivu hlinikové folie na bakterie bylo zjisténo, ze jeji
ponechani v piimém kontaktu s bakteriemi zabraiiuje jejich ristu. Tato skuteCnost mize byt
zptisobena abraznim povrchem folie, ktery destruktivné interaguje k bakterialni sténou. Uginky
takto polozené félie byly testovany jenom pro G- bakterie a neni tedy mozné fici, zdali se

antibakterialni ucinky projevi i u G+ bakterii.
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[ Zavér

Srozsifujicim se pouzivanim antibiotik a klasickych antibakteridlnich pfipravkll vznika
Vv bakterialni populaci odolnost vii¢i témto konvenénim 1é¢ivam. Je tedy vice nez dilezité hledani
alternativnich a pfi nejhorSim stejn€ efektivnich zptisobi a materiald, kterymi by bylo mozné
potlacit jakoukoliv bakterialni infekci. Tyto materialy by mély mit dezinfekéni téinky a takovou
Témto pozadavkim vyhovuji kovové nanocéstice, které jsou predmétem velkého zkoumdni.
Cilem této prace je ovéieni biocidnich u¢inki nanocastic, a to zejména ZnO-NP, Au-NP, Ag-NP.
Doplitkem této prace je studium vlivu plazmou generovanych neutronii na rust bakterii a s tim
ptidruzenych fyzikalnich vlivli. Pro studium antibakterialnich 0¢inkd nanocéstic a jinych vlivii
byli pouziti zastupci G- bakterii E. coli a z&stupci G+ bakterii S. aureus.

Bylo ovéfeno, ze ¢astice ZnO-NP i jejich modifikace HH-NP maji pfi urcitych
koncentracich velmi dobré antibakterialni u¢inky. Z vysledku lze fici, ze ZnO-NP maji vetsi vliv
na inhibici G+ bakterii, ale ve vyssich koncentracich spolehlivé inhibuji riist obou bakterialnich
druhti. Antibakterialni u¢inky Ag-NP a Au-NP byly nevyznamné ¢i Zadné, a déle nebyl prokdzéan
ani negativni vliv na bakterialni riist u plazmou generovanych neutront. U procesu spojenych
s tvorbou neutrond, jako je teplo nebo piimy kontakt hlinikové félie s bakteriemi, prokazan
antibakterialni ucinek byl.

Spravna kombinace velikosti a koncentrace nanocastic jsou dulezité parametry pro
maximalizaci jejich antibakterialni u¢innosti. Je tedy dtlezité se nadale vénovat jejich vyzkumu

a roz§ifovat poznatky o nanocasticich.
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