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ABSTRAKT

Cielom tejto prace je dokaz bakteriocidneho ucinku superparamagnetickych nanocastic
s obsahom Ag na vybrané baktérie nepatogénneho typu. Teoreticka Cast’ sa zameriava na
charakteristiku superparamagnetizmu, no hlavnou ¢astou prace je charakterizacia nanocastic
s obsahom striebra, ich metody syntézy a vyuzitie v praxi. Dalej s v nej uvedené aj zakladné
Specifika pre vybrané baktérie.

Experimentdlna Cast’ sa zameriava najmd na kultivacie bakteridlnych kultar spolo¢ne
s nanocasticami, ¢im sa dokazoval antibakterialny efekt nanocastic. Za pouzitia vhodnej DNA
bola tiez stanovena biokompatibilita nano¢astic pomocou real-time PCR.,

ABSTRACT

The aim of this work is to demonstrate the bacteriocidal effect of Ag-containing
superparamagnetic nanoparticles on selected non-pathogenic bacteria. The theoretical part is
focused on the characterization of superparamagnetism, but the main part of the work is the
characterization of silver-containing nanoparticles, methods of their synthesis and their
practical application. Furthermore, basic specificities for selected bacteria are presented.

The experimental part is mainly focused on the cultivation of bacterial cultures together with
nanoparticles, thus demonstrating the antibacterial effect of nanoparticles. The biocompatibility
of the nanoparticles was also determined by real-time PCR using the corresponding DNA.
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UvVOD

Superparamagnetické castice, ktoré st zlozené =z potiahnutého jadra a oxidov zeleza
st Specifické magnetické Castice, ktoré maja charakteristické vlastnosti aj pri nizsich teplotach
ako je Néelova teplota. Za pritomnosti vonkajSicho magnetického pol'a sa vyznacuju vysokymi
hodnotami magnetickych momentov. Ak obsahuju dané ¢astice magnetit, tak ich povrch moze
detekovat’ strieborné alebo zlaté obaly, ktoré sa vyznacuji napr. biokompatibilitou.

Samotny superparamagnetizmus je vel'mi charakteristicky typ magnetizmu, kde velkost
nanodastic sa pohybuje zviésa v nanometroch. Castice moézu mat vyuZitie vo viacerych
oblastiach ¢i uz je to dezinfekcia prostriedkov alebo pripadné vyuzitie pri liecbe rezistivity
niektorych patogénnych baktérii. Prave vd’aka tomuto javu sa Studuje bakteriocidny uc¢inok
tychto nanocastic.

Tento ucinok je spojeny SO zliceninami, ktoré sa prejavuju vyhubenim baktérii. Jednou
z tychto zla¢enin mozu byt’ prave nanocastice s obsahom Ag, ktoré uz v rade spotrebitel'skych
produktov posobia ako antimikrobialne latky. Ak déjde k uvolneniu idnov striebra z nanocastic,
tak bakteriocidny wi¢inok pouzitych nanodastic zosilnie. Castice majii funkciu interagovat’
s bakterialnou membranou a prenikat do vnutra bunky, kde vyvolanim oxida¢ného stresu
dokazu vyvolat’ Strukturdlne poskodenia bunky. Prave spominany oxida¢ny stres v kone¢nom
dosledku spomal’'uje mnozenie buniek. Za beznych podmienok je proliferacia buniek pomerne
rychla.

Teoretickd Cast’ je venovand najmid superparamagnetickym casticiam a vybranym
baktériam, s ktorymi sa po celi dobu pracovalo. V praktickej ¢asti boli uskutocnené kultivacie
bakteridlnych kultir s nanoGasticami, ktoré boli syntetizované v ramci spoluprace na Ustave
makromolekularnej chémie Akadémie vied CR timom Ing. Daniela Horaka, Ph.D. v roznych
objemoch a koncentraciach. Okrem iného doslo aj k stanoveniu biokompatibility danych
nanocastic pomocou qPCR. Vicsina tychto merani bola uskuto¢nena pomocou Escherichia coli,
ked’ze sa jedna o baktériu bezne vyskytujucu sa v l'udskej mikroflore.



TEORETICKA CAST

1. SUPERPARAMAGNETIZMUS

Superparamagnetizmus je charakteristicky typ magnetizmu, v ktorom sa vyskytuju
feromagnetické ¢i ferimagnetické nanocastice. Ich vel’kost’ sa pohybuje od par nanometrov az
po desiatky nanometrov, v zavislosti od vybraného materialu. Zvéc¢sa kazdy feromagneticky
alebo ferimagneticky material sa vyznacuje prechodom do paramagnetického stavu nad jeho
Curieovu teplotu, no superparamagnetizmus sa od daného Standardného prechodu odliSuje
vd’aka existencii materidlu aj pod Curieovou teplotou. Pre lepsie pochopenie a porovnanie
vlastnosti bol aj prilozeny obrazok 1.1 [1].

M. Msul
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magnetization

|

M He_

M, = Remanence
magnetization

—— — Hg = Coercive field
Magnetization

—— Ferromagnetism
—— Diamagnetism
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Applied field

I E—

Hysteresis loop
Obrazok 1.1 Porovnanie vyvoja magnetizdcii [2]

Okrem toho sa jedna o jednodoménové Castice to znamena, ze pri ich priblizeni méze byt
celkovy magneticky moment nanocastice povazovany za jeden magneticky moment zlozeny z
jednotlivych magnetickych momentov atdmov, ktoré tvoria dané nanocastice.

Velmi Castym javom v spravani nanocastic vV magnetickom poli je usporiadanie
magnetizacie v jednom preferovanom smere. Pri dostato¢ne malych rozmeroch danych
nanocastic moze byt tento Smer ndhodne pozmeneny posobiacou magnetizaciou pod vplyvom
teploty. Cas, pri ktorom déjde ku dvom preklopeniam sa nazyva Néelov relaxaény &as. Néelova
relaxac¢na doba Castice je dana vztahom [1].

T = 1y KV)/ (kg -] (L.D[1]

kde

K [J.m?3] - Koeficient anizotropie

V [m?¥] - Objem

7o [m®mol’s®] -  Preexponencidlny faktor

kg [3.KY - Boltzmanova konstanta

T [K] - Termodynamicka teplota

T [s] - Néelova relaxa¢na doba



Pri absencii vonkajsiecho magnetického pol'a sa priemerna hodnota magnetizacie javi ako
nulova, pokial’ ¢as pouzity na toto meranie ma dlhsie trvanie ako je Néelov relaxa¢ny Cas. V
tomto pripade sa jedna o nanocastice v superparamagnetickom stave [3], [4].

1.1. Morfologia a charakterizacia magnetického jadra

Vseobecne sa distribucia a morfologickd charakteristika velkosti vzoriek nanocastic
pozoruje pomocou techniky transmisnej elektronovej mikroskopie - TEM. Tato technika sa
vyznacuje schopnost’ou rozlisit’ usporiadanie atdémov a tiez dokdze charakterizovat’ deformaciu
mriezky v tenkej vrstve. V najmensich Casticiach mozno rozoznat’:

- katiénovu poruchu

- neusporiadant povrchovu vrstvu

- kratkodosahovy poriadok vo vntri celého objemu.

Ultramalé superparamagnetické oxidy Zzeleza (USPIO) sa vyznacuju tym, Ze obsahuju
obmedzeny pocet kubickych bunkovych jednotiek. Ich systém je preto povaZzovany za menej
usporiadany, nie je uplne kryStalicky a ani amorfny. Charakterizovat’ ich jadro je pomerne
naroc¢né, preto sa vyuzivaji rozne kombindcie analytickych technik.

Jednou z najdolezitejSich technik pre charakterizaciu struktary je rontgenova difrakcia, pri
ktorej sa pouzivaju rozne druhy zdrojov Ziarenia. Okrem rontgenovej difrakcie sa tiez vyuziva:

- tepelnd analyza ¢i

- infracervena spektroskopia

- adalsie.

Vécsina vysSie spominanych technik vyzaduje suSenie vzoriek avSak vo farmaceutickom
priemysle je potrebné nanocastice dispergovat’ v kvapaline. Pri suseni moéze dojst’ k poruche
fyzikéalno-chemickych vlastnosti USPIO, ¢o sa prejavi na agregacii Castic.

Kvoli tymto tazkostiam sa na urCenie skutocnej povahy nanocastic pouzivaju viaceré
techniky na raz a vysledky z nich sa nasledne porovnavaji. Napriklad ziskany stredny priemer
Castic z elektronovej mikroskopie je porovnany s priemerom z rontgenovej difrakcie a
magnetickou velkost'ou [5].

1.2.Superparamagnetické Castice

Superparamagnetické Castice su definované ako magnetické Castice, ktoré sa vyznacuju
dvomi charakteristickymi vlastnost’ami:
e kazda magneticka Castica obsahuje jednu Weiss doménu
To vedie k vyrazne va¢siemu magnetickému momentu Castice v porovnani s magnetickym
momentom jediného magnetického i6nu. Velkost magnetického momentu jednej Castice je
konStantna, pokial’ spiny elektrénov su vzajomne zrovnané v jednej magnetickej doméne.
e nulova zvyskova magnetizacia
Tato vlastnost’ vyjadruje, rovnovazny stav vzorky pri kazdom opakovanom merani.
Magneticky moment jednej Castice sa pri nulovom magnetickom poli presunie z pévodného
smeru na opacny. Vo vysledku je teda magneticky moment spriemerovany na nulu. Tento proces
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bude prebiehat’ jedine vtedy, ak hodnota relaxa¢ného ¢asu je mald v porovnani s ¢asom kedy
bolo uskuto¢nené meranie [6].

Ak vzorka obsahuje superparamagnetické Castice a je vystavena magnetickému pol'u,
magnetizacia sa zvysi az na hodnotu nasytenia.

Povodne sa jednalo o feromagnetické latky, ktoré vdaka svojej velkosti stratili
permanentny magnetizmus. Charakterizuji sa vysokymi magnetickymi momentami za
pritomnosti statick¢ho vonkajSieho magnetického pola [5].

1.3.Superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza

Superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza alebo superparamagnetické oxidy Zeleza sa
znacia oznacenim SPIO. Pre tieto Castice sa pouziva niekol’ko akronymov a ich skratky moézu
reprezentovat’ rdzne variacie:

- Superparamagnetické oxidy zeleza (SPIO)
- Ultramalé superparamagnetické oxidy zeleza (USPIO) [4].

1.3.1. Superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza

Superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza - SPIO pozostavaju z jadra oxidu zeleza a
to bud’ z magnetitu (FesOs) ¢i maghemitu (y-Fe2Oz). Na ochranu a stabilizaciu jadra sa
najCastejSie pouziva dextran [7]. Ak sa jedna o Castice magnetitu tak mozu byt potiahnuté
homogénnymi zlatymi alebo striebornymi obalmi. St idedlnymi obalmi v oblasti biomediciny
vd’aka:

- nizkej reaktivite

- vysokej chemickej stabilite

- biokompatibilite.

Ag castice dodavaju SPIO plazmotické vlastnosti [2]. V pritomnosti statického vonkajSiecho
magnetického pol'a maju Superparamagnetické nanocastice vysokt hodnotu magnetického
momentu. Superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza su:
- nizko toxické
- jednoducho biologicky odburatel'né
l'ahko a efektivne odstranené z tela vd’aka metabolizmu Zeleza [8].
Tiez sa vyznacuju pomerne malou velkostou a velkym povrchom. Ak sa jedna o Castice, ktoré
svoj povrch nemaju potiahnuty obalmi, tak je véc¢sia pravdepodobnost, ze u nich dojde k
agregacii. Majui vysoku nespecificku adsorpciu proteinov a buniek. Aby sa predislo tymto
problémom, uskuto¢iiuju sa rozne povrchové tpravy pomocou zavedenia povlaku alebo
zapuzdrenia. Na zapuzdrenie sa pouzivaju polyméry, ako si:
- poly(vinylalkohol)
- poly(etylénglykol)
- oxid kremicity.
SiO2 sa v danej problematike vyznacuje svojou necytotoxicitou, vysokou chemickou stabilitou
a jednoduchou syntézou [9].
Magneticka povaha tychto Castic umoziuje ich fungovanie nielen ako kontrastnych
¢inidiel pri zobrazovani magnetickej rezonancie, ale tieZ umoZiuje navadzanie na cielové
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terapeutické miesto vd’aka vonkaj$im magnetickym poliam. Mozno ich vyuzit pri zahrievani v
oblastiach nadoru. Pri lokalizovanej hypertermii si schopné spustit’ uvolnenie vyzadovaného
lieCiva, a tak zvySenou teplotou sposobit’ bunkova smrt’ tzv. apoptdzu [8]. Ich Specifikom je
vychytavanie mononuklearnych fagocytov v systémoch. NajcastejSie sa vyuzivaju pri nddoroch
pecene a metastazach, kedy st aplikované intravendzne. Hydrodynamicka vel'kost’ tychto Castic
sa pohybuje okolo 50 nm [5].

Castice obsahujlice Ag mdzu mat’ potencionalne vyuzitie v oblasti dezinfekcie roznych
hygienickych priestorov napr. dezinfekcia odpadovych vod. Vyuzitie je mozné najst’ aj pri
liecbe patogénnych baktérii vykazujucich rezistenciu voci niektorym antibiotikam. Jedna sa
najmai o baktérie, ktoré sa stavaji hlavnou hrozbou pre zdravie jedinca pri nepriamom prenose
cez zdravotnicke pomdcky a rozne kontaminované povrchy [9].

1.3.2. Ultramalé superparamagnetické oxidy Zeleza

Ultramalé superparamagnetické oxidy zeleza - USPIO su castice, ktorych velkost je mensSia
nez 50 nm v rdmci hydrodynamického povlaku. NajcastejSie sa jedna o cCastice, ktoré su
maghemitové alebo magnetitové. V stcasnej dobe maju velké vyuzitie v magnetickej
rezonancii, kde sa vyuzivaji ako kontrastné ¢inidla. Ak sa nanocastice disperguji vo vodnom
médiu, tak elektrickd dvojvrstva obklopuje ¢astice nestice povrchovy naboj. V tomto pripade
ma vlastnosti podobné kondenzitoru s elektrickym potencidlom, kde hodnota klesa so
vzdialenost'ou od povrchu. USPIO pozostavaju z:

- jadra

- oxidu Zeleza
Tieto dve cCasti vytvaraju krystali zvac¢sa mensie ako 10 nm. O ich osude rozhoduju povlaky,
ktorymi st pokryté jadra nanocastic a tie hraju vel'mi délezitu ulohu v stabilite v ,,in vitro “, ¢i
., In vivo“. Vdaka vhodne zvolenym polymérom moézu systémy obsahovat’ rézne fyzikalno-
chemické vlastnosti, ako su:

- hustota

- konec¢na velkost

- povrchovy naboj

- adalsie.

Ich povlak a mala kone¢na velkost' sposobuje vyhnutie sa prijmu makrofagmi. Tato
vlastnost’ im umoziuje dlhSie priadenie v krvnom obehu ¢loveka po intraven6znom podani.
Préave preto sa ¢asto vyuzivaju na zobrazovanie krvného obehu, pricom sa vyuzije ich efektivita
na relaxa¢ny ¢as. USPIO umoziuja detekciu roznych diagnéz:

- roztrisend sklerdza

- proliferacia mozgového nadoru

- mftvica

- metastazy v lymfatickych uzlinach

- mnoho d’alSich.

Okrem vysSie vymenovanych diagnéz maju dané Castice ,,ex vivo “ oznacenie kmenovych
buniek, ktoré je mozné pozorovat ,,in vivo“ pomocou nuklearnej magnetickej rezonancie
(MRI). Vzhl'adom na $iroké klinické indikacie sa v blizkej budicnosti od danych systémov
ofakava maximalna mozna aplikdcia. AvSak problémom, ktory moZze nastat’ pocas prace s
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USPIO je analytické rozliSenie, pretoze Castice maju natol’ko malé rozmery, Ze niektoré
komer¢ne dostupné pristroje ich nedokazu zaznamenat’ [5].

1.4.Metody syntézy

K syntéze dochédza postupnou tpravou pouzitych Castic ako st:

- Fes0s

- FE304@Si02 a FE304@Si02-SH

- Fe304@SiOz-Ag

V prvom spominanom pripade sa Castice Fe304 ziskali tepelnym rozkladom Fe(III) oleatu.
Oleat sa rozpusti posobenim zmesou organickych latok anasledne je mozné tito zmes
predhrievat’ pradom dusika. Na oddelenie ¢astic magnetom je nutné k roztoku pridat’ ethanol,
¢im sa odstrania zvysky rozpusStadiel a kyselina olejova. Proces sa ukonci dispergovanim FezO4
V hexane, ¢o sposobi moznost’ uskladnenia.

V pripade Fe30s@SiO2; a Fes04@SiO2 SH je mozné pouzit' techniku reverznej
mikroemulzie voda v oleji. Kedy sa k disperzii vytvorenej v prvom pripade pridaji potrebné
latky a zmes sa sonikuje pri laboratdrnej teplote niekol’ko minut az hodin. Pri syntéze
FesO4@Si02-SH je postup rovnaky avsak pridanou latkou je MPTMS a dizka mieSania je
kratsia.

Pri priprave FesO4@SiO2-Ag sa vyuziva zhotoveny koloid FesOs@SiO2-SH. Za staleho
mieSania sa ku koloidu pridava po kvapkéch:

- AgNO3

- NHs

- apo tvorbe komplexu SBH.

Tymto pridanim sa ziskaji vysledné Castice FesOs@SiOz-Ag (Obrazok 1.2). Na odstranenie
povrchovo aktivnych latok a pripadnému uskladneniu je nutné roztok opakovane premyt
ethanolom [9].

Oleic acid

TMOS

NH,OH MPTMS

Fe,0,@5i0, Fe,0,@Si0,-SH Fe,0,@Si0,-Ag

Obrdzok 1.2 Schématicka priprava nanocastic [9]

2. ANTIBAKTERIALNE LATKY

Antibakteridlne latky st délezitou sti€ast'ou vo viacerych oblastiach napr. balenie potravin,
dezinfekcie alebo medicina. Antibakteridlna aktivita je spajana so zli¢eninami, ktoré zabijaju
baktérie a patria do skupiny baktericidnych, alebo spomal’ujt ich rast bez toho aby boli toxické
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pre okolité tkanivo a tieto nazyvame bakteriostatické. Vel'ka Cast’ antibakteridlnych latok je v
sucasnej dobe modifikovana ako prirodna zltic¢enina napr.:

- cefalosporiny

- karbapenémy

Antibakteridlne latky hraja velka ulohu pri boji proti r6znym infekénym chorobam. AvSak
pri ich ¢astom pouzivani dochadza Casto k rezistencii baktérii voci antibakterialnym lie¢ivam,
¢o je zalozené na evolucnych procesoch. Kmene alebo druhy odolné voci tejto vlastnosti st
oznaCované ako superbaktérie a prispievaju ku vzniku chorob, ktoré boli dlhé roky pod
kontrolou.

Jednym z mnohych prikladov su bakterialne kmene spdsobujuce tuberkulozu, ktoré sa
vyznaduju rezistenciou na antibakterialnu lie¢bu. Dalsou velkou nevyhodou tychto latok su
Skodlivé vedlajSie ucinky. Toxicita je spdsobena vysokymi davkami antibiotik. Tato
problematika vydala impulz pre vyvoj alternativnych stratégii na liebu ochoreni. Doslo tak k
rozvoju nanocastic V nosi¢och na podavanie antibiotik. Poskytuju vyhodnejsie vlastnosti ako je
vysoky pomer plochy povrchu k objemu, ¢o vedie k objavu novych vlastnosti nanocastic ako sa
ich :

- chemické vlastnosti

- elektrické vlastnosti

- magnetické vlastnosti

- adalsie [10].

2.1.Antibakterialny efekt Ag

Nanocastice striebra, ktoré sa Casto oznacuju aj ako AgNP st povazované za nanomaterialy,
ktoré maju najcastejSie pouzitie V spotrebitel'skych produktoch, kde sluzia ako antimikrobidlne
latky. Toto je spdsobené vdaka uvolnovaniu AgNP alebo samotnych iéonov do zivotného
prostredia. Existuju rozne formy striebra ako su:

- soli

- kovy

- nanocastice
Tieto formy sa Casto aplikuju na lekarske produkty, vd’aka ¢omu zabraiuju infekcidm alebo
chronickym vredom, ktoré su spdsobené¢ mikroorganizmami. Iony striebra maju schopnost’
reagovat’ S proteinmi, kde dochadza ku tvorbe védzby so sulfhydrylovou skupinou. Tvorba tejto
vézby je pri¢inou, ktora vedie k znizeniu ¢i UGplnej strate aktivity enzymov a Ku nasledne;
sterilizacii.

AgNP proti baktéridm pdsobia podobnym sposobom ako samotné 16ny striebra, N0 povazuju
sa za toxickejSie vd’aka velkému povrchu, ktory zabezpecuje lepsi kontakt s bunkami. Okrem
toho pri uvolneni iénov striebra z nanocastic, dochadza k zosilneniu baktericidneho ucinku
AgNP. Od zaciatkov pozorovania antimikrobidlnej aktivity sa tato aktivita pripisuje pritomnosti
Ag®. Pomocou niekol’kych metéd ako si:

- transmisna elektronova mikroskopie (TEM)

- proteomicka analyza

- rastrovacia elektronova mikroskopia (SEM)
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bolo zistené, Ze nanolastice su schopné interagovat s bakteridlnou membranou. Castice
prenikaju do vnutra bunky a tak st schopné spdsobit’ Strukturalne poSkodenie, naruSenie funkcie
bunky a bunkovej smrti. Zapri¢ifiuja to vyvolanim oxida¢ného stresu. Tymto stresom sa zacnl
tvorit’ reaktivne formy kyslika, ktoré poskodzuju proteiny aj nukleové kyseliny a v konecnom
vysledku spomal’uju bunkovu proliferaciu [11].

2.1.1. Mechanizmus

Antibakterialny systém pozostavajtci zo stricbra, obsahuje mechanizmus zlozeny z dvoch
roznych krokov. Avsak oba maji dopad na Géinnost’. Prvym sposobom je, ako sa bude systém
chovat’ v zdujmovom prostredi, v ktorom moze dochadzat’ k fyzikdlnym alebo chemickym
zmenam. Za zmeny sa povazuje:

- agregacia
- rozpustanie
- adsorpcia alebo desorpcia ionov
- mnoho d’alsich.
Spominané zmeny mézu mat’ vplyv dostupnost’ kovu ale aj na antibakterialny t¢inok.

Druhy krok zahfna ako interaguje striebro s bakterialnou bunkou. Tento spdsob zavisi aj na
prvom kroku, pretoze povaha interakcie striebro-¢lanok zalezi od typu druhov striebra, ktoré sa
Vv roztoku nachadzaju [12].

3. BAKTERIE

Baktérie st jednobunkové mikroorganizmy, ktoré nemaju jadrovua membranu. Bakterialne
bunky st veI'mi malé a ich velkost’ sa pohybuje od 0,1-10 pm. Ich pomer povrchu je voci
objemu vel'mi vysoky. Delia sa binarnym Stepenim a st metabolicky aktivne. Samoreplikaciu
bunky spdsobuji exergonické a endergonické reakcie, ktoré su katalyzované v bakteridlne;j
bunke réznymi integrovanymi enzymovymi systémami. Tempo, ktorym sa baktérie rozmnozujt
je pomerne rychle a rozdielne druhy tychto organizmov moézu vyuZzivat rdzne substraty
uhl'ovodikov na dany proces.

Na vyrobu energie v baktériach sa vyuzivaji oxida¢né a disimila¢né reakcie substratu. Ich
primarnym zdrojom chemickej energie je ATP ako u vac¢siny buniek rastlin ¢i zivocichov. Tiez
pre svoju funkciu vyzaduju vitaminy B-komplexu, ktoré pdsobia ako funkéné enzymy pre
mnozstvo oxida¢no-redukénych reakcii. Z hladiska lekarskeho prostredia st ¢astou pric¢inou
roznych druhov ochoreni.

Na prvy pohlad sa méze zdat, ze sa jednd o pomerne jednoduché organizmy, no v
skuto€nosti sa tieto bunky povazuji za vysoko prispdsobivé a sofistikované. VicSina z baktérii
sa povazuje za parazitov, avSak existuju aj organizmy volne zijuce. Jedna sa o prokaryota, ktoré
maji nukleoid a nemaji membranovo viazané cytoplazmatické organely. Mnozstvo funkcii
tychto chybajucich membranovych organel zastupuje u prokaryot plazmaticka membrana.

Z metabolického alebo nutricného hladiska je mozné mikroorganizmy rozdelit’ do troch
skupin (Tabulka 3.1):

- heterotrofy (alebo chemoorganotrofy)
- autotrofy (alebo chemolithotrofy)
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- fototrofy

Tabulka 3.1Metabolické a nutricné rozdelenie baktérii [13]

Zdroj uhliku Zdroj dusiku Zdroj energie
Heterotrofy organické organické/anorganické Oxidacia organickych
(chemoorganotrofy) zluceniny zluceniny zloziek
Autotrofy gt Oxidacia anorganickych
. ké z1 ..
(chemolithotrofy) CO: anorganicke ziuceniny zloziek
Fototrofy CO; anorganické zluceniny slne¢né Ziarenie

Na niektorych bakteridlnych druhoch mozno rozlisit' dva typy povrchovych doplnkov.
Prvym z nich st biciky, ktoré zapri¢iuji pohyb a obsahuji ich grampozitivne (G+) aj
gramnegativne (G-) baktérie. Druhym doplnkom su pili, zname ako fimbrie, ktoré sa vyskytuju
vyznacne na gramnegativnych baktériach. Existuju vSak aj baktérie, ktoré obsahuju oba
spominané doplnky. Dané mikroorganizmy sa tieZ vyznacuju charakteristickymi tvarmi ako st:

- tycinky

- Spiraly

- koky.

Mikroorganizmy majii vynimocni schopnost' sa prispdsobit’ prostrediu, v ktorom sa
nachadzajt. Identifikuju sa tak aby ich bolo mozné rozlisit’ medzi kmefimi a na zoskupenie
organizmov podrla kritérii mikrobiolégov. V zavislosti od ochorenia aké dany bakterialny druh
produkuje sa modze lisit v kmeni alebo podskupine. Rozdielny organizmus, ktory obsahuje
charakteristické znaky nazyva bakterialny druh. Druhy boli ¢asto definované kritériami ako:

- patogenita

- Schopnost’ produkovat’ plyn pri fermentécii

- rozsah hostitel’a.

Na identifikovanie povrchovych vrstiev bakteridlnych buniek sa v praxi pouzivaju rdzne
techniky ako napr. svetelna mikroskopia, biochemickd charakterizacia jednotlivych zloZiek
alebo izolacia [13].

Podstatnou sucastou baktérii je bunkova stena (Obrazok 3.1), ktora tvori u baktérii
rovnomernu Struktiru a je navrhnutd tak, aby poskytla tvar, pevnost’ a tuhost’. TaktieZ chrani
bunku pre mechanickym poskodenim a osmotickym prasknutim. Struktura bunkovej steny ma
dodlezith ulohu pri citlivosti a tolerancii baktérii. Podl'a Struktury a funkcii sa delia na:
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Obrdzok 3.1 Struktiira bakteridlnej bunky [8]

e B DD 2O

e Grampozitivne
U grampozitivnych buniek je stena bunky hruba asi 15-100 nm. Obal bunkovej steny je
makromolekuldrna, exoskeletalna organela. Stena sa podiel'a na interakcii G+ patogénov s
prostredim a to najmi s tkanivami infikovaného hostitel'a. Bunkova stena pozostdva okrem
cytoplazmatickej membrany aj z peptidoglykanu, ktory je zdkladnym polymérom tychto
organizmov. Peptidoglykan zodpoveda za osmotickt stabilitu a tiez vd’aka nemu bunka
udrzuje svoj tvar. Sklada sa z dvoch kyselin, ktoré st zodpovedné za vznik trojrozmernej
siete. Steny obsahuju rozne typy polysacharidov, ktoré mozno rozdelit’ do 3 odlisnych skupin
podl’a Strukturnych charakteristik:
- kyseliny teichoové
- kyseliny teichurénové
- neutralne alebo kyslé polysacharidy.
Prave teichoové kyseliny su charakteristickou vlastnostou pre grampozitivnu
bunkovl stenu a tvoria priblizne polovicu hmoty bunkovej steny. TieZ pokryvaju baktérie
tenkou vrstvou glykanov a tie si nasledne vystavené prostrediu [10], [14].

e (Gramnegativne
Gramnegativne bunkové steny su oproti G+ zlozitejSie po Struktirnej aj chemicke;j

stranke. Stena obsahuje dve Casti. Prva je tenka vrstva peptidoglykanu a druha je vonkajsia
membrana, ktord pokryva povrchovii membranu. Vrstva, ktorti ndjdeme najviac na povrchu
sa nazyva lipidovo-proteinova dvojvrstva. Téato vrstva obsahuje:

- proteiny

- fosfolipidy

- lipopolysacharidy.
Priestor medzi vonkajSou membranou a plazmatickou membranou je vyplneny periplazmou,
ktord obsahuje vidzbové proteiny pre cukry, vitaminy ¢i detoxika¢né enzymy a odpoveda
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gélovej matrici. Periplazma v skuto€nosti nie je su¢ast'ou protoplastu ani okolitého prostredia,
ale je to jedna z Casti bunkovej steny. VonkajSia membrana u gramnegativnych baktérii
odolava hydrofobnym latkam a tiez musi byt porézna pre urcité latky. Avsak porézita nesmie
prekrocit’ hranicu, kedy by mohlo dojst’ k poskodeniu periplazmatickej zlozky a tak by mohlo
byt’ ohrozené zivobytie bunky.

Zlozka charakterizujuca G- baktérie je lipopolysacharid, ktory zvySuje negativny
naboj na bunkovych membranach a tiez je nevyhnutny pre Zivotaschopnost’ baktérii. Steny u
gramnegativnych buniek su dostatocne pevné na to aby odolavali vysokym teplotam, ¢i
réznym Ph a tiez ich elasticita zabezpecuje rozpinanie na normalnych povrchoch. Tieto
vlastnosti tak chrania obsahy buniek [10], [15].

3.1.Escherichia coli

Jedna sa 0 gramnegativne, kratke ty€inky. To Ze sa jedné prave o gramnegativnu baktériu
je preukdzané spolocnym znakom, ¢o je pritomnost’ alebo nepritomnost’ tepelne stabilnych
somatickych antigénov [13]. Jej klasifikacia je zaznamenana v tabul’ke 3.2.

Tabulka 3.2 Klasifikdacia Escherichia coli [16]

W

Kmen Trieda Celad’ Rod

Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacteriaceae Escherichia

Evokuje univerzdlny a rozmanity enterobakteridlny druh. Podl'a pritomnosti, ¢i
nepritomnosti rozli¢nych oblasti DNA sa delia na:

- hepatogénne

- komenzalne

- ¢revne patogénne

- extraintestinalne patogénne kmene [17].

Escherichia coli (Obrazok 3.2) je baktéria nachadzajtica sa vo flore 'udského ¢reva. Pokial
neziska faktory, ktoré koduju virulencie zostava tak nezmenena ako benigny komenzal, no ak
nadobudne plazmidovli DNA, ktord kdduje enterotoxiny ¢i invazne faktory dochadza k zmene
a stava sa virulentnou. Existuje viacero druhov enterotoxinov. Niektoré z nich maju cytotoxicky
charakter, ¢im poSkodzuju slizni¢né bunky. Iné vyvolavaja sekréciu vody a maja tak charakter
cytotonicky [13].
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Obrazok 3.2 Escherichia coI [18]

Niektoré kmene sa adaptovali na prostredie a vyvinuli si tak schopnost, kedy dokazu
sposobit’ ochorenie nielen gastrointestindlneho systému, ale aj mocového ¢i centralne
nervového systému. Tieto mikroorganizmy su povazované za najcastejsie pri¢inu hna¢kovych
ochoreni prejavujicich sa najmid u maloletych. E coli je obvykle neskodne obmedzena na
¢revny limen, no ak sa jednd o slabsi organizmus hostitel'a ¢i pocas Zivota doslo k oslabeniu
gastrointestinalnej bariéry, tak poruchu alebo pripadni infekciu moze spdsobit’ aj bezny
nepatogénny kmen daného mikroorganizmu.

Ak sa jedna o patogénny kmen E coli, mézu vznikat’ rézne infekcie na povrchu sliznic.
TaktieZ sa mozu $irit’ po celom tele a sposobit’ rozne syndromy infekcie ako st napr.:

- Meningitida

- Crevné ochorenia

- infekcie mocovych ciest.

Dané kmene prisluchali k prvym patogénom, na ktoré boli pouzit¢ molekularne
diagnostické metddy. Tieto metddy sa pouzivaji dodnes vd’aka ich spolahlivosti na odliSenie
diarheagénnych kmeniov od nepatogénnych ¢lenov. Jednou z moznosti ako nadobudnut’ E coli
je z klinickych vzoriek ¢i média za aerébnych podmienok. Zvicsa je dany druh identifikovany
pomocou biochemickych reakcii, kde je mozné vyuzit’ kultivaéné skimavky alebo testovacie
pruzky. Na rozne klinické ciele sa E coli po vizualnej identifikacii vybera z agarovej platne [18].

3.2. Rod Bacillus

Jedna sa o grampozitivne anaerobne alebo fakultativne anaerobne baktérie, ktoré sa
vyznacuju ty¢inkovitym tvarom. Baktérie ¢asto vytvaraji endospory. Rézne druhy Bacillus sa
pouzivaju vo viacerych medicinskych, farmaceutickych a priemyselnych procesoch, kde sa
vyuzivaju ich fyziologické charakteristiky a schopnost’ produkovat” enzymy, agresiny a iné
metabolity [13].

3.2.1. Bacillus cereus

Existuje ako sporotvornd a vegetativha bunka. Spory st odolné voci extrémnym
podmienkam ako je:
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- chlad

- vysychanie

- Ziarenie

- dezinfekené prostriedky.

Klasifikacia Bacillus cereus je zhrnuta v tabul’ke 3.3.

Tabulka 3.3 Klasifikdcia Bacillus cereus [19]

Kmen Trieda Celad’ Rod

Bacillota Bacili Bacillaceae Bacillus

Bezne sa vyskytuje pode, potravinach ¢i morskych hubach. Ak sa poskytnu baktérii aerobne
podmienky, tak dochadza ku vzniku matne sivych a nepriehl'adnych kolonii s drsnym okrajom
(Obrazok 3.3).

Obrdzok 3.3 Bébillus cereus [9]

Casto je Bacillus cereus spajany s otravou jedla, ¢o sa prejavuje dvomi roznymi syndréomami:

- emeticky syndrém ( nevolnost a vracanie)

- hnackovy syndrom.
Tieto priznaky otravy jedlom st sposobené toxinmi produkovanymi v potravindch pocas
mnozenia. Medzi vylu¢ovanymi toxinmi st $tyri hemolyziny, tri fosfolipazy, tri enterotoxiny a
toxin sposobujuci vracanie. Pévodca, ktory zodpoveda za nevol'nost’ je emeticky toxin, ktory sa
syntetizuje v kontaminovanych potravinach ako napr.:

- mlieko, ryza, cestoviny.
Ak dochadza k produkcii letalneho toxinu, u jedincov sa ¢asto vyskytuje vysSie spominany
hnackovy syndrom.

Okrem zazivacich problémov sposobuje aj mnozstvo systémovych a lokalnych infekcii,
¢o sa prejavi najcastejsSie u oslabenych jedincov. Do tejto skupiny patria novorodenci, pacienti
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S chirurgickymi ranami alebo zavedenymi katétrami. Infekcie moézu spdsobit’ poskodenie
centralneho nervového systému, pneumoniu a aj rézne druhy koznych infekcii. Castym javom
Bacillus cereus je rezistivita na antibiotika obsahujlice penicilin, cefalosporin a mnohych
d’al$ich latok vd’aka produkcii B-laktamazy.

Na odhalenie cytoplazmatickej membrany, ktora obklopuje bunkovy obsah danej baktérie
vegetativnej bunky sa vyuziva transmisna elektronova mikroskopia [13], [20].

3.2.2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je silne bi¢ikovana baktéria, ¢o jej dodava schopnost’ rychlejSieho pohybu
v kvapalinach. Rovnako ako u Bacillus cereus, vytvorené spiace endospory st vel'mi odolné
voci okolitym podmienkam. Tiez bola definovana klasifikacia zhrnuta v tabul’ke 3.4.

Tabulka 3.4 Klasifikdacia Bacillus subtilis [21]

Kmen Trieda Celad’ Rod

Firmicutes Bacili Bacillaceae Bacillus

Jedna sa o nepatogénnu baktériu, ktora sa bezne vyskytuje v pdde. Prave preto sa spory
jednoducho dostanu do vzduchu a rozptylia sa vetrom. Vd’aka tomuto su schopné prekonavat
vel'ké vzdialenosti. Danu baktériu je mozné izolovat’ z rizosféry réznych druhov rastlin. Tvar
tyCinky je uchovavany po cely ¢as vegetativneho rastu a sporulécie.

Vyznacuje sa povrchovym rojenim a schopnostou tvorit’ biofilmy. V rdmci biofilmov su
bunky vloZzené do matric, ktoré su zlozené z extracelularnych polymérnych latok. Mikroby
spojené s biofilmom ¢asto preukazuji rozne fyziologické ¢i metabolické rozdiely ako je znizena
citlivost’ na antimikrobiélne latky. Tieto vlastnosti su charakteristické pre divoké kmene.

Jedna sa o rozmanity bakterialny druh, ktory sa vyznacuje schopnost'ou rast’ vo viacerych
prostrediach vratane gastrointestinalneho traktu l'udi aj zvierat. Pocas vsetkych faz rastu musia
byt dodrzané dve zdkladné podmienky a to:

- priestorova kontrola tvaru bunky

- Casova kontrola tvaru bunky.
Bunkovy cyklus pre mikroorganizmus je ur¢eny bunkovou morfolégiou. Sporulacia zacina
asymetrickym delenim, ktorym dochédza ku vzniku materskej bunky a mensej perspory. V
skutoCnosti sa dand baktéria vnima ako probiotikum, ked’ze po poziti ma priaznivé ufinky na
organizmus. Je to pravdepodobne spdsobené tym, Ze udrZiava a obnovuje zdravé bakterialne
bunky v tele. Bacillus subtilis sa okrem pody nachadza aj v niektorych fermentovanych
potravinovych produktoch, ako napriklad s6jové boby. PouZiva sa aj na priemyselnt produkciu
rekombinovanych proteinov vd’aka svojej nepatogénnosti, znimemu gendému a Vonkajsej
membrany bez obsahu lipopolysacharidov.

Podl'a objavenych génov, ktoré koduji respiracnu nitratreduktdzu, by mal byt
mikroorganizmus schopny rast’ aj anaerobne, kde sa ako akceptor elektronov namiesto kyslika
pouzije dusi¢nan. Vdaka tomuto faktu je mozny jeho vegetativny Zivot v anaerébnom
gastrointestinalnom trakte zvierat [22].

21



3.3. Serratia marcescens

Serratia marcescens sa povazuje za gramnegativny bacil produkujici DNAazu, ktory
mozno klasifikovat medzi Enterobacteriaceae. Samotna jej klasifikacia je spomenuta v tabul’ke
3.5. Jej tvar je tyCinkovity. Baktéria je fakultativne anaerdbna ¢o znamena, Ze dochadza k jej
rastu v pritomnosti a aj v nepritomnosti kyslika. Pri anaerobnych podmienkach je schopna

redukovat’ dusi¢nany.
Tabulka 3.5 Klasifikdacia Serratia marcescens [23]

Kmen Trieda Rod

Pseudomonadota | Gammaproteobacteria Serratia

Jedna sa o saprofyticka baktériu, ktoréd sa bezne vyskytuje v potravinach. NajcastejSie su to

rozne Skrobové produkty, ktoré jej poskytuji dostatocne vhodné podmienky a prostredie pre
rast. Okrem toho sa moéze vyskytovat’ v pdde, vzduchu ¢i v rastlinach.
VyznacCuje sa schopnostou rastu v extrémnych podmienkach vratane antiseptik ¢i
dezinfekénych prostriedkov. Charakteristickou vlastnostou tejto baktérie je produkcia
¢erveného pigmentu nazyvaného prodigiozin (Obrazok 3.4). Tento pigment zohrava dolezita
ulohu pri dychani ale tieZ sa vyznacuje aj antibiotickymi vlastnostami. Produkciu ovplyviiuje
viacero faktorov ako je teplota, aminokyseliny ¢i aniénové detergenty [24].

Obrdzok 3.4 Pigment prodigiozinu u Serratia marcescens [23]

Pri oneskorenom raste buniek, ku ktorému dochadza pri nepriaznivych okolitych podmienkach
sluzi biosyntéza prodigiozinu ako ochranny mechanizmus. V zaciatkoch sa jednalo o pomerne
neSkodny, nepatogénny vodny mikroorganizmus. Velmi Casto sa pouzival ako biologicky
marker vd’aka svojim cervenym kolonidam. V dnesSnej dobe sa vSak povazuje za patogén a
etiologické Cinidlo pri viacerych druhoch infekcii ako napriklad infekcie dychacich ciest,
mocovych ciest ¢i meningitide.

22



Serratia marcescens sa povazuje tiez medzi jednou s pric¢in sposobujucich endokarditidu.
Na spominané infekcie st nachylnej$i hospitalizovani pacienti na jednotke intenzivnej
starostlivosti, drogovo zavisli l'udia a pacienti lieCeni Sirokospektralnymi antibiotikami.

Liec¢ba tychto infekcii moze byt z hl'adiska rekonvalescencie zlozitejSia z dovodu rezistencie
na antibiotika obsahujuce cefalosporiny alebo ampilcin. Od ostatnych gramnegativnych baktérii
sa odliSuje svojou schopnostou vykonavat’ hydrolyzu kazeinu. TiezZ je pre fiu charakteristické
vyluCovanie extracelularnej chitinazy, nukleazy, lipazy a va¢sieho mnozstva réznych proteaz.
Pri kolonizacii povrchov dochadza tiez k produkcii povrchovo aktivnej latky. V sulade od
prostredia v ktorom sa baktéria nachadza vytvara odlisné formy bicikatych buniek. Tento fakt
zavisi od zvolenia rastového média, a to ¢i je teda pouzité tekuté alebo pevné médium. AvSak
bunky, ktoré neobsahuju bic¢ik maju taktiez schopnost’ sa premiestiiovat’ cez povrch média, no
obsah agaru musi byt pomerne nizky [24].

3.4. Kocuria rosea

Druhy Kocuria mozno odlisit’ od Actinomycetales (Tabul’ka 3.6) najmé na zaklade obsahu
galaktozaminu a glukozaminu ako hlavnych cukrov v bunkovej stene, peptidoglykane atd’.

Tabulka 3.6 Klasifikdcia Kocuria rosea [25]

Rad Celad’ Rod

Actinomycetales Micrococcaceae Kocuria

Kocuria rosea (Obrazok 3.5) je baktéria, ktora ma grampozitivny charakter a bezne ju
mozno ngjst’ v l'udskej koznej mikroflére. Tiez sa nachadza v zivotnom prostredi v pdde, vode
a aj vzduchu. Jedna sa o aerdbny mikroorganizmus nevytvarajici spory. Vyznacuje sa
pozitivnou produkciou katalazy a negativnou produkciou koagulazy. Na zivnom médiu sa
najCastejSie objavuje ako jemne ruzova az ¢ervena kruhova koldnia. Kocuria rosea rastie pri
teplote 25-37°C v paroch popripade zhlukoch alebo tetradach [25].
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Obrdzok 3.5 Kocuria rosea [26]

Tato baktéria je charakterizovana ako oportunny patogén z ¢oho vyplyva mozna infekcia
spojena so zdravotnickymi pomdckami. NajcastejSie su to katétre zavedené v pacientoch. Moze
sposobit’ infekciu mocovych ciest, endokarditidu a peritonitidu.

Na dané ochorenia su nachylnej$i pacienti podstupujuci peritonedlnu dialyzu a
imunokompetentni pacienti. Tieto infekcie danym organizmom st Vv beznom zivote pomerne
zriedkave.

Bunky, ktoré sa neskor pouzivaju na identifikaciu st najCastejsie izolované z Krvi alebo
povrchov inertnych lekarskych implantatov. Samotna identifikacia prebieha pomocou
fenotypovych testov. Hlavnym kritériom je citlivost’ na bacitracin a lyzozym. Jej d’alSim
charakteristickym znakom je aj odolnost’ voci nitrofurantoin/furazolidon. Okrem toho bola
zistend rezistencia na kanamycin, ampicilin, erytromycin a mnoho dalSich latok, ktoré sa
nachadzaju v antibiotikach [25].

3.5.Micrococcus luteus

Jedna sa grampozitivnu baktériu, ktora sa vyznacuje svojim gulatym tvarom. Je to druh
katalazového a oxidazového mikroorganizmu. Vyskytuju sa vo forme tetrad, stt nepohyblivé a
nevytvaraju spory. Micrococcus (Obrazok 3.6) sa povazuje za baktériu, ktora plne vyzaduje
aerobne podmienky.
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Obrazok 3.6 Micrococcus luteus [27]

Klasifikacia pre Micrococcus je spomenuta v tabul’ke 3.7.

Tabulka 3.7 Klasifikdacia Micrococcus luteus [28]

Kmen Trieda Celad’

Actinomycetota Actinomycetia Micrococcaceae

Membrany su vel'mi bohaté na enzymy vyuZzivajice prenylpyrofosfat, ktory funguje ako
donor pri prenylacnych reakciach. Bezne ju je mozné najst’ v prostredi ako je poda ¢i rozne
vodné zdroje.

V tychto miestach dokaze prekonavat extrémne podmienky. Vo vode bezne vytvara Zzlté
nerozpustné pigmenty. Taktiez ho vieme najst vV normalnej flore I'udskej koze a sliznice
orofaryngu. Klinicky sa povazuje za potencialny oportinny patogén, ktory moze spdsobit’
pecenovy a mozgov absces, nativnu endokarditidu chlopne, bakteriémiu a Septicku artritidu.
Tieto ochorenia sa zvy€ajne prejavia u pacientov s oslabenou imunitou, invazivnymi operaciami
a zavedenymi katétrami.

Niektoré kmene Micrococcus luteus maju pomerne Siroké spektrum antimikrobialnej
rezistencie. Uginné antibiotika, ktoré zaberajii vo&i tomuto mikroorganizmu sa s obsahom
cefalosporinov a chinolonov. Avsak menej uz reaguje na erytromycin [29], [27].

3.6. Rod Staphylococcus

Jedna sa o grampozitivne koky z rodu Staphylococcus (Obrazok 3.7). Ich priemer je okolo
0,5-1 um. Vedia vyvolat viacero foriem infekcii. Mozu rast’ v zhlukoch, paroch a obcasne ich
moézeme ndjst’ aj v kratkych ret’aziach. Stafylokoky sa Stiepia v dvoch rovinéch, ¢o je dovodom
vznikajucich zhlukov. Zvyc¢ajne sa Staphylococcus deli do dvoch skupin podl'a schopnosti
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zrazanie krvnej plazmy (koagulazova reakcia). Ak je koaguldza pozitivna jednd sa o druh
Staphylococcus aureus ¢i Staphylococcus intermedius. Iné stafylokoky st koagulaza negativne.

Casto s hemolytické a dokazu tolerovat’ sol. Na ich identifikaciu je potrebne biotypova analyza
[13].

— J
Acc.V Spot Magn Det WD b——— 2um )
30.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph 97-11-49

Obrazok 3.7 Staphylococcus [30]

3.6.1. Staphylococcus epidermis

Tento mikroorganizmus sa javi ako jeden z ¢lenov koaguldza-negativnych stafylokokov. Na
rozdiel od Staphylococcus aureus teda nie je schopny produkovat’ koagulazu. Patri medzi
hlavnych predstavitelov bakteridlnej flory koze ¢i l'udskej sliznice. Jednd sa o oportunny
patogén aje Castou pri¢inou nozokomialnych infekcii. Mozno sem zaradit’ infekcie krvného
obehu, kardiovaskularne infekcie, infekcie oka, ucha, nosa a hrdla.

Castymi pacientami tychto ochoreni st I'udia s oslabenou imunitou, predéasne narodené deti,
pripade osoby zavislé na omamnych latkach. Telo je najCastejSie infikované cez zavedenie
intravaskularneho katétra, pripadne implantovanych zariadeni. Neprodukuje velké mnoZstvo
toxinov, ktoré poskodzujt tkaniva [31].
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EXPERIMENTALNA CAST

4. MATERIAL
4.1. Chemikalie

e (3-merkaptopropyl)trimethoxysilan so  striebornymi nanoklastrami

Fe304@SiO2-Ag, 4 mg/ml (Ceské akadémia vied, Praha, CR)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e Ethanol, 96% (Penta, Chrudim, CR)
e Fenol (Sigma, St. Louis, USA)
e Fuchsin (Sigma, St. Louis, USA)
e Imerzny olej (Lachema, Brno, CR)
e Jod (Sigma, St. Louis, USA)
e Jodid draselny (Sigma, St. Louis, USA)
e Krystalova violet’ (Sigma, St. Louis, USA)
e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery pre doménu Bakzéria — Feub a Reub (Generi Biotech, Hradec kralové)

e (PCR 2x SYTO 9 Master mix (Top-Bio, Praha, CR)

4.2. Pomocky a pristroj

Agarové platne

Autoklav (Microjet, Essex, Spojené kral'ovstvo)
Denzitometer (Biosan, LotySsko)

Eppendorfove skumavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Laboratorna vaha (Ohaus, Svajéiarsko)

Laboratorne sklo

Magneticky separator Dynal (Invitrogen, Oslo, Noérsko)
Mikropipeta automatickd (HTL Lab, Pol'sko)

Mikroskop

Minicentrifuga MINI Spin 13 400 min (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Ockovaci box

Papinov hrniec

Petriho misky

Pipeta

Plastové sterilné skamavky

Plastové Spicky pre mikroskopické pipety

Plynovy kahan (Schuett-biotec, Nemecko)

Podlozné¢ sklicka

Rotor-Gene 6000 (CORBET RESEARCH, Rakusko)
Spektrofotometer UV/VIS (IMPLEN, Mnichov, Nemecko)
Standardné laboratorne vybavenie (rukavice, buniina, stojany na skimavky...)
Termostat
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e Trepacka (Heidolph, Nemecko)
e UV box pracovny UVC/T-AR
e Vortex (Ohaus, Svajéiarsko)

4.3. Pouzité superparamagnetické ¢astice

Pouzité superparamagnetické nanocastice s obsahom Ag boli pripravené Ing. Anastasiia B.
Shatan na Ustave makromolekularnej chémie Ceskej akadémie vied. Zakladné vlastnosti
spominanych monodisperznych castic st zhrnuté v tabulke 4.1. Taktiez je priloZzend aj
fotografia pripravenych nanocastic (Obrazok 4.1).

Tabulka 4.1 Viastnosti pouzitych nanocastic

Oznacenie Fe304@SiO2-Ag
Magnetické nanocastice FesO4
Koncentracia [mg/ml] 4

tetramethyl orthosilikat;
Povrch (3-merkaptopropyl)trimethoxysilan so
striebornymi nanoklastrami

Priemer [nm] 21

Satura¢na magnetizacia [A.m 2/<9) 26

Obrazok 4.1 PouZité superparamagnetické castice s obsahom Ag

4.4.Pouzité mikroorganizmy

Pre dokaz antibakterialneho u¢inku superparamagnetickych nanocastic s obsahom striebra
boli pouzité tieto vybrané bakterialne kultury. Pouzité kultiry sa &erpali z Ceskej zbierky
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mikroorganizmov (Czech Collection of Microorganism, CCM) so sidlom na Masarykovej
univerzite v Brne.

e Bacillus cereus CCM 2010

e Bacillus subtilis CCM 1999

e Escherichia coli CCM 3954

e Kocuria rosea CCM 570

e Micrococcus luteus CCM 210

e Serratia marcescens CCM 303

e Staphylococcus epidermis CCM 2124

4.5. Materialy potrebné na kultivaciu bakterialnych kultar

Na kultivaciu vybranych mikroorganizmov bol pouzity masopeptonovy agar (MPA) a
masopeptonovy bujon (MPB). Pri MPA a MPB sa jedna 0 univerzalne média, vd’aka comu boli
pouzité na pomnozenie mikrébov. V pripade MPB je zloZenie rovnaké okrem agaru, ktory je tu
vynechany.

Dalsim univerzalnym kultivaénym médiom je Luria bujon (LB), ktory sa vyuZiva najma pri
kultivacii ¢el'ade Enterobacteriaceae. Hlavnym predstavitelom tejto ¢el'ade je E coli, ktora sa

V tejto praci vyuzivala ako vzorovy mikroorganizmus - MO. Po pridani agaru vznika Luria agar
(LA).

4.6. Roztoky potrebné na mikroskopické pozorovanie

e Destilovana voda
e Ethanol 96 %
e Imerzny olej
e Karbolfuchsin

Zlozenie: 90 ml destilovana voda, 10 ml ethanol 96%, 5 ml fenol, 1g fuchsin
e Krystalova violet’

Zlozenie: 80 ml destilovana voda, 20 ml ethanol 96%, 0,5 g kryStalova violet’
e Lugolov roztok

Zlozenie: 300 ml destilovana voda, 1 g jodu, 2 g jodidu draselného

5. METODY

Postup podla ktorého sa V experimentalnej Casti postupovalo vychadza zo skript a zo
znalosti z laboratérnych cviceni.

5.1. KriZovy rozter

e Na pripravené agarové platne bol aplikovany krizovy rozter bakterialnej kultary

e Sagarovymi plathami sa pracovalo v sterilnych podmienkach a hned’ po vykonanej
praci boli uzavreté a prelepené parafilmom

e Nasledne boli umiestnené do termostatu

e Inkubacia prebiehala pri teplote 37 °C po dobu 48 hodin
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5.2. Gramovo farbenie

Podlozné skli¢ko bolo vybrané pomocou pipety z ethanolu, podrzané nad plamefiom
kahana a umiestnené na podlozku

Na sklicko bola nanesena kvapka sterilnej vody, do ktorej bolo prenesené malé mnozstvo
bakterialnej kultary

Suspenzia bola rozotrena po podloznom skli¢ku a takto pripraveny preparat bol nechany
volne schnut

Po zaschnuti bolo sklicko fixované nad plamenom

Na preparat bola aplikovana krystalova violet’ po dobu 30 s a nasledne bola oplachnuta
vodou (Obrazok 5.1)

Postup bol opakovany s Lugolovym roztokom

Odfarbenie preparatu bolo uskuto¢fiované pomocou ethanolu do tUplného vymytia
farbiva (priblizne 20-30 s)

Nasledovalo oplachnutie vodou a dofarbenie karbolfuchsinom po dobu 1 minuty
Poslednym krokom bolo premytie vodou a ususenie vol'ne na vzduchu

Preparat bol pozorovany imerznym objektivom

GRAM-POSITIVE GRAM-NEGATIVE

©§ Fixation C)%

[

-\ Crystal Violet -\
& @ e
-\ lodine Treatment -\
&= @ =
-\ Decolorisation CD%
&= @ -
-\ Counter stain with

’ Safranin

Obradzok 5.1 Postup Gramovho farbenia so farebnymi zmenami [32]

5.3.Kultivacia na masopeptonovom bujone

Bolo pripravené tekuté zivné médium podla doporucenia vyrobcu

Po Gplnom vychladeni média doslo k odberu kultary z Petriho misky pomocou sterilnej
kl'ucky

Odobrana kultara bola ponorend do bujonu a mierne vytrasena

V pripade Escherichia coli doslo k o¢kovaniu pomocou oc¢kovacej ihly
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Ihlou bol kopirovany vpich a nasledne doslo k ponoreniu a vytraseniu kultiry do média
Takto zao¢kované skimavky boli vlozené do termostatu
Kultivacia prebiehala pri 37 °C po dobu 48 hodin

5.4. Aplikacia nanocastic na vybrané bakterialne kultary

Na agarové¢ platne bolo napipetované 0,1 ml bakteridlnej kultary

Sterilnou hokejkou bol dany objem rozotrety po povrchu agarovej platne

Nésledne bol pridany urcity objem nanocastic pomocou automatickych mikropipet
Mnozstvo aplikovanych Castic bolo rozne

Petriho misky boli vol'ne ponechané pokial’ nedoslo ku vstrebaniu Castic

Nasledovala kultivacia mikroorganizmov v termostate pri teplote 37 °C po dobu 72
hodin

5.5. Meranie optickej hustoty

Bolo pripravenych 18 sterilnych eppendorfiek

Do 7 z nich bolo napipetovanych 1,5 ml Cistej kultary

Do dalsich 7 bolo napipetovanych 1,5 ml kultiry a nasledne sa pridalo 100 pl
superparamagnetickych Castic

Kultara bola preliata do kyvety a umiestnena do spektrofotometra, ¢im bola zistena OD
V pripade kultury a castic doSlo pred meranim ku odseparovaniu nanocastic pomocou
magnetického separatoru a zvysok roztoku bol odpipetovany do kyvety

Meranie prebiehalo pri vinovej dizke 600 nm a ako blank bolo pouzité MPA médium
Ostatné eppendorfky boli umiestnené do termostatu pri teplote 37 °C

Opticka hustota bola merana po 24 hodinach po dobu 3 dni

5.6. Kultivacia a aplikacia zriedenych ¢astic

Boli pripravené dve steriln¢ Erlenmeyerové banky

Do prvej Erlenmeyerovej banky bolo napipetovanych 10 ml tekutého Zivného média a 1
ml kultary E coli

Do druhej banky sa napipetovalo 9 ml média, 1 ml kultiry a nakoniec 1 ml nanocastic
Obe banky boli umiestnené na trepacku po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C, kde doslo
ku kultivécii

Nasledovala aplikécia na agarové platne

Aplikovalo 100 ul kultary z prvej banky a 100 pl zmesi z druhej banky

U oboch pripadoch doslo k zao¢kovaniu pomocou rozteru

Na agarové platne sa tieZ napipetovalo 100 pl a po roztere sa pridalo 10 ul zriedenych
nanocastic

Petriho misky boli umiestnené do termostatu

Kultivacia prebiehala pri teplote 37 °C po dobu 48 hodin
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5.7.Denzitometria

Do sterilnej sklenenej skimavky bolo napipetované potrebné mnozstvo kultary alebo
zmesi kultiry a nanocastic

Sktimavka bola umiestnena do denzitometra

V pripade vysokej hodnoty doSlo ku zriedeniu pomocou destilovanej vody

5.8.Kultivacia na LB médiu a riedenie

Cista kultira v LB médiu bola vyriedena v pomere 9:1

Dostali sme tak riedenia od 10°— 10°°

V tychto skimavkach bola zmerana hustota pomocou denzitometru

Na LB agarové misky bolo napipetovanych 100 pl kultury od kazdého riedenia
Nasledne doslo k rozteru

Na d’alSie 2 misky bolo nanesenych 10 ul ¢astic, ktoré boli opdtovne premyté sterilnou
vodou

Tieto Castice boli kvapnuté iba do jednej polovice agarovej misky

Vzdy sa uskuto¢iiovali dve paralelne merania

Na jednu misku bolo aplikovanych 100 pl premytych nanocastic a aj v tomto pripade
doslo k rozteru

Misky boli umiestnené do termostatu pri teplote 37 °C po dobu 48 hodin

5.9.Kultivacia s odoberanim alikvotov

1 ml E coli bol zaockovany do 10 ml LB média a médium bolo ponechané cez noc na
trepacke pri teplote 37 °C

Nasledujuci defi bola kultiira zriedena v 2 ml LB média na 1-10" CFU/ml

Castice o povodnej koncentracii 4 mg/ml boli zriedené na koncentracie 12,5; 25 a 50
pug/ml

Na malé Petriho misky bola rozpipetovana zriedena kultura, do ktorej sa aplikovalo 40
ul zriedenych nanocastic v pozadovanych koncentraciach

Tieto misky boli opat’ umiestnené na trepacku pri teplote 37 °C

Z misiek doslo k odobratiu alikvétov v ¢ase 0; 30; 60 a 90 minht

Odoberalo sa vzdy 1,5 ml kultiry a nasledovalo jej zriedenie na 10*

Na LA platne sa aplikovalo 100 ul zriedenej aj nezriedenej kultary a pomocou rozteru
doslo k zaockovaniu

Vzdy boli realizované dve paralelne merania, vd’aka ¢omu doslo k zamedzeniu chyby
Petriho misky boli umiestnené do termostatu pri teplote 37 °C po dobu 24 hodin

5.10. Koinkubacia nanocastic v LB médiu

1 ml E coli bol zao¢kovany do 10 ml LB média

V pripade prace so Staphylococcus epidermis doslo pomocou vpichu k preockovaniu do
skamavky obsahujucej LB médium

Sktimavka bola umiestnena do termostatu kde doslo ku kultivécii pri teplote 37 °C po
dobu 24 hodin

32



Vietky spominané kultiry boli zriedené v 2 ml LB média na 1-10° CFU/ml

Ku kultare sa pridalo 40 pl nanocastic zriedenych na koncentraciu 500 pg/ml

Kultary v Petriho miskach boli umiestnené opét’ na trepacku pri teplote 37 °C po dobu
24 hodin

Po 24 hodinach sa odpipetovalo 1,5 ml kultiry a doslo ku zriedeniu na 10

Na LA platne sa aplikovalo 100 ul zriedenej kultary na 10*nezriedenej kultary
a kultary zriedenej 1-10° CFU/mI bez obsahu astic

Pomocou rozteru doslo k zaoCkovaniu a LA platne boli umiestnené do termostatu pri
teplote 37 °C po dobu 24 hodin

5.11. Sledovanie biokompatibility ¢astic pomocou PCR v reialnom ¢ase

PCR bola uskuto¢nena pomocou komeréného qPCR 2x SYTO-9 Master Mixu, ktory je
urCeny pre narocnejSiu analyzu vzoriek pomocou metédy QPCR pomocou
interkala¢ného farbiva SYTO-9.

Boli pouzité primery Specifické pre doménu Baktéria, ich charakterizacia je uvedena v
tabul’ke 5.1. Informacie 0 primeroch pochadzaju z odbornych ¢lankov [33].

Tabulka 5.1 Pouzité primery pre qPCR [33]

Velkost’
Primer Sekvencia primerov (5'-3") Specifického
produktu
Doména F_eub TCC TACGGG AGGCAGCAGT 466 bp
Baktéria R_eub GGA CTACCA GGG TATCTAATCCTGTT

PCR bola optimalizovana tak, aby bola citliva, Specificka, rychla a usporna

Pouzita teplota hybridizacie bola 55 °C a pocet cyklov bol 30, ¢o viedlo k zniZzeniu
amplifikacie nespecifickych produktov PCR.

Master mix bol pripraveny pomocou PCR komponentov (Tabul’ka 5.2) bez obsahu DNA
a jeho obsah bol rozpipetovany do 6 eppendorfiek po 159,5 ul

Tabulka 5.2 ZloZenie master mixu

Krok Zlozka Objem [ul]
1 SYTO-9 Master Mix 850
2 F eub 68
3 R_eub 68

Do tychto eppendorfiek sa pridalo 11 pl DNA odpovedajucich koncentracii v rozsahu
od 100 ng/ul do 1 pg/ul

Do stripu sa napipetoval potrebny objem vody a nosi¢a uvedeny v tabulke 5.3. Objem
nosica odpovedal mnozstvu nanocastic
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Tabulka 5.3 Objemy pridavané do stripu pre gPCR

Objem
Strip Voda [pl] Nosi¢ [pl]
1-12 9,5 0,0
13-24 9,0 0,5
25 - 36 8,5 1,0
37-48 7,0 2,5
49 - 60 4,5 5,0

Poslednym krokom bolo pridanie DNA spolu s master mixom do stripu o objeme 15,5

ul

Boli pripravené dve negativne kontroly, ktoré sluzili na indikdciu pripadnej

kontaminacie

V Rotor-Gene 6000 bol nastaveny vhodny program uvedeny v tabul’ke 5.4.

Tabulka 5.4 Nastavenie vhodného programu pre meranie

Cyklus Doména Baktéria
Predizena denaturacia DNA 95 °C/s'
Denaturacia DNA 95 °C/15"
Elongécia primerov 55 °C/30"
Syntéza novych retazcov 72 °C/15"
Predizena syntéza 72 °C/S'
Pocet celkovych cyklov 35
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VYSLEDKY A DISKUSIA

6. PRIPRAVA TESTOVANYCH BAKTERIALNYCH KULTUR

Boli vybrat¢ vhodné bakteridlne kultiry pre danti pracu. Jednalo sa o baktérie
nepatogénneho typu. Ako modelovy organizmus bola zvolena Escherichia coli CCM 3954,
ked’ze sa jedna o pomerne bezne vyskytujucu sa baktériu. Na testovanie samotnych kultur bolo
pouzitych viacero kultivaénych médii.

6.1. Kultivacie bakterialnych kultar

Baktérie boli v prvom kroku zaockované na Petriho misky s agarom pomocou krizového
rozteru. Vd’aka tomuto kroku mohlo dojst’ ku kultivacii v tekutom Zivnom médiu (MPB). Do
tekutého média boli zaockované vsetky vyssie MO z bodu 4.4. Postupovalo sa podl'a kapitoly
5.3. Na obrazku 6.1 su zobrazené narastené kultury v tekutom MPB médiu bez obsahu
nanocastic, ¢o je viditelné vd’aka vzniknutym sedimentom na dne skumaviek. S takto
zaoCkovanymi kultirami sa pracovalo v d’alsich experimentoch, ¢i uz sa jednalo o meranie
optickej hustoty (OD) alebo meranie hustoty podl'a McFarlanda. V pripade McFarlanda musela
byt v niektorych pripadoch kultara zriedend aby bolo vobec mozné tito hustotu urcit’.

~
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Obrazok 6.1 Bakteridlne kultury po kultivicii v tekutom Zivnom médiu. Bakteridlne kultury z lava
doprava Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis CCM 1999, Kocuria rosea CCM 570, Serratia
marcescens CCM 303, Micrococcus luteus CCM 210 a Escherichia coli CCM 3954

6.2. Mikroskopické vySetrenie

Mikroskopicky bola overena Ccistota dalej pouzivanych testovanych modelovych
bakterialnych kultar, a to vratane prevedenia Gramovho farbenia. Na vykonanie Gramovho
farbenia predchadzal krizovy rozter a kultivacia vybranych bakterialnych kultir na MPA po
dobu 48 hodin bez obsahu nanocastic. Ockovali sa tak na agarové platne Cisté kultary, ¢im bolo
mozné overit’ ich kvalitu. Postup podl'a ktorého sa konalo toto farbenie je zahrnuté v kapitole
5.2. Vd'aka tejto metode bolo mozné urcit’ ¢i sa jedna o grampozitivne alebo gramnegativne
baktérie, ked’Zze v pripade gramnegativnych baktérii doslo k odfarbeniu preparatu. Tiez bolo
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mozné rozliSit’ tvar. Uvedené vlastnosti bakterialnych kultar st uvedené v tabulke 6.1. Tieto
vlastnosti bolo mozné ur¢it’ vd’aka pozorovaniu pod mikroskopom, ¢omu odpoveda obrazok
6.2,6.3a6.4.

b b L% o' ' " . .
Obrazok 6.2 Gramovo farbenie pre Bacillus subtilis CCM 1999 (nalavo), Bacillus cereus CCM
2010 (napravo)

,-‘¢ "-i' L d AR s ;4:\ )‘A{ T al ! )
Obrdzok 6.3 Gramovo farbenie pre Micrococcus luteus CCM 210 (nalavo), Kocuria rosea CCM
570 (napravo)
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Obrazok 6.4 Gramovo farbenie pre Serratia marcescens CCM 303 (nalavo), Escherichia coli CCM
3954 (napravo)

Tabulka 6.1 Pozorované viastnosti baktérii

Mikroorganizmus Rozdelenie baktérii Tvar buniek
Bacillus cereus CCM 2010 G+ Tyginky
Bacillus subtilis CCM 1999 G+ Ty¢inky

Kocuria rosea CCM 570 G+ Koky
Micrococcus luteus CCM 210 G+ Koky
Serratia marcescens CCM 303 G- Ty¢inky

Escherichia coli CCM 3954 G- Ty¢inky

7. OVERENIE MIKROBIOLOGICKEJ CISTOTY TESTOVANYCH
NANOCASTIC

Za ucelom vyluc¢enia falosne pozitivnych vysledkov v dosledku pripadnej mikrobidlnej
kontamindcie samotnych nanocastic, bola kultiviciou na odpovedajucich médiach tato
skutoCnost’ overend. Sti¢asne boli Castice opakovane premyté sterilnou vodou. Jednak z dovodu
uz zmienenej minimalizacie moznej mikrobidlnej kontaminacie nanocastic a tiez z dovodu
odstranenia tmavého zafarbenia, ktoré by mohlo mat’ negativny vplyv pri spektrofotometrickom
merani.

7.1. Vyliucenie pripadnej kontaminacie nanocastic

Samotné nanocastice s obsahom Ag sa v objeme 10 pl aplikovali na ¢isté MPA bez obsahu
bakteridlnych kultir za Gcelom overenia pripadnej mikrobialnej kontamindcie.
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Obrazok 7.1 Aplikacia nanocastic na cisté MPA

V prvom pripade doSlo na agarovej platni k narastu koldnie v okoli aplikovanych nanocastic,
vdaka ¢omu sa predpokladala kontaminacia roztoku. Pre kontrolu sa postup zopakoval
a vysledkom bola Petriho miska ¢.2, ktora naopak nejavila Ziaden znak kontamindcie.
Uskutocnil sa tak postup, pri ktorom sa nanocastice aplikovali z 2 rozdielnych eppendorfiek
v rovnakych mnozstvach na Petriho misky ¢.3 a ¢.4. Touto metédou bolo mozné vylucit
kontamindciu jednej pripade oboch pouzitych eppendorfiek. Na obrazku 7.1 je zobrazeny
vysledok priebehu po kultivacii a opdt’ neboli zaznamenané ziadne zmeny na agarovych
platniach, ¢o je mozné vidiet na miske ¢.3 a ¢.4. Preto sa v pripade ¢.1 predpokladalo, Ze neboli
pri praci dodrzané dostatocne sterilné podmienky.

7.2.Vylicenie pripadnej kontaminacie zriedenych nanocastic

Pri aplikacia 10 pl nanocastic na Cistd kultiru doslo k vdc¢Siemu narastu a sytejSiemu
sfarbeniu. Tento jav je spomenuty v kapitole 8.2.2. Predpokladalo sa, ze dany jav moze byt
sposobeny kontaminaciou zriedenych nanocastic. Z tohto dévodu sa na LA médium aplikovali
tieZ opakovane premyté Castice, ¢im bola opédtovne skontrolovana Cistota Castic a zamedzilo sa
pripadnej praci s kontaminovanymi nanocasticami. Na jednu misku sa aplikovalo vécsie
mnozstvo Castic, tj. 100 pl a ockovalo sa pomocou krizového rozteru.
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Obrazok 7.2 Aplikované castice na LB médiu

Z obrazku 7.2 vyplyva, ze Castice nejavia ziadny znak kontaminacie a preto jav spominany v
kapitole 8.2.2 je vyvrateny znecistenim Castic.

7.3.Uprava pévodnych &astic

Doslo k uprave Castic ich premytim sterilnou vodou, kedy bol prepipetovany objem 750 ul
superparamagnetickych nanocastic s obsahom Ag do sterilnej eppendorfky. Pomocou
magnetického separatoru doslo k oddeleniu Castic od roztoku a nasledne sa roztok odpipetoval
do inej ¢istej eppendorfky. Castice boli dvakrat premyté rovnakym objemom sterilnej vody.
Mnozstvo tejto vody odpovedalo odobratému objemu roztoku. Poslednym krokom bolo 10-
nasobné zriedenie. Tymto spdsobom bolo dosiahnuté znizenie zakalenia roztoku. Na obrazku
7.3 je zaznamenané premytie sterilnou vodou po prvy aj druhykrat.

Obrazok 7.3 Castice premyté sterilnou vodou
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8. TESTOVANIE ANTIMIKROBIALNEJ AKTIVITY NANOCASTIC

Pre testovanie antimikrobidlnej aktivity boli pouzité celkom dve, respektive Styri metody.
V prvom pripade bol testovany vplyv pridavku nanocastic s obsahom Ag do kultiry narastene;j
v tekutom zivnom médiu, teda tzv. bujonovou dilu¢nou metédou. V dalSej Casti prace bola
pouzitd difuzna platiova metdda, teda za pomoci pevného Zivného média a to v 2 Gpravach.
Bolo uskuto¢nené testovanie antimikrobialnej aktivity v zdkladnej verzii tejto metédy pomocou
kvapnutia roztoku nanocastic na agarovu platiiu zao¢kovant zvolenou bakterialnou kultrou.
Dalsie dva spdsoby sa lisili v koncentraciach inokula nand3aného na Petriho misky a nasledne
aj zlozenim tohto inokula, kedy boli pouzit¢ zmesné kultury. Sucasne bolo pouzitych viacero
r6znych kultivaénych médii.

8.1. Bujonova dilu¢na metoda

V tomto pripade bol pozorovany vplyv pridavku nanocastic na rast vybraného MO na
zaklade merania intenzity zakalu, teda optickej hustoty (optical density, OD) metédou
absorbancie.

Pomocou spektrofotometra bola namerana optickd hustota (OD), pri ktorej bol zvoleny
postup spominany v kapitole 5.5. Meranie bolo uskuto¢nené teda s pévodnymi nezriedenymi
Casticami o koncentracii 4mg/ml a tiez s 10-nasobne zriedenymi, ktoré¢ boli pridané ku kulture.
Vd'aka vysledkom tejto metddy by bolo mozné urcit’ rastova krivku a posudit’ tak, ¢i Castice
s obsahom Ag maji aspoii minimalny dopad na rast baktérii. V tomto experimente sme
pracovali len s E coli CCM 3954.

8.1.1. Nezriedené Castice

V pripade prace s nezriedenymi Casticami doslo k meraniu po dobu 3 dni a postupovalo sa
podl'a postupu, ktory je spomenuty v kapitole 5.5. Namerané hodnoty pri pouziti kultary sa
pohybovali zviacsa okolo hodnoty 1,0. Problém pri merani tejto metddy vznikol pri zmieSani
kultary spolo¢ne s ¢asticami. Pri pouziti 100 pl Castic spolo¢ne s kultarou hodnoty OD nebolo
mozné zmerat’ po dobu 24 az 72 hodin. V tomto pripade sa predpokladalo, Ze aj po odseparovani
Castic je kultiira pomerne tmavé a zakalend, o sposobilo neschopnost’ prechodu lucu cez roztok.
Kvéli tejto problematike bol zvoleny postup zriedenia a premytia samotnych castic pred
vlastnou kultivaciou s vybranymi MO.

8.1.2. Zriedené ¢astice

V tomto pripade sa ku kultire aplikovali Castice pripravené podla kapitoly 7.3. Na
experiment tu bola opat’ pouzita kultara E coli. Meranie prebiehalo po dobu 2 dni. OD zmesi
kultary a Castic opdt’ nebola zaznamenana, avsak kultira sa na prvy pohlad javila ako menej
zakalena (Obrazok 8.1).
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Obrazok 8.1 Porovnanie kultury + castic (1) a cCistej kultury (2)

Po posudeni vysledkov a neschopnosti merania OD zriedenych aj nezriedenych ¢astic v zmesi
kultury a Castic sa tato metdda vylucila z moznosti uréenia rastovej krivky. Jednou z moznych
pri¢in moéze byt pomerne vysoka koncentracia nanocastic, ¢i pritomnost’ striebra. OD sa uz pre
tento dovod v nasledujucich postupoch nemerala.

8.2. Diftizna platiova metoda

Na predom pripravené agarové platne boli aplikované kultary a po ich dostato¢nom
zaschnuti sa pridali nanocastice s obsahom Ag. Pouzité boli vSetky rozkultivované bakterialne
kultiry v MPB. Pouzivali sa rozne mnozZstvd nanocastic, ktoré st blizSie charakterizované
v kapitole 4.3. 0 objeme 1 pl, 10 ul a 15 ul. Po naneseni a kultivacii bolo mozné ur¢it’ ¢i dané
Castice vykazuju antibakteridlny efekt. Petriho misky boli oznacené na fotografiach od 1-6. Ku
kazdému &islu bola priradena baktéria. Cislom 1 su oznatené misky pre Serratia marcescens
CCM 303, ¢.2 Kocuria rosea CCM 570, ¢.3 Bacillus cereus CCM 2010, ¢.4 Micrococcus luteus
CCM 210, ¢.5 Bacillus subtilis CCM 1999 a ¢.6 Escherichia coli CCM 3954.

8.2.1. Antimikrobiilna aktivita nezriedenych nanocastic

Na Petriho misky s kultivaénym médiom a zaockovanymi vybranymi MO bol aplikovany 1 pl
nezriedenych nanocastic ato vzdy v dvoch opakovaniach. Cielom bolo urcit’ ¢i je rast
mikroorganizmov v pritomnosti testovaného objemu castic ovplyvneny alebo nie (Obrazok
8.2).

41



Obrazok 8.2 Petriho misky po kultivacii MO s obsahom 1 ul nanocastic Ag

Na zaklade dosiahnutych vysledkov prezentovanych na obrazku 8.2 bolo postdene, Ze
K inhibicii rastu nedoSlo, ateda antibakteridlny efekt testovanych nanocastic za danych
podmienok nebol preukazany.

Iba v pripade bakterialnej kultiry kmena Kocuria rosea CCM 570 doslo pri aplikacii
0 objeme 10 pul pri druhom opakovani antimikrobialneho testu k narastu kolonii prave v mieste
aplikovanych nanocastic (Obrazok 8.3). Preto bolo meranie zopakované pri rovnakych
podmienkach.

Obradzok 8.3 Petrino misky zaockované vybranymi MO po aplikdcii 10 ul nanocastic s obsahom Ag
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Po niekol'’konasobnom zopakovani aplikacie nanocastic a postupu spominanému v bode 5.4
bolo posudené, ze k antibakterialnemu efektu nedochadza ani pri objeme 10 ul (Obrazok 8.4).

K javu, ktory sa objavil pri Kocuria rosea pravdepodobne doslo v désledku nedostatoéného
rozotrenia kultiry na agarovych platniach.

Obrdzok 8.4 Opakované stanovenie — Petriho misky zaockované vybranymi MO po aplikacii 10 ul
nanocastic s obsahom Ag

Najvyssi pouzity objem nezriedenych testovanych nanocastic aplikovanych na agarové platne
¢inil 15 ul 0 koncentracii 4 mg/ml . VysSie objemy sa nevolili z dovodu pokrytia velkej plochy
na Petriho miskéch. Toto mnoZzstvo bolo aplikované jedenkrat na vSetky vybraté bakteridlne
kultary. Postupovalo sa podl’a kapitoly 5.4. Z obrazku 8.5 mozno usudit’, ze nebol pozorovany
inhibi¢ny vplyv nanaSanych nanocastic na vybrané mikrobidlne kultiry ani v tomto pripade.
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Obrazok 8.5 Petriho misky po aplikacii a kultivacii 15 ul nanocastic s obsahom

8.2.2. Kaultivacia so zriedenymi ¢asticami

Na MPA médium sa aplikovala kultura podl'a postupu uvedeného v kapitole 5.6. Bola tiez
zmerand hustota pomocou denzitometra, ¢im bolo mozné zistit mnozstvo buniek, ktoré
obsahuje médium spolo¢ne s kultirou aaj Sobsahom nanocastic. Pri merani hustoty sa
postupovalo podla kapitoly 5.7. Z vysledku mozno posudit’, Ze pocet buniek v Erlenmeyerovej
nadobe obsahujicej kultiru spolo¢ne s Casticami je nizsi, z dovodu iného pomeru média, kulttry
a castic. Vysledky su uvedené nizsie v tabul’ke 8.1.

Tabulka 8.1 Namerané hustoty a pocet buniek

Kultara Kultara + ¢astice
Hustota McFarland 6 2,6
Pocet buniek 8,40E+09 7,80E+08

Na agarovych platniach obsahujucich kultaru, ktora sa kultivovala spolo¢ne s ¢asticami mozno
vidiet jemny povlak. Pri pouziti Cistej kultiry a naslednej aplikacii 10 pl zriedenych Castic
mozno pozorovat’ VACSi ndrast, ktory sa prejavil aj sytejSim sfarbenim. Ako kontrola bola
aplikovana samotna ¢ista kultura E coli CCM 3459. Z vysledkov mozno posudit’, ze k inhibicii
nedoslo ani v jednom pripade, a tak antibakteridlny efekt nebol dokdzany. Agarové platne po
kultivécii su zobrazené na obrazku 8.6.
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Obrazok 8.6 Agarové platne zaockované kulturou Escherichia coli CCM 3459 po kultivicii. Horné
misky zodpovedaju kultivacii kultiry spolocne s casticami. \V pripade dolnych misiek sa zriedené
Castice prikvapli az po aplikacii kultury na agarovu platiiu

8.2.3. Kultivacia na LA agare

Po vzniku pomerne slabého povlaku pri pouZiti zriedenych cCastic kultivovanych spolo¢ne
s kultarou v kapitole 8.2.2, bolo zvolené LA médium. Pracovalo sa s kultarou E coli CCM 3459,
ktora bola zaockovana v tekutom LB médiu a nasledne sa postupovalo podl'a kapitoly 5.8. Bola
tiez zmerana hustota pomocou denzitometru, podla postupu spomenutého v kapitole 5.7.
Vysledky merania hustoty a poctu buniek kultury E coli CCM 3459 st uvedené v tabul’ke 8.2.

Tabulka 8.2 Namerané hustoty a pocty buniek kultury E coli CCM 3459

Riedenie
10° 1071 107 103 10* 10°
Hustota McFarland 5,3 0,7 0,4 0,3 0,3 0,2
Pocet buniek 1,59E+09 | 2,10E+08 | 1,20E+08 | 9,00E+07 | 9,00E+07 | 6,00E+07

Podl'a klesajucej hustoty a teda aj klesajuceho poctu buniek bolo mozné posudit’, Ze doslo
k spravnemu zriedeniu, ¢o by sa malo prejavit aj pri kultivacii jednotlivych riedeni. Jednotlivé
riedenia zaoCkované na LA su zobrazené na obrazku 8.7, 8.8 a 8.9. Z fotografii bolo usudené,
ze kultara je vhodne zriedena a teda na LA médiu je zreteIne vidiet’ klesajuce mnozstvo buniek
V jednotlivych riedeniach. Vd’aka tomuto faktu sa LA médium javi ako vhodné na d’alSie
ockovania a je na ilom mozné pozorovat’ vi¢sie zmeny.
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Obrazok 8.7 Petriho misky zaoc¢kované kultirou E coli CCM 3459 riedenia 10° (spodné misky) a 10
(vrchné misky) na LA médiu

Obrdazok 8.8 Petriho misky zaoc¢kované kultirou E coli CCM 3459 riedenia 10?2 (spodné misky) a 107
(vrchné misky) na LA médiu
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Obrazok 8.9 Petriho misky zaockované kultiirou E coli CCM 3459 riedenia 10 (spodné misky) a 107
(vrchné misky) na LA médiu

8.3. Stanovenie baktericidneho t¢inku pomocou odoberania alikvotov

Za ucelom overenia antimikrobidlneho U¢inku nanocastic bol okrem vyssie uvedenych
technik pouzita aj metoda prevzata z prace Anastasiia B. Shatan [9]. V tejto metdode bol zvoleny
postup spomenuty v kapitole 5.9. Oproti pévodnému textu boli uskutocnené drobné upravy.
Jednou z spominanych uprav je, ze v naSom pripade doslo k vynechaniu resuspendacie kulttry
v PBS. V povodnom ¢lanku [9] tiez pracuju s baktériami Staphylococcus aureus a Escherichia
coli, avSak z dovodu patogenity druhu Staphylococcus aureus u nas nebolo mozné uskuto¢nit’
tento experiment s tymto MO.

Vd'aka postupnému odoberaniu alikvotov z Petriho misiek v zavislosti na ¢ase bolo mozné
stanovit’ baktericidny uc¢inok, ktory by sa prejavil znizenim poctu kolonii na tuhych LA
platniach. Zvysujicou sa koncentraciou nanocastic s obsahom Ag v kultirach by teda mnozstvo
buniek malo klesat’. Petriho misky boli zoradené podla stiipajucich koncentracii.

V prvom pripade kedy doslo k odberu hned’ po aplikacii nanocastic do Petriho misiek
a ich premiesani mozno vidiet’, Ze pri pouziti koncentracie 50 pg/ml je narast kolonie vacsi. Pri
prvych dvoch koncentraciach (12,5 pg/ml a 25 pg/ml) mozno pozorovat’ rast pomerne malého
poctu kolonii. Tento jav je sposobeny zriedenim kulttry a tiez nedoslo ku kultivacii na trepacke
ako Vv nasledujucich pripadoch. Z obrazku 8.10 bolo usudené, Zze nedoslo k Ziadnej inhibicii
rastu.
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Obrazok 8.10 Petriho misky zaockované kultiirou E coli CCM 3459 po kultivacii suspenzie v case t=0.
Horné misky odpovedajii riedeniu 10° so stupajiicou koncentrdaciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml
z lava do prava a spodné misky odpovedajii riedeniu 107 so stupajiicou koncentraciou nanocastic od
12,5 do 50 ug/ml 7 lava do prava

V druhom pripade, kedy sa alikvot odobral po 30 minttach inkubdacie na trepacke pri
teplote 37 °C bol sledovany uz pomerne velky nérast kolonii na LA platniach pri zriedeni 10,
Pri koncentracii 12,5 pg/ml nanocastic nebol pozorovany Ziaden baktericidny u¢inok. Avsak pri
aplikacii nanocastic s vy$simi koncentraciami doSlo k zna¢ne menSiemu narastu V porovnani
s koncentréaciou 12,5 pg/ml. Tieto vysledky st zndzornené na obrazku 8.11.

Obrazok 8.11 Petriho misky po kultivicii suspenzie buniek E coli CCM 3459 v c¢ase t=30. Horné misky
odpovedaji: riedeniu 10° so stupajiicou koncentrdciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml 7 lava do prava
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a spodné misky odpovedajii riedeniu 10* so stupajiicou koncentraciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml
z lava do prava

Pri odbere kultiry po 60 a 90 minutach bolo mozne pozorovat’ stale vel'ky narast kolonii
pri koncentracii 12,5 pg/ml nanocastic, ¢o je spdsobené rychlou kultivaciou kultary pri teplote
37 °C. Pri aplikécii nanocastic s vy$§imi koncentraciami bolo zaznamenané zniZovanie poctu
kolonii pri odbere alikvotu v 60 minute a aj pri odbere kultiry v 90 mintte (Obrazok 8.12 a
8.13). Preto bolo postdené, ze prave v koncentraciach 25 pg/ml a 50 ug/ml by sa mohlo jednat’
0 dokaz baktericidneho i¢inku, no len v pripade ak je kultiira zriedena na 10*. Ak sa jednalo
0 povodntl nezriedent kulturu tak ta ani v jednom z nasich pripadoch nejavila Ziaden naznak
inhibicie rastu.

Obrazok 8.12 Petriho misky po kultivacii suspenzie buniek E coli CCM 3459 v case t=60. Horné misky

odpovedaji riedeniu 10° so stupajiicou koncentrdaciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml z lava do prava

a spodné misky odpovedajii riedeniu 10* so stupajiicou koncentraciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml
z lava do prava

49



Obradzok 8.13 Petriho misky po kultivicii suspenzie buniek E coli CCM 3459 v case t=90. Horné misky

odpovedaji riedeniu 10° so stipajiicou koncentrdciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml z lava do prava

a spodné misky odpovedajii riedeniu 10* so stupajiicou koncentraciou nanocastic od 12,5 do 50 ug/ml
Z lava do prava

Podobne ako v publikovanom ¢lanku Ing. Anastasiia B. Shatan [9] aj my sme pomocou
Petriho misiek zaockovanych kulturou E coli CCM 3459 dokazali zaznamenat’ postupné zmeny
rastu pri réznych koncentraciach nanocastic s obsahom Ag Vv zavislosti odberu alikvotov.
Vd’aka tomu bolo mozné pozorovat’ lepSiu zmenu rastu kolonii kmenia E coli CCM 3459 a teda
ich Zivotaschopnost’. Za najvhodnejsi priklad bola zvolena najvyssia koncentracia nanocastic,
ktora ¢inila 50 pg/ml. Z obrazku 8.14 je viditelné, ze v pritomnosti nanocastic o koncentracii
50 pg/ml nedoslo k ziadnemu vyraznejSiemu poklesu poctu bakteridlnych buniek v zavislosti
na case. Podobny jav bol pozorovany aj pri pouziti nizSich koncentracii nanocastic.
Z predoslych fotografii uvedenych vyssie je vSak zrejmé, ze pri pouziti 50 ug/ml nanocastic sa
rast baktérii v 60 a 90 mintte znizil. Prave preto bolo posudené, Ze inhibiciu rastu baktérii
ovplyviiuje riedenie ateda mnozstvo buniek, ktoré kultira obsahuje ako aj koncentracia
nanocastic s obsahom striebra. Pre d’alSie testovanie bola teda zvolena vysSia koncentracia
nanocastic a iné riedenie kultury, ktoré je blizSie spominané v kapitole 8.4.
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Obrdazok 8.14 Rast buniek E coli CCM 3459 v zavislosti na case pri koncentracii nanocastic s obsahom
Ag 50 ug/ml a riedeni 107*. Misky sii oznacené od 1-4. C.1 = 0 min, ¢.2 = 30 min, &3 = 60 min, .4 =
90 min

8.4.Testovanie antimikrobialnej aktivity nanocastic pri koinkubacii
modelovych mikroorganizmov

Na tato metdédu bol zvoleny postup uvedeny v kapitole 5.10. Cast’ postupu bola opit
prevzata z ¢lanku od Anastasiia B. Shatan [9]. Aj v tomto pripade do$lo k mens$im zmenam.
Nasimi MO, s ktorymi bola dand metoda skiimana boli Escherichia coli CCM 3459 a
Staphylococcus epidermis CCM 2124. Staphylococcus aureus bol vyradeny znaSej prace
z dovodu patogenity. Dalsou zmenou v nasom postupe bolo vynechanie resuspendéacie kultar
v PBS. Vd’aka tejto metdde bolo mozné uréit’ bakterialny rast a zivotaschopnost’ buniek. Pridali
sme desiatkové riedenie, ¢im bolo mozné lepSie pozorovat dopad nanocastic na bakterialne
kultary.

PodstatnejSou zmenou oproti kapitole 8.3 je pouzitie vyssej koncentracie nanocastic, ktora
¢inila 500 pg/ml. Kultira zaockovand v LA médiu nebola zriedena na 1-10” CFU/ml ale na
1-10° CFU/mI, ¢o malo zabranit' nadmernému rastu bakterialnych buniek. TieZ tu nedochadzalo
k odoberaniu alikvotov a kultira spolo¢ne sa nanocasticami bola kultivovana na trepacke pri
teplote 37 °C po dobu 24 hodin.

Na Petriho misky obsahujiice LA boli aplikované kultary pri zriedeniach 10° a 10,
V pripade E coli CCM 3459 pri riedeni 10°bolo mozné pozorovat’ bezny povlak po celej ploche
misky, avSak pri riedeni 10 doslo k narastu vel’kého mnozstva drobnych kolénii (Obrazok
8.15). Podla obrazku 8.16 mozno posudit, Ze mnozstvo buniek oproti pévodnej zriedenej
kultare obsahujucej 1-10° CFU/mI stiipol, o je sposobené 24 hodinovou kultivaciou. Kultura
vSak pri tejto kultivacii obsahovala castice. Vdaka tomuto javu moézeme povedat, ze
zivotaschopnost’ buniek E coli CCM 3459 ovplyvnena nebola.
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Obrazok 8.15 Petriho misky zaockované kulturou E coli ~ Obrazok 8.16 Porovnanie pévodnej zriedenej kultury E
CCM 3459 riedenia 10° (horné misky) a 10** (spodné coli CCM 3459, CFU 1.10° (spodnd miska) a kultiry E
misky) na LA coli CCM 3459 o riedeni 10°* (horné misky)

V pripade aplikacii Staphylococcus epidermis CCM 2124 bol zaznamenany rovnaky vysledok
ako uE coli CCM 3459 (Obrazok 8.17). Po 24 hodinach kultivacie spolo¢ne s Casticami
0 koncentracii 500 pg/ml nedoslo k naruSeniu zivotaschopnosti buniek, ateda baktericidny
ucinok nebol dokazany ani v tomto pripade. Pri pouziti kultury o pociato¢nej koncentracii
buniek, tj. riedenie 10° sa na agarovych platniach prejavil narast povlaku po celom obsahu LA
platne. Pri riedeni 10 bol zaznamenany narast vel’kého mnozstva malych kolénii. Vysledok so
stafylokokom sa v porovnani s ¢lankom [9] 1i8i, ¢o mdze byt spdsobené jednak pouzitim inej
bakterialnej kultary, kedy jej reakcia na Castice mohla byt diametralne odli$na alebo je to
dosledok testovanych nanocastic s obsahom Ag.
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Obrdazok 8.17 Petriho misky zaockované kultirou Staphylococcus epidermis CCM 2124 riedenia 10°
(horné misky) a 10 (spodné misky) na LA médiu v pritomnosti nanocastic s obsahom Ag
0 koncentracii 500 ug/ml

9. OVERENIE BIOKOMPATIBILITY NANOCASTIC

Biokompatibilita nanocastic s obsahom striebra bola stanovena pomocou metddy
polymerazovej retazovej reakcie v realnom case (QPCR), teda na zaklade vplyvu pritomnosti
nanocastic v PCR zmesi na amplifikaciu DNA o znamej pociato¢nej koncentracii [34]. Cielom
zvoleného postupu bolo urcit, ¢i sa superparamagnetické Castice, s ktorymi sa pracovalo po cely
cas bakalarskej prace javia ako biokompatibilné.

Pri tejto metdde bol zvoleny postup z kapitoly 5.11, kedy sa pracovalo s primery
Specifickymi pre doménu Bakzéria. Pri merani boli zhotovené aj negativne kontroly, vd’aka
¢omu bolo mozné vylucit’ pripadni kontaminaciu jednotlivych komponentov PCR. Naopak
sada vzorkov obsahujucich bakterialnu DNA bez pritomnosti nanocastic sluzila ako kalibracna
krivka, teda ako vychodzi Standard pre porovnanie vplyvu pritomnosti nanocastic na
amplifikaciu rovnakej DNA. Nosi¢om boli v naSom pripade pdvodné nanocastice o koncentracii
4 mg/ml. Bakterialna DNA, ktora sa pridavala k pripravenému master mixu sa pohybovala
v rozmedzi koncentracii 100 ng/ul az 10 pg/ul (desiatkové riedenie).
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Obrazok 9.1 Kvantifikacia PCR domény Baktéria

Na obrazku 9.1 st zndzornene amplifika¢né krivky produktu PCR v pritomnosti testovaného
mnozstva nanocastic o koncentracii 4 mg/ml vPCR zmesi. Negativnou kontrolou bolo
potvrdené, Ze komponenty pouzité v tomto merani nejavia zndmky kontaminacie. Sucasne je
preukazané, ze testované nanocastice ovplyviiuji fluorescenciu zhéasania v zavislosti od
pouzitého objemu atym koncentraciu v PCR zmesi. Pri aplikacii uZ len 0,5 pl nosi¢a o
pociatocnej koncentracii 4 mg/ml fluorescencia vyrazne klesa.

Vysledky amplifikaénych kriviek, teda zavislosti hodnoty fluorescencie na cyklu PCR
potvrdzuju aj vysledky analyzy kriviek topenia, teda produktov PCR znazornenych na obrazku
9.2 a zobrazenie porovnania hodnoty fluorescencie v ramci jednotlivych vzorkov vidiet na
obrazku 9.3.
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Obrazok 9.2 Analyza kriviek topenia produktov PCR Specifickych pre doménu Baktéria
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Obrazok 9.3 vypoveda o tom, ze pri objeme 2,5 ul a 5 pl nosica je fluorescencia nizsia ako
U negativnych kontrol a teda sa javi prakticky ako nulova. Tento jav moze mat’ viacero dévodov,
no jeden z nich moéze byt prave obsah Ag v nanocCasticiach, aj ked’ nemozno vylacit ani vplyv
inych latok, ktoré mézu byt’ z testovanych ¢astic uvolnované. Vysledky graficky zaznamenané
na vyssie uvedenych krivkach potvrdzuju aj hodnoty charakterizujtice kalibra¢nu krivku qPCR.
Tabulované hodnoty kalibra¢nej krivky vhodné pre vyhodnotenie kvantifikacie v ramci qPCR,
ktoré ju charakterizuju v idedlnom pripade st podla idajov z literatiry R? <0,985, M =-3,9 az
-3,0, Efficiency 80 — 110% (Tabul'ka 9.1) [35]. Vramci nasho merania qPCR hodnoty
charakterizujuce kalibracnu krivku odpovedajt iba v pripade 0 objemu nanocastic v PCR zmesi
(Obrazok 9.4). Uz v pritomnosti 0,5 pl nanocastic o vychodzej koncentracii 4mg/ml sit hodnoty
charakterizujiice kalibracnu krivku, teda u¢innost’ amplifikdcie, mimo pozadovany rozsah
hodnét. Na lepsie posudenie vysledkov bola zhotovena aj tabul’ka 9.2, kde pri objemoch 2,5 ul
a5,0 pl neboli namerané ziadne hodnoty v ddésledku velkej inhibicie rastu, ateda hodnoty
siahali pod medzu detekcie.

Tabulka 9.1 Tabulované hodnoty kalibracnej krivky v gPCR [35]
R? M Ef
Optimalne hodnoty | <0,985 |-3,9az-3,0| 80-110%

Tabulka 9.2 Namerané hodnoty

R? M Ef
0,0 ul 0,98662 -2,954 118%
0,5 ul 0,91918 -1,011 876%
1,0 pl 0,8428 -3,214 105%

2,5 ul - - -
5,0 ul - - -
P ! I Cycling &.Green (Page 1):
B T R RCTTIIIEs R=0,99329
, X Re2=0 96662
e T o e N=-2,954
s B=25,506
! ! Efficiency=1,18
2 Tk 24
'_ 1
022' _____________________ IL ______________________________________________________________________________________
21..-....-....-....-....} ........................................................................................
0 S SR
19 e T
T U B e
10 10 10
Concentration

Obrazok 9.4 Kalibracna krivka pri aplikacii 0 ul nosica
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Na zaver teda moézeme povedat’, ze pritomnost’ nanocastic aj V nizkej koncentracii v PCR zmesi
silne ovplyvnuje amplifikaciu pritomnej DNA. Testované nanocastice teda nemozno povazovat
za biokompatibilné a to aj cez to, Ze na zéklade prezentovanych vysledkov nemozno presne
uréit’ dovod tejto inhibicie DNA amplifikacie, teda presnejSie ¢i je jej dovodom prave
pritomnost’ Ag v testovanych nanocasticiach, alebo je dovodom pritomnost’ inej latky.
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ZAVER

V experimentalnej Casti bol skimany bakteriocidny ti€inok superparamagnetickych nanocastic
S obsahom Ag na vybrané baktérie. Bakteriocidny u¢inok zmienenych nanocastic bol Studovany
za pouzitia baktérie E coli, ako naj¢astejSie pouzivaného modelového mikroorganizmu, avSak
ku kultivaciam doslo aj pri inych bakterialnych kultirach ako boli Serratia marcescens, Kocuria
rosea, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis a Staphylococcus epidermis.
Tymto sa otestovalo, ¢i nemaju Castice rozdielny dopad na gramnegativne a grampozitivne
baktérie v dosledku rozdielneho zlozenia ich bunkovej steny. Na konci prace bolo pomocou
DNA domény Baktéria uskutoénené qPCR, vd’aka comu bolo mozné ur€it’, ¢i sa nanocastice
javia ako biokompatibilné.

Pri aplikacii nanocastic 0 povodnej koncentracii ku kulturam v réznych objemoch nebola
sledovana Ziadna inhibicia rastu, ¢i ovplyvnenie zivotaschopnosti buniek. V pripade kedy doslo
k premytiu nanocastic a nasledne ich zriedeniu sa pozadovany G¢inok tieZ nedostavil, a teda ani
takto upravené Castice nejavili znamky bakteriocidneho tcinku.

Pri praci s ¢asticami, ktoré mali vyrazne upravené koncentracie (napr. 12,5 pg/ml pripade
az 50 pg/ml) akultrami, ktoré boli niekolkondsobne zriedené na pozadované CFU bol
vysledok mierne iny. Bolo moZzné pozorovat’, Ze inhibiciu rastu ovplyviluje mnoZzstvo buniek,
ktoré bakterialna kultura, konkrétne sa jednalo o Escherichia coli CCM 3459, obsahuje ako aj
koncentracia nanocastic s obsahom striebra. Pri pouziti koncentracie 500 pg/ml nanocastic sa
pouzil okrem E coli CCM 3459 aj Staphylococcus epidermis CCM 2124, pri ktorych sa
opdtovne inhibi¢ny jav nedostavil.

V pripade qPCR bolo urcené, Ze castice sa nejavia ako biokompatibilné v dosledku
viditeI'ného zhasania fluorescencie s narastajucim objemom pouzitého nosi¢a. Je v§ak otazkou
¢i je tento efekt dosledkom pritomnosti prave Ag alebo dosledkom inych zlucenin, ktoré mézu
byt’ sti¢ast’ou roztoku testovanych nanocastic.

Moézeme povedat’, ze koneénym vysledkom predlozenej prace je, ze Castice 0 pdvodnej
koncentracii nevykazuju bakteriocidny ucinok. AvSak v pripade zniZenia ich koncentracie

Vv kombinacii s nizSou koncentraciou buniek testovanych MO bol detekovany slaby
bakteriocidny efekt. Mozno teda pre d’alSiu pracu odporucdit’ tento smer prace.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AgNP — nanocastice striebra

CCM — Ceska zbierka mikroorganizmov (Czech Collection of Microorganisms)
CFU — jednotka tvoriaca kolonie (Colony Forming Units)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E coli — Escherichia coli

G- — gramnegativne baktérie

G+ — grampozitivne baktérie

LA — Luria agar

LB — Luria bujon

MO — mikroorganizmus

MPA — masopeptonovy agar

MPB — masopeptonovy bujon

MRI — nukle4arna magneticka rezonancia

OD - opticka hustota

PBS - Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate-buffered saline )
PCR — polymerazova retazova reakcia

SEM — rastrovacia elektronova mikroskopia

SPIO — superparamagnetické nanocastice oxidu Zeleza

TEM - transmisna elektronova mikroskopia

USPIO — ultramalé superparamagnetické oxidy zeleza
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