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1. Uvod

V minulém stoleti doslo k vyznamnému rozvoji nanotechnologii v oblastech chemie,
fyziky a mediciny, a to zejména diky svym unikdtnim vlastnostem. Stfedem zdjmu jsou
zejména kovové nanocastice uslechtilych kovi, respektive nanocéstice stiibra. A to nejen
diky snadné ptiprave a Sirokému uplatnéni, ale také kvili antibakteridlnim G¢inkim pfti velmi
nizkych koncentraci. Nanocastice stfibra nasly uplatnéni nejen jako substrat pro povrchem
zesilenou Ramanovu spektroskopii, pfimés do elektronickych soucastek, ale zejména
v mediciné a farmacii jako naptiklad zdravotnické pomucky, baktericidni povrchy
chirurgickych nastroju, sterilni obvazy ¢i kryti ran, antibakterialni ponozky a;.

Stiibro a jeho slou€eniny jsou pouzivané pro své antibakteridlni vlastnosti uz od
sttedoveku. Piedev§im byly pouzivané stiibrné nadoby na vodu k zabranéni Sifeni infekct,
pozdéji se ze stiibra vyrab€li nadoby na potraviny, pohary, pfibory a misy. V Americe byly
vkladany predméty ze stiibra do vody ¢i do mléka pro uchovani Cerstvosti. V kovové formée je
stiibro Spatné biologicky rozlozitelné, a proto dochéazelo k vyskytu otrav ze stfibra tzv.
argyrii. Na zacatku 20. stoleti, kdy Alexander Fleming objevil penicilin, dochazi
k nahrazovani stiibra antibiotiky, ktera byly hojné vyuzivana az do konce 20. stoleti, kdy
doslo k vyraznému vzristu bakteridlni rezistence. Pfi hledani jinych moznosti 1é¢by infekei a
prekonani bakterialni rezistence se velmi Casto objevuje kombinace dvou antimikrobialnich
latek napf. antibiotik a nanocastic stiibra. Pfi téchto kombinacich dochazi k zesileni ucinku
antibiotika a v n¢kterych pfipadech az k obnoveni G¢innosti diive rezistentniho antibiotika.

Cilem této diplomové prace je studium spoleéného efektu nanocastic stiibra
s vybranymi antibiotiky vici rezistentnim bakteriim. Z rezistentnich bakterialnich kment byly
vybrany Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter kobei a knim
odpovidajici antibiotika. Testované nanocastice stiibra Sriznou velikosti Castic byly
pfipravené redukci diaminstiibrného komplexu maltosou a tetrahydridoboritanem sodnym,
dale byl testovany nanokompozit kyanografenu s obsahem nanocastic sttibra (G_CN/AgNP’s)
a pro porovndni i roztok dusi¢nanu stiibrného. K testovani antibakteridlni aktivity byla

pouzita standardni mikrodiluéni metoda za pouziti Miieller-Hintonova bujonu.



2. Teoreticka cast

2.1 Disperzni soustavy a jejich déleni

Disperzni soustavou rozumime takovou soustavu, kterd je tvoiena disperzni fazi
(dispersum) a disperznim prosttedim (dispergens), kdy disperzni faze je rovnomérné
rozptylena v disperznim prostiedi. V piipadé, kdy je disperzni soustava tvofena dvéma
slozkami o stejné fazi, jde o soustavu homogenni (napt. vzduch). Soustava heterogenni je
disperzni soustava, tvofend dvéma fazemi (napf. olej a voda). Céastice této soustavy mizeme
pozorovat elektronovym &i optickym mikroskopem v zavislosti na velikosti ¢astic.

Disperzni soustavy miizeme taktéz délit dle velikosti Castic, tvaru ¢i skupenstvi
disperzni fazi a disperzniho prostfedi. Podle velikosti ¢astic neboli podle stupné disperzity,
délime disperzni soustavy do tfech skupin. Skupinu s nejmensimi ¢asticemi (do 1 nm)
oznacujeme jako analyticky disperzni soustavy. Jednd se o roztoky nizkomolekularnich latek,
kdy disperzni ¢astice je velikostné srovnatelnd s disperznim prostfedim. Systémy s ¢asticemi
vétSimi jak 1 pm jsou oznaCovany jako hrub€ disperzni soustavy. Ty lze déale délit na
makrodisperzni a mikrodisperzni. Mezi témito dvéma soustavami se nachazi koloidné
disperzni systémy jejichZ velikostni hranice se uddva od 1 nm do 1 pm.?3

Jednim z dalSich déleni soustav je déleni na monodisperzni a polydisperzni systémy.
Soustava, kterd obsahuje disperzni ¢astice pouze o jedné velikosti, se nazyva monodisperzni
neboli uniformni. Naopak v polydisperzni soustavé nachazime ¢astice o riznych velikostech a

pro charakterizaci této soustavy je nutno pouzit distribuéni funkci vyjadienou distribucni

k¥ivkou. 3

2.2 Koloidné disperzni soustavy a jejich vlastnosti

Koloidni soustavy vynikaji pfedev§im diky svym unikatnim fyzik4ln¢ chemickym
vlastnostem. Tyto vlastnosti jsou zptsobené piedevSim zvétSujicim se fazovym rozhranim
mezi disperzni fazi a disperznim prosttedim V porovnani s mnozstvim rozptylené faze.

NejzajimavejSimi vlastnosti koloidnich soustav jsou vlastnosti kinetické, optické a elektrickeé.
1



2.2.1 Kinetické vlastnosti

Vlivem tepelného pohybu dochazi k narazim koloidnich castic do molekul
disperzniho prostiedi. Tento pohyb je nazyvan Brownovym pohybem podle R. Browna. Jeho
intenzita zavisi predevSim na teploté a na velikosti pohybujicich se Céstic. Se vzristajici
teplotou a zmenSovanim ¢astic, roste intenzita Brownova pohybu. Tento pohyb se projevuje
jako difuze, pti plisobeni gravitace nebo odstfedivého pole jako sedimentace a také je pti¢inou
membranovych jevi napf. osmoézy. >°

V disledku pohybu c¢astic dochazi mezi soustavami s rozdilnymi koncentracemi
(koncentraéni gradient) k samovolnému vyrovnavani koncentraci, k difazi. Difaze probiha
vzdy ze soustavy s vys$i koncentraci do soustavy s koncentraci nizsi do té¢ doby, nez se
ustanovi rovnovaha. Zakladnim zakonem popisujici priichod hmoty ve sméru proudéni diftize

je 1. Ficklv zakon.
dn dc

a” P W

Pticemz S je plocha kolmé ke sméru difuze, D je difuzni koeficient, dc/dx udava

koncentraéni gradient a dn/dt latkové mnozstvi prostupujici latky.!?

Pro difuzni koeficient disperznich ¢astic odvodil A. Einstein vztah D = k]'f—T , kde
i

difuzni koeficient je pfimo umérny teploté a nepiimo umérny koeficientu t¥eni, kg je zde
Boltzmanovou konstantou.’

V piedchozim piipadé se ptedpokladalo, Ze disperzni systém neni ovliviiovan zadnym
silovym polem. V ptipadé pulsobeni gravitatniho pole na koloidni soustavu dojde
k usmérnénému pohybu castic, k sedimentaci, kterda mize vést az k iplnému usazeni Castic
nebo pouze k rovnovaznému rozdéleni dle velikosti. Rovnovazna rychlost sedimentace pod

vlivem gravita¢niho pole se vypocita dle vzorce:

2r:(p — po)g
’v =
9n

kde r je polomér Castic, p je jejich hustota Castic, po je hustota disperzniho prostiedi, g je

(2)

gravitaéni zrychleni a 1) je viskozita.
V situaci, kdy jsou dva rizné koncentrované systémy od sebe oddélené

polopropustnou membranou, je dovolen priichod pouze molekuldm z disperzniho prostiedi.
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Takovému jevu se fikd osmdza. Nastava tok rozpoustédla ze systému o mensi koncentraci do
syst¢ému o koncentraci vyssi diky osmotickému tlaku. Zavislost osmotického tlaku na
koncentraci popisuje van't Hoffova rovnice:

m = cRT (3)
kdy ¢ udédva molarni koncentraci latky, R univerzdlni plynovou konstantu a T

termodynamickou teplotu.?

2.2.2 Optické vlastnosti

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou zavislé na velikosti ¢astic pfitomnych
Vv soustaveé. Dopadem elektromagnetického zareni na koloidni soustavu mize dojit ke dvéma
moznym interakcim, a to bud’ k pravé absorpci nebo k rozptylu zéteni. Podle charakteru
disperzni soustavy pak jedna z interakci prevlada, u analyticky disperznich soustav se jedna o
absorpci, zatimco u koloidnich a hrubych disperzi prevazuje rozptyl.!

Absorpci rozumime pohlceni energetického kvanta zafeni a naslednym ptechodem
molekul na vyssi energetické hladiny pfi ¢emZ dochéazi ke zvySeni vnitini energie molekul,
ktera je preménéna na teplo. Absorpci zafeni se zabyval P. Bouguer, pozdé¢ji pak J. H.
Lambert a A. Beer, ktefi odvodili zakon popisujici absorpci zareni latkou A zvany Lambert-

Beeruv zakon. *

A= —logIL = —logT = ecd (4)
0

Pficemz | je intenzita pros§lého zafeni latkou, lo je intenzita dopadajiciho zafeni na latku, T je
transmitance, ¢ je molarni absorp¢ni koeficient, ¢ je koncentrace latky a d je tloustka vrstvy,
kterou paprsek prochazi.

Pti rozptylu zafeni dochéazi k vyzareni pohlceného energetického kvanta vSemi sméry
beze zmény vinové délky. Jedna se o slozity jev zahrnujici odraz, lom, ohyb a interferenci.
Pozorujeme ho tehdy, kdy dispergované €éstice maji odlisSnou hodnotu indexu lomu oproti
dispergovanému prostiedi.’® Prvnim pozorovatelem byl fyzik J. Tyndall a po ném
pojmenovany Tyndalltv jev. Jednd se o opticky efekt, kdy pfi priichodu uzkého svételného
paprsku koloidnim systémem, dochézi k rozptylu paprsku na koloidnich ¢asticich za tvorby
svételného kuzele.*

Prvni klasickou teorii rozptylu formuloval v 19. stoleti J. W. Rayleigh. Pfi vyzatfovani

pohlcené svételné energie Castici do vSech stran beze zmén vinové délky, zavisi intenzita

11



rozptylen¢ho svétla na vinové délce |, elektrickych vlastnostech rozptylené Castice (udavana

jako polarizovatelnost o), na pozorovaci vzdalenosti r a na permitivité vakua &;.%’

I 16m* a \2
(E)V T <_ 4-11'80) ®)

JedineCnou optickou vlastnosti koloidnich soustav je existence povrchového
plasmonu, diky némuz jsou nanocastice kovu intenzivné zbarvené. Po dopadu
elektromagnetického zatreni dochazi k oscilaci vodivostnich elektronii, které se pohybuji se
stejnou fazi, jako ma budouci vina. V ptipad¢ rezonance frekvence elektromagnetického pole

s pohybem elektronti dochdzi k silné absorpci zateni. ’

2.2.3 Elektrické vlastnosti

Na povrchu koloidnich ¢éstic je pfitomny elektricky ndboj, ktery zasadné ovliviiuje
stabilitu koloidu a tim i koagulaci Céstic. Tento néboj vznika rtiznymi zpasoby, napf.
ustanovovanim rovnovahy pii pfechodu iontu z jedné faze do druhé, ionizaci molekul latky
v pevné fazi, adsorpci jednoho druhu iontu aj. Diky pfitomnosti elektrického naboje na
povrchu se vytvaii okolo castice elektrické pole. Tim pddem dochdzi k nahromadéni Castic
opacného naboje v blizkosti pole. Tomuto utvaru, sklddajici se ze dvou opacné nabitych
vrstev, se fiké elektrickd dvojvrstva. Mezi povrchem nabité Castice a ¢asticemi disperzniho
prostiedi dochdzi k rozdilu elektrickych potenciali. Tento rozdil se nazyva elektrokineticky
potencidl neboli zeta potencial , a je zodpoveédny za interakci s vnéjSim elektrickym polem.
Viechny jevy podléhajici této interakci, 1ze nazvat elektrokinetické jevy. >0

Modelem elektrické dvojvrstvy se jako prvni zabyval H. Helmholtz, ktery ji popisuje
jako deskovy kondenzator. Podle Helmholtzovy teorie je jedna deska kondenzatoru spojena
s tuhou latkou na povrchu a druhd, opacné nabitd, je umisténa v blizkosti v kapaliné.
Zasadnim nedostatkem této teorie patii skuteCnost, Ze tloustka dvojvrstvy je pfili§ malad a
model je nehybny. Dalsi teorii, ktera byla vyznamnym pokrokem je Goiiyho-Chapmanova
teorie elektrické dvojvrstvy s difuzni vrstvou iontl. Tato teorie odstrafiovala nedostatky
ptedchozi, ale vytvaii nové. Na ionty tvofici dvojvrstvu bylo pohlizeno pouze jako na bodové
naboje. Tento nedostatek odstranil Stern, ktery zkonstruoval novy model elektrické
dvojvrstvy.’

Sterntiv model (obr. 1) vymezuje v elektrické dvojvrstvé dvé zakladni Casti a bere

v uvahu neelektronové interakce mezi ionty a povrchem pevné faze. Prvni ¢ast vrstvy blizsi

12



povrchu pevné faze je téz nazyvand Sternova-Helmholtzova vrstva a prevladaji zde adsorpcni
sily a ionty jsou pfitahovany k povrchu. Druhou ¢asti vrstvy je Goiiyho-Chapmanova difazni
vrstva, kterd je od povrchu dal, ionty jsou zde pfitahovany elektrostatickymi silami a kde

adsorpéni sily lze zanedbat. Tyto dvé vrstvy jsou oddéleny pohybovym rozhranim. %1%

Sternova vrstva pohybové rozhrani

elektrokineticky
potencial

vnitini vrstva difazni vrstva

Obr. 1. Sterntiv model usporadani elektrické dvojvrstvy s vyzna¢enym pritbéhem zeta
potencialu®

Mezi elektrokinetické jevy lze =zaradit elektroforézu, elektroosmoézu, potencial
proudéni a sedimentacni potencidl. Pomoci téchto jevi mulzeme wurcit hodnotu
elektrochemického potencidlu. Elektroforéza je jevem, kdy dochazi k pohybu castic
Vv staciondrnim elektrolytu pomoci elektrického proudu bud’ k zaporné nebo ke kladné
elektrodé v zavislosti na znaménku néboje c¢astic. V piipadé, kdy je disperzni prostiedi
nepohyblivé, napt. kapilara, dochazi ke vzniku napéti a do pohybu se da kapalné faze, roztok
elektrolytu. Sedimenta¢ni potencial sledujeme tehdy, kdy dochazi k usazovani koloidnich
¢astic a vznika rozdil elektrického napéti mezi elektrodami. V ptipadé€ pouziti mechanické sily
na roztok elektrolytu v kapilafe dochazi k ustaveni elektrochemickych potencialii na obou

stranach kapilary. V takovém ptipadé jde o potencial proudéni. "
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2.3 Stabilita koloidnich ¢astic

Stabilitou se rozumi schopnost piekonavat dé&je, které zpusobuji zménu v jejich
struktufe, rozdéleni Castic apod. Vzhledem Kk velkému piebytku povrchové energii, kterou
koloidni soustava oplyva, Se soustava nachazi v tzv. metastabilni formé. Pfi snaze dostat se do
stavu s nizsi energii, musi byt ptekonana urcitd energeticka bariéra, kterd zabrafnuje spojovani
¢astic ve vetsi celky. Energii, ktera je potfebna pro pickonani této bariéry, oznacujeme jako
aktivacni energii. Energeticka bariéra je u koloidnich soustav natolik mala, ze sta¢i 1 mala
energie, ktera zptisobi agregaci ¢stic. 1112

Vysledkem linearni kombinace pfitazlivych a odpudivych sil pusobicich mezi
koloidnimi ¢ésticemi v disperzni soustave je tzv. kiivka interakéni energie (obr 2.). Hlavnimi
¢astmi na kiivce je primarni maximum energie P, primarni minimum energie M1 a sekundarni
minimum energie Ma. V prvnim minimu energie M1 jsou koloidni ¢astice spojovany vlivem
silnych pfitazlivych sil, agreguji a nelze je prevést zpét za vzniku pevnych koagulati. V
ptipadé primarniho maxima P na pfimce, jsou od sebe koloidni Castice vzdaleny natolik, ze
odpudivée sily pfevazuji nad pfitazlivymi a celd soustava je stabilni. Tato energie odpovida
hodnoté energetické bariéry. Se zvétSovanim vzdalenosti koloidnich ¢astic klesa interakéni
energie, kvili snizovani ptitazlivych a odpudivych sil. V sekundarnim minimu energie Mo,
dochézi spojovanim castic, flokulaci, ke vzniku flokulatd. Ty jsou navzajem spojeny slabymi

interakcemi, a proto je mozné oddglit a prevést zpét na samostatné &astice. >

Obr. 2. K¥ivka interaké¢ni energie (3) v zavislosti na rostouci vzdalenosti ¢astic H. (1) - kiivka
odpudivych sil, (2) — kFivka p¥itazlivych sil.!
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Pro udrzeni stability, je mozné lyofobni koloidni systém stabilizovat. Jednou
z moznosti je bud’ stéricka stabilizace anebo elektrostaticka stabilizace (obr.3). Principem
stérické stabilizace je tvorba adsorpéni ochranné vrstvy na koloidni ¢astici pomoci lyofilniho
koloidu. Tato vrstva je dostate¢né silné, ktera zabrafuje agregaci Castic, aniz by ovliviiovala
povrchovy néboj Castice. Stabilizovat je mozné pomoci polymeri nebo povrchové aktivnich
latek. Jako polymer se pouziva polyakrylamid, polyakrylovad kyselina ¢i polystyrén.
Vyhodami sterické stabilizace je srovnatelnd ucinnost pii vodném ¢i nevodném prostiedi a pii
malém nebo velkém obsahu pevnych latek.!1

Elektrostaticka stabilizace koloidni soustavy spoc¢iva ve stabilizaci pomoci elektrické
dvojvrstvy. Pfi priblizovani koloidnich ¢astic stejného naboje dochéazi ke zméné hustoty
naboju iontti na povrchu ¢astic. Diky odpudivym sildm mezi ¢asticemi, nedochazi k agregaci
a systém se stava stabilni. Faktory, které ovliviiuji stabilizaci, jsou koncentrace teplota a
piidavek elektrolytu. V neposledni fad¢ i hodnota pH, kdy se snizujici hodnotou je sklon

k agregaci vétsit2141°

Obr. 3. Typy stabilizace koloidniho systému, elektrostaticka stabilizace (vlevo) a stéricka
stabilizace (vpravo)!®

Pro popis koloidnich soustav stabilizovanych elektrostaticky se pouzivda DLVO teorie.
Tato teorie byla vypracovana roku 1940 védci Derjaginem a Landauem a nezavisle na nich
pak Verweyem a Overbeekem. Jak uz bylo popsano, koloidni soustava je vlivem odpudivych
sil v rovnovaze. Tuto rovnovahu mizeme piidavkem elektrolytu zrusit a koloidni soustavu
tim destabilizovat. Teorie bere v uvahu jak odpudivé, tak i pfitazlivé sily mezi Casticemi.

Ptidavkem elektrolytu dochéazi ke stlaceni elektrické dvojvrstvy a také ke snizeni hodnoty
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povrchového néaboje. Dochdzi k ptiblizovani castic a nasledné koagulaci. Elektricka
dvojvrstva zde tvoii urcitou energetickou bariéru, kterou musi elektrolyt prekonat, aby doslo
ke koagulaci astic. Musi byt prekroéen tzv. koagulaéni prah y [mol-dm™], ktery je zavisly na
koncentraci elektrolytu.>'’ Tato koncentrace elektrolytu je velmi nizka, coZ je typické pro
koloidni soustavy. Kriticka koagula¢ni koncentrace je koncentrace elektrolytu, kterd je

dostateéna pro koagulaci koloidnich ¢4stic a zavisi na néboji proti-iontu.®

2.4 Nanocéastice stribra

Nanocastice stiibra (AgNP’s) patii diky svym unikdtnim vlastnostem mezi
napiiklad biologické, optické, katalytické, elektrické a mnohé dalsi jsou spojeny s jejich
malym rozmérem 10° m az 10° m. Nejcasté&jsi uplatnéni si nasly v dnesni dobé v katalyze,
Vv povrchem zesilené Ramanové spektroskopii, a predevSim pro svou antibakterialni aktivitu

v biologickych aplikacich.!®

2.4.1 Syntéza nanocastic stribra

Castice koloidnich soustav miizeme syntetizovat pomoci dvou znamych metod. Méné
vyuzivanou metodou je metoda dispergacni, kdy pomoci mechanickych nebo fyzikalné-
chemickych procest dochazi ke zmensovani ¢astic. Jedinou prakticky pouzivanou metodou je
dispergace Vv elektrickym oblouku nebo laserova ablace, diky niz lze pfipravit velmi Cisté
nanocastice. Vyhodou je skutecnost, ze pomoci danych metod lze pfipravit koloidy bez
piitomnosti chemickych latek.2%2!

Nanocastice stiibra se tudiZz nejCastéji pripravuji pomoci kondenza¢nich metod.
Nejbeznéjsim postupem je chemicka redukce stiibrné soli, kterd je rozpustna a vytvari
zarodek nové pevné faze, organickym ¢i anorganickym redukénim cinidlem. Tato faze déle
muze rust a vznikaji tak stabilni ¢astice. Tyto metody jsou rychlé na pfipravu, levné, a navic
umoziiuji ovlivnit koneéné vlastnosti ¢astic, jako je tvar a velikost.??

Jednou z nejbéznéjsich priprav nanocastic stiibra je metoda, kterou se zabyvali
Creighton, Albrecht a Blatchfort. Roztok AgNOs redukovali pomoci silného redukovadla
tetrahydridoboritanu sodného (NaBHis) ve vodném prostiedi za vzniku stabilni disperze
s malymi ¢asticemi (5-20 nm). Tyto Castice bohuzel nejsou vhodné pro pouziti v medicing,

kvuli naadsorbovani boratového iontu, ktery zpusobuje denaturaci cytochromu P450, na
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povrch castice. Dale jsou mozné redukce hydrazinem, vodikem ¢i hydroxylaminem, které
jsou ale méné &asto vyuzivané.??

Pti organické redukci byva nejCastéji pouzivan citrat sodny, diky mirnéjSimu
citrdtovému aniontu. Postu pfipravy byl navrzeny chemiky Leeem a Meiselem a byva Casto
vyuzivan s experimentech povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. Touto metodou lze
pripravit nanoééstice o velikosti 60-80 nm.

Avsak jednou z nejvyznamnéjSich a nejjednodusSich metod pro vyrobu nanocastic
sttibra je Tollensova syntéza. Proces je zaloZen na nanaSeni tenkych vrstvicek stiibra na
povrchy materidlt, kdy velikost naneseného stfibra je pfitomna Viadech mikrometri.
Modifikaci Tollensova procesu lze ziskat podstatné mensi Castice stfibra. Podstata spociva ve
snizeni koncentrace reagujicich latek a také piidavku stabilizatori. Dochazi k redukci
stiibrnych ionti obsazenych v komplexu [Ag(NHz3)2]" v amoniakalnim prostfedi pomoci i
slabych redukovadel, jako jsou cukry. V zavislosti na koncentraci reakénich slozek, zvoleném
redukovadle a pH Ize formovat &astice o velikosti v rozmezi 25-400 nm.?224

Alternativnimi metodami pfipravy nanocastic stiibra jsou biosyntetické metody
oznacované jako ,.green synthesis“, které vyuzivaji latky netoxické a Setrné pro zivotni
prostfedi. Jako ptiklad lze uvést redukci AgNOsz pomoci houbovych a bakteridlnich

mikroorganismi nebo fas.?

2.4.2 Charakteristika a aplikace nanoé¢astic stiibra

Nanocastice stiibra jsou pii interakci s elektromagnetickym zafenim spojeny
s povrchovou plasmonovou rezonanci (obr. 4). Pii excitaci stiibrné nanocastice
Vv elektromagnetickém poli specifickou vinovou délkou, osciluji vodivé elektrony na povrchu
Castice a tim dochdzi k soucCasné absorpci tohoto zafeni. Tato oscilace se oznaCuje jako
rezonance povrchovych plasmont (SPR — surface plasmon resonance) a diky tomuto jevu
jsou soly kovovych nanocéstic zbarveny. Pifi zméné plasmonu dochazi ke zméné
Vv absorpénim pasu a naopak. Zmeény se projevi bud’ ve zméné¢ §itky pasu anebo v jeho posunu
Kk vétsim nebo mensim vinovym délkam, ktery se u klasickych nanocastic pohybuje v rozmezi

400-530 nm.8
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Elektrické pole

Elektronovy oblak

Obr 4.: Povrchova plasmonova resonance volnych elektronii na povrchu nanoéastic stiibra®

Nejhlavnéj$Simi  technikami, kterymi milzeme pfipravené nanocCéstice stiibra
charakterizovat, jak z hlediska jejich velikosti, tvaru ¢i velikostni distribuce ¢astic, jsou UV-
Vis spektroskopie, kdy dochazi k pozorovani interakci molekul se zafenim za soucasné
absorpce v ultrafialové a viditelné oblasti svétla®, metoda dynamického rozptylu svétla (DLS),
kterd nam poskytuje informace o velikosti Gastic a jejich zeta potencialu?’ nebo snimky
z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM), které ndm davaji obraz o mikrostrukture

nanoéastice fadové od mikrometrti po atomové rozliseni?® (obr. 5).
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Obr. 5: (a) velikostni rozdéleni ziskané z DLS méfeni, (b) snimek z TEM mikroskopu, (c)
absorpéni spektrum nanodastic stéibra o priiméru 26 nm?
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Co se tyce aplika¢nich moznosti, nanocastic stfibra si nasly své uplatnéni v mnoha
technologiich, diky svym unikdtnim fyzikdlné-chemickym vlastnostem., nejcastéji
v elektronice, chemické katalyze, optickych a medicinskych aplikaci. V katalyze se
nanocastice stfibra uplatiiuji coby katalyzatory chemické reakce diky jejich velkému povrchu.
V optice jsou nejéasteji pouzivany pii detekei nizkych koncentraci v roztoku pomoci metody
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS). Principem metody je adsorpce molekul
analyzované latky na povrch nanocéstice stfibra a néasledné zesileni signalu dochazi pomoci
dvou mechanismil. K zesileni oproti klasickému signalu moze dojit az o 107 krat.?2?®
V medicin€é jsou popularni diky svym biologickym vlastnostem jako jsou jejich
antibakterialni, antifungicidni a antivirotick¢ vlastnosti. Predev§im jejich antibakterialni

vlastnosti se staly fenoménem dnesni doby, diky neustale se zvysujici bakterialni rezistenci.?*

2.4.3 Biologicka aktivita nanoc¢astic stfibra

Téma antibakterialni aktivity nanocastic stiibra se v odborné literatufe zacalo
objevovat az ke konci 20. stol. Od roku 2006 zajem o toho téma rychle rostl a v letech 2011-
2013 dosahl poctu 1742 vydanych védeckych publikaci na téma antibakteridlni aktivita
nanocastic stiibra. Tento fakt je dikazem obrovského z4jmu o dané téma a jeho
nezanedbatelny vyznam v sou¢asné védé.®

Nanocastice jsou povazovany za latky s vysokym antibakterialnim ucinkem., ktery
zavisi na jejich tvaru a velikosti. Bylo prokazano, ze se zmenSujici velikosti nanocéstic
stiibra, roste velikost antibakteridlniho efektu. NanocCéstice stiibra, pfipraveny
modifikovanym Tollensovym procesem za pouziti maltosy jako redukéni latky, o velikosti 25
nm vykazovaly nizké hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) oproti
nanoé&asticim o velikosti 50 nm. Tyto koncentrace byly v rozmezi 1,69-13,5 mg/l.>* Pti
porovnani antibakterialni aktivity nanocéstic stiibra o velikosti 8 nm a 28 nm, leps$i vysledky
vykazovali ¢astice o velikosti 8 nm, diky snadnéjSimu priniku mezi pory bunééné membrany
a vytvaii reaktivnich kyslikovych radikali (ROS).3! V dalsi studii velikostni zavislosti byly
testovany nanocastice stfibra v rozmezi velikosti 1-100 nm. Nejuc¢inngj$i proti Gram-
negativnim bakteriim byly &astice v rozmezi 1-10 nm.3? Pfi studiu antibakterialni aktivity
v zavislosti na morfologii, byly testovany kulovité, tyCinkovité nanocastice stiibra a ve tvaru
trojuhelnikovych desti¢ek. Nejlepsi vysledky vykazovali trojuhelnikové destiCky oproti

bakterii E. coli.®®
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S pouzitim nanocastic stfibra jako samostatného antimikrobidlniho c¢inidla se da
predpokladat toxicky ucinek pfi pouziti terapeutickych davek v fadech mg/l. Pti spojeni dvou
antimikrobialnich latek, v tomto piipadé¢ nanocastic stiibra a antibiotik, se d& ocekavat
synergicky ucinek. Testovani antibakterialni aktivity probihd nejcastéji pomoci dvou metod,
difuzni a diluéni. Diluéni metoda méti velikost inhibi¢ni zony antibakteridlni latky kolem
disku nebo jamky, kdy velikost inhibi¢ni zony rozhoduje o rezistenci ¢i citlivosti bakterie.
Dilu¢nimi metodami se urcuji minimalni koncentrace danych latek, tudiz koncentrace latek,
pii kterych dana bakterie piestava rast. Pti studiu kombinace antibiotik a nanocastic stiibra je
nejcastéji vyuzivana diskova difuzni anebo dilu¢ni checkerboard metoda. Pomoci diluéni
metody je prvni antibakteridlni latka davkovana o riiznych koncentracich na mikrotitracni
desticku ve svislém sméru a druhd antibakteridlni latka o riiznych koncentracich ve sméru
vodorovném. Dostaneme tim Sachovnici s kombinacemi riznych koncentraci. Hodnocena je
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) obou antibakterialnich latek samostatné i ve vzajemné

kombinaci, ze kterych je nasledné vypocitana frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC) dle vzorce:

FIC = MIC Av kombinacis B N MIC B v kombinacis A
a MIC létiva A MIC létiva B

(6)

kde A 1 B jsou antibakteridlni latky. Podle hodnot frak¢ni inhibi¢ni koncentrace délime
spole¢ny ucinek antimikrobialnich latek do ctyfech skupin, na G€inek synergicky (FIC < 0,5),
aditivni (0,5 < FIC < 1), indiferentni (1 < FIC < 2) a antagonisticky (FIC > 2).34%

Synergicky ucinek kombinace se projevuje jak u Gram-negativnich tak 1 Gram-
pozitivnich bakterii. Silny a nespecificky synergicky ucinek byl pozorovan u nanocastic
stiibra pfipravené pomoci modifikovaného Tollensova procesu o velikosti 28 nm,
stabilizované pomoci Zelatiny, bez ohledu na chemickou strukturu a mechanismus plisobeni
antibiotika.®® V jinych p¥ipadech byl spole¢ny t¢inek nano¢astic stiibra a antibiotik zesilen
tak, az hodnoty MIC klesly na 10*své piivodni hodnoty, a dokonce doslo k obnové citlivosti
rezistentniho kmene k neuc¢innému antibiotiku. Pfikladem obnoveni citlivosti je bakteridlni
kmen Escherichia coli, u kterého byla prokazana rezistence vici antibiotiku ampicilin i ve
vysokych testovanych koncentracich. Pti pouziti kombinace nanocastic stiibra s ampicilinem
dochézi znovu k obnoveni citlivosti na tuto bakterii.*’

Nanocastice stiibra dale vykazuji i antifungalni a antiviralni aktivitu. Antifungalni
aktivita nanocastic stiibra byla zkoumana vici plisni Candida spp, ktera zpisobuje

kvasinkové infekce. V posledni dobé dochazi ke vzniku rezistence nékterych hub na
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antifungalni pftipravky, napiiklad u rodu Candida vznika rezistence na nejbéznéjsi
antimykotikum flukonazol. Pfi pouziti nanocastic stfibra o velikosti 25 nm stabilizované
dodecylsulfatem sodnym (SDS) dochazi k inhibici plisné jiz pii koncentraci 0,05 mg/1.%
Antivirdlni aktivita nanocastic stiibra byla jako prvni potvrzena pfi testovani in vitro
na viru HIV-1. Zjistilo se, Ze nanocastice stiibra o velikosti v rozmezi 1-10 nm reaguji s virem
HIV-1 pomoci zbytkli glykoproteinti a inhibuji tim vazbu viru na hostitelskou buiiku.®® Déle
byla zkoumana aktivita vici nejrozSifenéjSimu viru hepatitidé B. Nanocastice stfibra o
velikosti v rozmezi 10-50 nm s nejvétsi pravdépodobnosti zastavuji virovou transkripci RNA

pfimou vazbou na virus.*°

2.4.4 Cytotoxicita nanocastic stiibra

V poslednich 10 letech je vénovéna velkéd pozornost studiu toxicity nanocastic stfibra.
Nanocastice stiibra lze z chemického hlediska zatadit mezi kovovy material a nepiedpoklada
se, ze budou vykazovat stejnou toxicitu tak jako samostatné stfibro nebo jako rozpustné
slou€eniny sttibra. Nanostiibro vykazuje specifické ucinky predevsim biologické v porovnani
s makroskopickymi latkami diky své obrovské plose povrchu. Cytotoxicita nanocastic stiibra
byla pozorovana u eukaryotickych bunék pii testovani in vitro pii produkci reaktivnich
kyslikovych radikald, poSkozovani biologickych struktur (DNA) nebo pfi naruSovani bunécné
membrény. 3
na laboratornich zvifatech, kterymi byvaji nejéastéji krysy, mySi a potkani. Jednou
z dtlezitych kritérii pro hodnoceni toxicity je zplisob podani samotnych nanocastic stfibra, a
to bud peroralné, intraven6zn€ nebo peritonedlné. Pfi perordlnim uZiti nanocastic stfibra
dochazi k akutni toxické otravé az v fadové tisicovkach mg/kg hmotnosti potkana. Dilezitou
roli zde hraje 1 davky, kterym byly potkani vystaveny. Ani pfi koncentraci 2000 mg/l
nanocastic stiibra, nebyl pozorovan akutni toxicky ucinek. Vylu€ovani nanocastic stiibra
dochdzi nejcastéji pomoci gastrointestindlniho traktu, moci nebo vlasi, v mensi mife se

ukladaji v organech jako jsou jatra, ledviny a tenké stfevo. 4

2.5 Rezistence bakterii vaci antibiotikiim

Od objeveni penicilinu (20. stol.) a vyvojem dalSich antibiotik se staly antibiotika

jedinym léCivem proti infekénim chorobam az do dnesni doby. Tato dlouhd doba uzivani, a
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predevsim pak nadbyteéné a neuvazené podavani piedevsim Sirokospektralnich antibiotik
vedlo ke vzniku rezistence na dana antibiotika, pficemz n¢které se staly az multirezistentnimi.
Typickym piikladem jsou napf. methicilin Staphylococcus aureus (MRSA) nebo vankomycin
rezistentni Enterococcus faecium (VRE) a v neposledni fadé ESBL Escherichia coli. Nartst
rezistentnich bakterii je jednim z nejdiskutovanéjSich témat mediciny, a proto dochazi
K vyvoji novych antimikrobialnich latek nebo v lepS§im piipadé k obnoveni ucinku
antibiotika.3042

Bakterialni rezistence se d€li podle zpusobu vzniku na piirozenou a ziskanou.
Ptirozenou neboli primarni rezistenci maji ty bakterie, které nemaji cilovou strukturu dané¢ho
antibiotika, pfikladem mtizou byt enterobakterie, které jsou pfirozené rezistentni k penicilinu.
Ziskana ¢ili sekundarni rezistence bakterie vznika jako nasledkem evoluce bakterialniho
genomu, ¢imz se diive citliva bakterie stava rezistentni na dané antibiotikiim. Biochemické
mechanismy, které zptsobuji rezistenci bakterii lze rozdé€lit do nékolika skupin: tvorba
enzymu, ktery zabrafiuje priniku antibiotiku do buiky, inaktivuje ho nebo ni¢i, zménou
cilové struktury, zména propustnosti cytoplazmatické membrany aj (obr. 6).434

Antibiotika patfi mezi pfirozené latky, které jsou produkovany mikroorganismy. Lze
je tidit podle chemické struktury nebo zptsobu ucinku na bakterie, ktery neni jednotny u
vSech antibiotik, diky jejich chemické odliSnosti. Vyznaénymi vlastnostmi antibiotik je
specifita, diky niz si antibiotikum vybira specifickd mista v bunce a selektivita, ¢imz se
rozumi G¢inek antibiotika na ur¢ité druhy patogenti bez poskozeni jedince. Podle mechanismu
uc¢inku délime antibiotika do Ctyfech skupin na antibiotika ovliviiujici bunéénou sténu,
proteosyntézu, syntézu nukleonovych kyselin nebo cytoplazmatickou membranu.*+*°

Antibiotika, ktera ovlivituji buné¢nou sténu, obsahuji beta-laktamovy kruh. Jedna se o
beta-laktamova antibiotika, mezi které patii napf. penicilin ¢&i ceftazidim. V kontaktu
S bakteridlni bunikou se vazi na proteiny bunécné stény, diky nimz probihd syntéza
peptidoglykanu, dulezitého k tvorbé bunécné stény. V piipadé vzniku rezistence bakterie
produkuji enzym beta-laktamazy, ktery hydrolyzuje a tim zneSkodnuje antibiotikum, méni se
vazebné misto nebo dochazi ke snizeni propustnosti membrany bakterie. 464

Dalsi skupinou antibiotik jsou Sirokospektralni aminoglykosidova antibiotika
inhibujici proteosyntézu na ribozomu (translace mRNA do polypeptidového fetézce), na
kterych probihd syntéza bilkovin Zivotné dilezitych pro bunku. Ptikladem této skupiny
antibiotik je tetracyklin ¢i gentamycin. Mechanismus rezistence je nejcastéji zpusoben

tvorbou modifikovanych enzymi, které pozméni strukturu antibiotika a tim ztraci sviij ucinek.

Dal§imi moznymi mechanismy je modifikace ribozomi a zména vazbového mista #
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Mezi antibiotika poskozujici cytoplazmatickou membranu patii polymyxiny (kolistin),
které jsou pouzivany proti Gram-negativnim bakteriim. Funkce cytoplazmaticka membrany
spoc¢iva v selektivnim transportu latek do bunky a z buniky ven, tvorbou bunécné stény a
replikaci DNA. Mechanismus plisobeni antibiotik spociva v prichodu bunécéné stény, rozbiti
cytoplazmatické membrany a nislednym unikanim cytoplazmy.*°

Poslednim mechanismem ucinku jsou antibiotika, které ovliviiuji syntézu nukleovych
kyselin v riznych fazich jejich stavby. Piikladem této skupiny jsou chinolony, mezi které
patii napft. ciprofloxacin. Napadaji enzymy, které jsou zodpoveédné za replikaci DNA bakterie.
Pti rezistenci bakterie, dochdzi k mutaci téchto enzymi a tim se antibiotikum stava

neuc¢inné.>®
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bakterialni eflux

Obr. 6: Schéma s priklady mechanismi rezistence bakterialni buiiky na antibiotika®

r 3 r

2.6 Rezistence bakterii vii¢i nanocasticim stiibra

Nanocastice stiibra jsou diky svym antibakterialnim vlastnostem, nizkou toxicitou a
schopnosti poméhat v boji proti bakteridlni rezistenci stale vice pouzivané v oblasti mediciny
a zdaji se byt idedlnim nahradnikem antibiotik ¢i pouze jejich dopliikem diky synergickému
efektu. AvSak otdzkou je, zda si bakterie dokéazi taktéZ vybudovat rezistenci vuci
nanocasticim stiibra, stejné jak si vybudovali k antibiotikiim.

Bakterialni rezistence byla testovana predevSim u iontového stfibra. Mechanismem

dané rezistence byva nejcCastéji bakteridlni eflux iontl stfibra z buiikky ven nebo snizeni
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permeability membrany. Prvni piipad rezistence bakterie viici stiibru byl pozorovan v roce
1960 na popaleniné oSetfenou dusicnanem stiibrnym. Bakterie, u kterych byla prokézana
rezistence na iontové stiibro jsou E. coli, Enterobacter cloacae, K. pneumoniae aj.>

V pfirodé bézné se vyskytujici mikroorganismy vykazuji rezistenci na nanocastice a
tézké kovy, coz je spojeno s Castym uzivanim antibiotik. Takovym ptikladem bakterie mize
byt P. aureginosa, ktera zptisobuje infekce vV nemocniénim zafizeni (nozokomiélni infekce).>?

Ve studiu Panacek a kol. z roku 2018 byly testované nanocastice stiibra pfipravené
pomoci modifikovaného Tollensova procesu, jejichZ minimalni inhibi¢ni koncentrace byla
vrozmezi 1,69 — 13,5 mg/l. Pro testovani rezistence byly vybrany tyto Gram-negativni
bakterie: Escherichia coli 013, Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM
3955. Po nasledné kultivaci bakterie v kultivaénim médiu s nanocasticemi stiibra, byla znovu
sledovana minimalni inhibi¢ni koncentrace. Prvni bakterii, kterd si vytvofila rezistenci byla
Escherichia coli CCM 3954 u které byla zjisténa zvySena hodnota MIC 108 mg/l oproti
puvodnimu 3,38 mg/l. Zbylé dv¢ bakterie si taktéz vybudovali rezistenci. Hodnoty MIC u
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byly 54 mg/l oproti 1,69 mg/l a u kmene Escherichia
coli 013 108 mg/l oproti 13,5 mg/l. VSechny testované bakterialni kmeny si postupem casu
vytvofili rezistenci vi¢i nanocasticim stfibra. Tato rezistence se projevovala agregaci

nanocastic, zménou zbarveni, a nakonec tvorbou SedoCerné srazeniny na dné desticky

(obr. 7).

Obr. 7: Fotografie mikrotitra¢ni desticky znazoriiujici nanodastice stfibra s rezistentnim
kmenem Escherichia coli CCM 3954 ihned po kultivaci (vlevo) a po 24 hodinach (vpravo)>

24



2.7 Mechanismus u¢inku nanoc¢astic stribra

I pfes vysoky zdjem o nanocastice stfibra vV dnesni dobé€, neni mechanismus pasobeni
nanocastic stiibra na bakterie zcela prozkoumany. Neni pfesn¢ znamo, jestli nanocastice
stfibra ptisobi toxicky na buiiky diky vlastni nanoc¢astici nebo vznikajicimi stiibrnymi ionty.
Hlavni vyhodou nanocastic stfibra je vicetroviiovy uc¢inek na bakterie oproti antibiotikiim,
které plisobi specificky.”

Studie zroku 2007 uvadi, ze stiibrny kationt Ag® je pfi¢inou antibakterialnich
vlastnosti nanocastic stfibra. Podstatou je elektrostatick¢ pfitahovani kladn€ nabitého
stifbrného iontu se zaporné nabitou bun&nou sténou bakterie.®® Jina studie z roku 2004 se
zabyva vznikem jam v bunééné sténé v kterych dochazi k hromadéni nanocastice stiibra

snizujici jeji permeabilitu a tim dochazi ke smrti bakterie.>’

S cytoplazmatickou membranou, kterd je odpovédna za dychani bakterie a s intracelularnimi
proteiny s obsahem siry a DNA. Pfi této interakci dochazi ke tvorbé reaktivnich kyslikovych
radikald (ROS) a potladeni ucinku proteind, které hraji dulezitou roli v metabolickych
procesech. Nanocastice stiibra zde blokuji pienos elektronit mezi enzymy dychaciho fetézce,
tim je zastaven bunéény metabolismus a buiika postupné umira. Schopnost proniknout do
cytoplazmatické membrany je typicka pro mensi nanocastice s primérnou velikosti 30 nm a
kladnym nébojem zeta potencialu. 248

Porovnanim Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii co se tyce vétsi odolnosti
viuc¢i nanoCasticim stfibra, jsou odolnéj$i Gram-pozitivni bakterie. Diivodem je stavba i
tloustka bunééné stény a piitomnost extracelularnich polymert.>®

Ve studii Mirzajani a kol. z roku 2011 se zaméfili na tvorbu jamek v bunééné sténé u
Gram-pozitivni bakterie Staphylococcus aureus PTCC1431. Po kultivaci této bakterie bez
nanocastic stiibra, a naopak s nimi, dochazi ke tvorbé jamek a kousky bunécné stény jsou
uvoliovany do kultiva¢niho média v podobé peptidoglykanti a muramové kyseliny (obr. 8).

Praveé pfitomnost této kyseliny byla dikazem interakce nanocastic stfibra s bunéénou sténou

bakterie.®°
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Obrazek 8: TEM snimky bunék Staphylococcus aureus po kultivaci bez nano¢astic stfibra
(vlevo) a s nano&asticemi stfibra (vpravo)®

2.8 Prehled testovanych antibiotik

2.8.1 Gentamicin

Gentamicin (GEN) patfi mezi aminoglykosidicka antibiotika, jedny z nejstarSich a
stale hojné uzivanych antibiotik. Samotny gentamicin byl izolovan v 60. letech minulého
stoleti z Micromonospora purpurea. Aminoglykosidy maji tzké spektrum ucinnosti a
vyznacuji se rychlym baktericidnim u¢inkem na enterobakterie, stafylokoky a pseudomonady.
Pti kombinaci s jinymi antibiotiky (napf. peniciliny nebo glykopeptidy) dochazi k roz§iteni
jejich spektra u¢innosti. ®* Chemicka struktura aminoglykosidii je slozena z jednoho nebo vice
aminocukrd , které jsou aminoglykosidickymi vazbami napojeny na aminocyklitové jadro
(obr. 9).

Hlavni mechanismus ucinku gentamicinu spo¢iva v inhibici proteosyntézy.
Gentamicin pronika do nitra buriky bakterie a navaze se na 30S podjednotku ribozomu, kde
interferuje s vazbou formyl-methionyl-tRNA. Jakmile dojde Kk napojeni gentamicinu na
rRNA, nedochazi k prodlouzeni polypeptidického fetézce a tim vznikaji nezadouci bakterialni

proteiny. Inhibice ptisobi na zacatku proteosyntézy a timto zpusobem je zabranéno vzniku
..... 61
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Jednim z nejznaméjSich mechanismli rezistence u aminoglykosidi spociva v tvorbé
enzymu, které¢ jsou schopny inaktivace antibiotika. Tyto enzymy pozméiuji aminové ¢i
hydroxylové skupiny aminoglykosidu. Vysledkem je zablokovani interakce antibiotika
s cilovou molekulou bakteridlniho ribozomu. Dalsi mechanismus rezistence spociva
V propustnosti vn¢jSi membrany. Antibiotikum je G¢inné v pfipadé, kdy se do nitra bunky
dostane v takové koncentraci, aby bylo schopno utlumit funkce cilovych molekul. Ve vné&jsi
membrané¢ gramnegativnich bakterii jsou pfitomny proteinové kanalky (poriny), jimiz
prochazi ¢astice dovnitt buiiky. Mutacemi téchto kanalk, vSak dochazi ke zméné transportu a
tim 1 zabranéni priniku antibiotika do buiky. Dalsi mozZnost rezistence spociva v mutaci
ribozomové bilkoviny, kterda méa za nasledek snizeni vazby antibiotika na 30S podjednotku

ribozomu.5?
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Obrazek 9: Chemicka struktura gentamicinu®?

2.8.2 Ceftazidim

Ceftazidim (CTZ) zastupce cefalosporind fadime mezi beta-laktamova antibiotika, pro
které je charakteristicky betalaktamovy kruh, ktery se sklada ze tfi atoma uhliku a
jednoho atomu dusiku. V piipadé cefalosporinii je k betalaktamovému kruhu piipojen

Sesti¢lenny dihydrothiazinovy cyklus s obsahem siry (obr. 10).

ocr
o]
T =N
@“ftﬂi D
5
H Nr;\k..“w
U-'—’N
HDDE+

Obrazek 10: Chemicka struktura ceftazidimu®

27



Mechanismus plsobeni spoc¢iva ve vazbé na enzymy, které jsou potiebné ke tvorbé
peptidoglykanu, jednou ze zakladnich slozek v bunééné sténé. Dochazi k tvorbé glycinovych
a peptidovych mastka spojujicich N-acetylglukosaamin a kyselinu N-acetylmuramovou taktéz
zvané PBP (proteiny vazajici penicilin). Pfi vazb¢ ceftazidimu na PBP se zastavi tvorba
peptidoglykanové vrstvy, uvolnuji se autolytické enzymy, které zptisobuji rozvolnéni bunééné
stény. Vysledkem je bunééna smrt. %

Nejcastéjsim mechanismem rezistence, ktery vede k inhibici G¢inku beta-laktamovych
antibiotik spociva v produkci enzymu zvané beta-laktamazy, které hydrolyzuji beta-
laktamovy kruh antibiotik. Prvni beta-laktamaza TEM-1 byla izolovana v 60. letech minulého
stoleti z E. Coli. V soucasné dobé je znamo vice nez 340 riznych typu téchto enzymu
produkovanych jak gramnegativnimi, tak 1 grampozitivnimi bakteriemi. Geny schopné
kédovat beta-laktamazy se nachdzi na chromozomu bakterie. Enzymy mohou byt
produkovany dvéma riznymi zpusoby, a to bud’ nezavisle na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
antibiotika, anebo v ptipad¢, Ze se v blizkosti buriky nachazi beta-laktamové antibiotikum.
K piekonani aktivity enzymd (TEM-1 a SHV-1) bylo vyvinuto spoustu beta-laktamovych
antibiotik, jednim z nich byl i ceftazidim, ktery byl v pribéhu 80. let hojné¢ uzivan. Velmi
rychle se zde taktéz objevila rezistence na tzv. Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL), které
jsou schopné hydrolyzovat i tato antibiotika.®®

2.8.3 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin  (CIP) fadime mezi chinolonova antibiotika, respektive
fluorochinolonova antibiotika (obr. 11), ktera se vyznauji zajimavym mechanismem
pusobeni na molekulu DNA a Sirokym spektrem w¢innosti. Fluorochinolony inhibuji
bakteridlni enzymy potiebné pro syntézu DNA (topoizomeraza, DNA-gyrdza) a zamezuji tim
dalsi replikaci bakterialni DNA. Antibiotikum interaguje s komplexem vytvofenym mezi
jednim z enzymii a molekulou DNA. Tato interakce vede ke zmé&nam v konformaci a inhibici
normalni aktivity enzymi.®®

Rezistence na fluorochinolony je zpiisobena chromozomalnimi mutacemi u obou
enzymui. Mutaci v genu gyrA, ktery je kodovan DNA gyrdzou, dochéazi ke snizeni afinity
antibiotika na pozmeénény komplex gyraza-DNA. Mutace topoizomerazy IV probiha

nejéastéji u grampozitivnich bakterii.®®
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OH

Obrazek 11: Chemicka struktura ciprofloxacinu®®

2.8.4 Kolistin

Kolistin (taktéz nazyvany polymyxin E, COL) patii mezi cyklickd polypeptidova
antibiotika, kterd fadime do skupiny polymyxinti. Znamé jsou téz polymyxiny A, B, C, D.
Strukturné jsou polymyxiny podobné kationickym antimikrobidlnim peptidiim, které se
skladaji z cyklického peptidu s postrannimi fetézci na N-konci acylovanou skupinou
mastnych kyselin (obr. 12). Kolistin je viceslozkové antibiotikum, skladajici se z chemicky

podobnych molekul - kolistinu A a B, které se 1isi v acylové skupiné na N-konci.®’

HoN
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Obrazek 12: Chemicka struktura polymyxinu E®’

Spektrum ucinnosti kolistinu je docela uzké, vyznacuje se piedevsim v baktericidni
ucinnosti proti gramnegativnim aerobnim tyckam (napi. E. Coli, Klebsiella spp., Enterobacter
spp.). Neucinné je oproti vSem gramnegativnim koklim, grampozitivnim bakteriim a

anaerobnim bakteriim.®’
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Mechanismus  ptsobeni  kolistinu  neni  doposud  zcela  objasnény.
Nejpravdépodobnéjsim mechanismem uc¢inku je bunééna sténa bakterie, kde mezi kladné
nabitymi molekulami kolistinu a zdporn€ nabitého lipidu A v bakteridlni membran¢é dochazi
vlivem elektrostatické interakce k vytlaceni kationtt z lipidu. Dochazi tim k destabilizaci
lipopolysacharidu (LPS), zvySeni propustnosti bakteridlni membrany, kterou unika
intraceluldrni obsah z bufiky ven a nastdva tim smrt bakterie.®® Alternativnim mechanismem
je schopnost kolistinu zprostfedkovat kontakt mezi vnitini a vné&jsi vrstvou periplazmatické
membrany. VnéjSi membranu piekova vlivem pusobeni elektrostatickych sil a nasledné
dochazi k vymén¢ fosfolipidii mezi vnitini a vnéj§i membranou. Tim dochézi ke strukturnim
zménadm a posléze k lyze buinky. Dal§imi moznostmi mechanismu je schopnost kolistinu
vyvolat lyzu buniky. Dochézi ke tvorbé volnych kyslikovych radikali (ROS), které zpiisobuji
oxidativni stres bakterie a tim jsou poskozeny lipidy, DNA a proteiny.®°

Mechanismus rezistence se déli na rezistenci pfirozenou ¢i rezistenci ziskanou. U
veétsiny rezistentnich bakterii mechanismus rezistence spoc¢iva v modifikaci lipidu A
lipopolysacharidu (LPS) ve vnéj8i membrané gramnegativnich bakterii. DalSi casté
mechanismy mohou byt efluxni pumpy, poriny nebo v neddvné dob& nové popsany
mechanismus zprosttedkovany plazmidy. Tento zplsob rezistence byl objeven nedavno roku
2015 v Cing a vyvolava znepokojeni, co se ty¢e uziti kolistinu, jako posledni volby.
Mechanismus rezistence spoc¢iva ve zméné cilového mista. Dochazi k modifikaci lipidu A
v bunééné membrané navazanim fosfoethanolaminu ¢i 4-amino-4-deoxy-L-arabinosy a tim ke
zvySeni kladného naboje lipopolysacharidu (LPS), ktery je pocatecnim mistem ucinku
kolistinu. Kladn¢ nabité molekuly kolistinu pak kvuli vyrazné nizsi afinit€é nejsou schopny

interagovat s LPS. Dochazi ke snizeni elektrostatické interakce mezi bakterii a kolistinem.®’
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu nanocastic stiibra byly pouzité nasledujici chemikalie: dusi¢nan stfibrny
(Sigma Aldrich), hydroxid sodny (p.a., Lach-Ner s.r.0.), amoniak (p.a., vodny roztok, 28-30
% (v/v), (Sigma Aldrich.), D (+) - maltéza monohydrat (Sigma-Aldrich), tetrahydridoboritan
sodny (Sigma Aldrich.), citronan sodny (Lach-Ner s.r.0 ), destilovana voda.

Pro testovani stability koloidu nanocastic stiéibra, redukovany pomoci maltosy byl
pouzit glukosamin hydrochlorid (Sigma-Aldrich) a O — fosforylethanolamin (Sigma-Aldrich).

Pro testovani antibakteridlni aktivity byla pouZzita antibiotika rozpusténd ve vodé o
koncentraci 10000 mg/l dodana mikrobiologickym ustavem Lékaiské fakulty UP v Olomouci
— kolistin, ceftazidim a gentamicin. Vyjimkou bylo antibiotikum ciprofloxacin, které bylo
dodano o koncentraci 1000 mg/l. Na testy antibakterialni aktivity byl pouzit Miieller-
Hintontiv bujon na jehoZ piipravu o objemu 1 litr je potieba 5 g hovézi extraktu (Difco), 17,5
g kaseinového hydrolyzatu (HIMEDIA) a destilované vody. Nasledné je smés upravena
pomoci NaHCO3 na hodnotu pH 7,2 a sterilizovana v autoklavu po dobu 20 min pfi teploté
121 °C.

Na testy antibakterialni aktivity byly vybrany bakterialni kmeny ze sbirky Ustavu
mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, jmenovité Escherichia
Coli CE 5556 ESBL, Enterobacter Kobei 3683/C/2018 a Pseudomonas Aeruginosa
21425/CCC/2017.

3.2 Experimentalni vybaveni

Na experimentalni pokusy bylo pouzité nasledujici vybaveni: digitalni analytické vahy
(AND HM-120), pH meter (Eutech Instruments pH 700), elektromagneticka michacka
(HEIDOLPH MR), laboratorni susi¢ka (iBiotech), piistroj Zeta Potential Analyzer Zeta Plus
(Brookhaven Instrumentals Corporation, USA) pro méfeni velikosti nanocastic, Specord S
600 (Analytik Jena AG, Némecko) na méteni UV/Vis absorpcnich spekter, ptistroj Zetasizer
Nano ZS (Malvern, UK) pro méteni zeta potencialtl), transmisni elektronovy mikroskop (JEM

2010-Joel) a mikrobiologicky inkubator (Heratherm).
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Obr. 13: Pristroj Zeta Potential Analyzer Zeta Plus pro méreni velikosti &astic (a)’°, pFistroj

Zetasizer pro méfeni zeta potencialu (b)" a spektrofotometr Specord S 600 (c)™

3.3 Syntéza nanocastic stribra

Nanocastice stiibra (AgNP’s) byly pfipraveny pomoci modifikovaného Tollensova
procesu o0 koncentraci stiibra v disperzi 108 mg/l. Principem metody je redukce

diaminstiibrného komplexu [Ag(NH3)2]* v alkalickém prostiedi zvolenou reduk¢éni latkou.
Ag* + 2NH; > [Ag(NH3),]* - Ag’

Do 50 ml kadinky umisténé na elektromagnetické michacce byly za laboratorni teploty
(~25 °C) a stalého michani smichany nasledujici latky: 5 ml roztoku dusi¢nanu stfibrného o
koncentraci 5-1073 mol/l s 1,25 ml roztoku NHs o koncentraci 1072 mol/l. Vznikly
diamminstiibrny komplex je zfedén 12,75 ml destilované vody, aby celkovy objem smési
daval 25 ml. Pro zalkalizovani smési je piidan 1 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,24 mol/l a
poté je diamminstiibrny komplex redukovan piidavkem 5 ml roztoku D-maltosy o

koncentraci 5 - 10~2 moll/l.
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Druhou metodou pfipravy nanocéstic stiibra je ptiprava pomoci redukéniho ¢inidla
tetrahydridoboritanu sodného NaBHs. Prvni kroky pfipravy jsou shodné s pfedchozim
postupem. Za stalého michani na elektromagnetické michacce smichame 5 ml roztoku
dusi¢nanu stiibrného (AgNOs) o koncentraci 5-1073 mol/l a 1,25 ml roztoku NHs o
koncentraci 1072 mol/l. Dale bylo pfidano 13,75 ml destilované vody a 2,5 ml roztoku
dihydratu citratu trisodného (CsHsNasO7 - 2H20) o koncentraci 5-107* mol/l jako
stabilizatoru. Na redukci komplexu bylo pouzito 2,5 ml tetrahydridoboritanu sodného
(NaBHa4) o koncentraci 1073 mol/I.

Vyroba nanokompozitu kyanografenu s pifidavkem nanocastic sttibra (G_CN/AgNP’s)
spocivala v piidavku 2 ml roztoku AgNOs (2,2 -1073mol/l) k5 mg derivatu grafenu o
koncentraci 750 mg/l. Smés byla sonifikovana 10 min a nasledné¢ 20 min michana na
elektromagnetické michaéce. Do smési bylo pfidano 2 ml roztoku amoniaku (3,2 1073
mol/l) a pted pfidanim 4 ml NaBH4 (2,2 - 10~3mol/l) jako redukéniho €inidla, bylo ptidano 2
ml citratu sodného (6,9 - 10~3mol/l) za ukolem stabilizace roztoku. Koncentrace stiibrnych
iontl v takto pfipraveném kyanografenu je 183 mg/I.%

Roztok dusi¢nanu st¥ibrného byl pfipraven o koncentraci 102 mol/l a po dobu testovani

byl uchovavan v temnu, aby bylo zabranéno v redukci stéibrnych iont piisobenim svétla.

3.4 Stanoveni antibakterialni aktivity

Antibakterialni aktivita byla testovana pomoci standardni mikrodilu¢ni metody,
stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) latky, ktera je potfebna k inhibici ristu
bakterie. Testovani probihalo na mikrotitra¢nich destickach, kde dochazi k rozfed’'ovani latky
geometrickou fadou v Miieller-Hintonové bujonu piidavkem 100 um bujonu na koncentrace
v rozmezi 54-0,084 mg/l. Po roziedéni disperze je do jamek o¢kovana ptislusna bakterie, jejiz
hustota odpovidala 10°% CFU/mI (colony forming units — jednotka tvorby kolonie). Nasledng
jsou mikrotitracni desticky inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Na zavér je odeCtem
stanovend hodnota minimalni inhibicni koncentrace.

Pii testovani spolecného antibakteridlniho ucinku byla pouzita tzv. checkerboard
metoda, kdy se na rozfedénou antibakteridlni latku na mikrotitraéni desti¢ce davkuje druha
antibakterialni latka, taktéz rozfedéna geometrickou fadou, v kolmém smeéru. Vznikd tak

Sachovnice s riznymi kombinacemi koncentraci obou testovanych latek (obr. 14). Do jamek
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je poté naockovana piislusna bakterie a po 24 hodinové inkubaci pti 37 °C je vyhodnocovan
rist ¢i inhibice bakterie v jamkach. Na zaklad¢ ziskanych minimdlnich inhibi¢nich
koncentraci pfislusnych jamek je vypoctena frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC) pomoci niz je
rozdélen spolecny efekt piisobeni na ¢tyii skupiny ( FIC < 0,5 byla hodnocena jako synergie
SYN, 0,5 < FIC <1 jako c¢aste¢na synergic PSYN, 1 < FIC < 2 byl hodnoceny jako
indiferentni IND a FIC > 2 jako antagonisticky ANT ucinek).

_ MIC Av kombinacis B N MIC B v kombinacis A
MIC léciva A MIC léciva B

‘ W v _ T
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Obr. 14: Snimek mikrotitra¢ni desti¢ky S vyzna¢enymi minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi
(MIC) testovanych latek a rozhranim rastu bakterie (nahore) a ,,pirepis”” mikrotitracni desticky
do tabulky s vyzna¢enymi koncentracemi testovanych latek a vypoc¢tenymi frakénimi

inhibi¢nimi koncentracemi (FIC) (dole)
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V testech antibakterialni aktivity byly pouzity multirezistentni kmeny Escherichia coli
CE5556 produkujici beta — laktamazu, rezistentni taktéz k aminoglykosidim a chinolontiim,
Enterobacter kobei 3683/C/2018 kolistin rezistentni a panrezistentni kmen Pseudomonas
aeruginosa R 21425/CCC/2017. Na obnoveni u¢innosti byla vybrana tato antibiotika —
gentamicin, ceftazidim a ciprofloxacin pro testovani kmenu Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa a kolistin pro Enterobacter kobei. Na testovani synergického ucinku byly pouzity
nanoCastice stifibra redukované pomoci maltosy, nanocCastice stfibra redukované
tetrahydridoboritanem sodnym, dusi¢nan stiibrny a nanokompozit kyanografenu s obsahem

nanocastic sttibra.

3.5 Priprava vzorkii pro testovani stability koloidu nanocastic
stiibra

Pfi testovani stability koloidu nanocéstic stiibra byly pouzity nanocastice sttibra
pfipravené pomoci modifikovaného Tollensova procesu redukované pomoci maltosy. Do
roztoku nanocéstic stfibra o koncentraci 6 mg/l doplnéné na objem 10 ml vodou anebo MH
bujonem umisténé na elektromagnetické michacce, byla za stalého michani urcovana
koagula¢ni koncentrace zvlast kolistinu, fosfoethanolaminu a glukosaminu. Nasledné byla
ur¢ovana koagulacni koncentrace fosfoethanolaminu a glukosaminu po pfidani do smési
nanocastic stiibra s kolistinem. Po kazdém ptidavku bylo prométeno pH roztoku, spektrum a

zeta potencial.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Charakterizace nanoc¢astic stfibra a nanokompozitu
G_CN/AgNP’s

Koloidni disperze nanocastic stfibra byla pfipravena jak klasickou Tollensovou
metodou pomoci reduk¢ni latky maltosy a druhym zptsobem, kde jako redukéni latka byl
pouzit tetrahydridoboritan sodny (NaBHa) stabilizovany citratem sodnym. Ihned po pfipravé
disperzi byla proméfena velikost Castic a absorpcni spektrum. Primérna velikost nanoc¢astic
ptipravenych redukci pomoci maltosy byla 28 nm a pomoci NaBHs 8 nm. Velikost nanocastic
byla ovéfena 1 pomoci transmisni elektronové mikroskopie (obr. 15). Obé& piipravené
disperze vykazovaly podobnou hodnotu pH=9. Na absorp¢nich spektrech nanocastic stiibra
redukované pomoci maltosy je zachycen charakteristicky pik pfi 410 nm vlnové délky. U
disperze redukované NaBH4 byl pozorovany absorpéni pik posunuty ke kratSim vinovym
délkam okolo hodnoty 390 nm, coZz znaci pfitomnost menSich ¢astic (obr. 16). Tato skute¢nost

byla ovéfena i pomoci snimkil z transmisniho elektronového mikroskopu.
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Obr. 15: TEM snimek nanodéastic stiibra z disperze redukované maltosou o koncentraci 108

mg/1 (vlevo) a redukované pomoci NaBH, o koncentraci 108 mg/l (vpravo)
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Obr. 16: UV-Vis spektrum piipravenych nanocastic stiibra o koncentraci 108 mg/l (a)
redukované pomoci maltosy a (b) redukované pomoci tetrahydridoboritanu sodného

Pouziti reduk¢nich ¢inidel s riznou redukéni silou pfi piipravé nanocastic stiibra hraje
dulezitou roli ve vysledné velikosti nanocastic stéibra. Pti pouziti slabsi redukéni latky
maltosy dochazi k pomalému vzniku zarodkt nanocastic stiibra, které pak v nasledujici fazi
redukéniho procesu rostou v Castice vétsi velikosti. Naproti tomu pfi pouziti silngjSiho
reduk¢éniho Cinidla tetrahydridoboritanu sodného dochazi v nuklea¢ni fazi redukce k rychlému
vzniku velkého poctu zéarodkil, které pak v nasledné fazi redukce rostou méné vzhledem
K tomu, ze velka ¢ast stiibrnych iontt byla spotfebovana pii tvorbé zarodkt nové faze.

Suspenze nanokompozitu kyanografenu s obsahem nanocastic stiibra byla piipravena
pomoci redukéniho c¢inidla NaBHs za pouziti stabilizatoru citratu sodného odbornymi
pracovniky v RCPTM. Pro charakterizaci roztoku byla pouZita transmisni elektronova
mikroskopie (obr. 17). Dale bylo proméfeno pH roztoku 9,04, zeta potencial -34,6 V a

velikost nanoc¢astic kompozitu 179,7 nm.

Obr. 17: TEM snimek kompozitu kyanografenu s obsahem nanoc¢astic stfibra.
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4.2 Obnoveni aé¢inku antibiotik viaéi kmeni Escherichia coli ESBL

Pti testovani spole¢ného piisobeni antibiotik a nanocastic stfibra vici bakteridlnimu
kmeni Escherichia coli CE ESBL 5556 byla pouzita nasledujici antibiotika — gentamicin,
ceftazidim a ciprofloxacin. Antibiotika byla vybrana dle mechanismu pisobeni na bakterii.

Escherichia patii mezi gramnegativni, fakultativné anaerobni bakteric. Jde o
ty¢inkovitou bakterii, pohybujici se pomoci bi¢iki. Vnéj§i membrana je pokryta
lipopolysacharidem (LPS) a v lipidové dvojvrstvé jsou obsazeny membranové proteiny
(poriny). Zije v travicim traktu teplokrevnych Zivo&ichd a patii mezi jedny z nejdalezitéjsich
zastupct stievni mikroflory. Escherichia coli je citliva na vétsinu antibiotik.®®

Gentamicin (GEN) patii mezi aminoglykosidicka antibiotika, ktera inhibuji syntézu
bilkovin (proteosyntéza). Gentamicin pronika do nitra buiiky a navéaze se na 30S podjednotku
ribozomu. Zde dochazi k interferenci s vazbou formyl-methionyl-tRNA. Inhibice ptisobi na
pro syntézu bilkovin. U E. coli zde byla potvrzena bakterialni rezistence vici testovanému
antibiotiku (MIC GEN 64 mg/l). Mechanismus rezistence zde spociva ve zméné permeability
membrany ¢i effluxu. Vznik rezistence timto mechanismem znesnadnuje ¢i piimo zabranuje
prinik antibiotika do nitra bakterialni buiiky. Dochéazi k pozménéni struktur na povrchu
buriky, jako jsou naptiklad poriny, kanalky, které umoziuji prostupnost antibiotik do nitra
bunky.

Ceftazidim (CTZ) coby beta-laktamové antibiotikum inhibuje tvorbu bunécné stény a
tim dochazi k jejimu oslabeni a snadnému priniku antibiotika dovniti bunky. Ceftazidim se
K bunééné sténé piipoji pomoci beta-laktamového kruhu, ktery se vaze na specifické struktury
na povrchu buniky. Déle dochdzi k inhibici tvorby peptidoglykanu vazbou na transpeptidazy a
karboxypeptidazy a blokaci syntézy bunéné stény. Rezistence bakterie na tato antibiotika
spociva v tvorbé enzymu beta — laktamazy, ktery zpusobuje hydrolyzu daného antibiotika
(MIC CTZ 16 mg/l). Escherichia coli ESBL produkuje $irokospektré beta-laktamazy (ESBL-
z angl. extended spectrum beta-lactamases). ESBL vznikly zménami v potfadi aminokyselin a
dal§imi mutacemi a hydrolyzuji antibiotika se Sirokym spektrem ucinnosti, napft. ceftazidim.

Ciprofloxacin (CIP) zastupuje fluorochinolony, které zamezuji replikaci DNA tim, Ze
inhibuji enzymy, které jsou v tomhle procesu potiebné. Zejména se jednd o enzymy DNA-

gyraza a topoizomeraza IV, které jsou zodpoveédné za spravné splétani a rozplétani retézce
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DNA v pribéhu bunétného cyklu. E. coli je vysoce rezistentni k ciprofloxacinu a
mechanismus rezistence spoc¢iva v mutaci enzymu gyrazy (MIC CIP 32 mg/l). Rezistence
muze vznikat diky chromosomalnim mutacim na obou enzymech. Pfi mutaci genu gyrA, ktery
je koédovan DNA gyrazou, dochazi ke snizeni afinity ciprofloxacinu ke zménénému
enzymatickému komplexu. Tato rezistence se Castéji vyskytuje u gramnegativnich bakterif,
zatimco u grampozitivnich bakterii jsou mutace ¢astéjsi pro enzym topoizomeraza IV.

Podle mechanismu ucinku vybranych antibiotik lze synergicky ucinek ocekavat v
kombinaci s nano¢asticemi stiibra, dusi¢énanem stéibrnym a kyanografenem u gentamicinu,
pokud rezistence spoc¢iva ve zméné permeability membrany a ceftazidimu. U ciprofloxacinu
synergicky ucinek ocekavany neni, jelikoz jak G¢inek antibiotika, tak mechanismus rezistence

se odehrava v nitru buiky.

Tabulka 1: Escherichia coli CE ESBL 5556 — MIC testovanych vzorka a spoleény ucinek
kombinace testovana latka — ATB (MIC GEN 64 mg/l , CTZ 16 mg/l a CIP 32 mg/l)

MIC FIC Utinek FIC  Utinek FIC  Utinek
[mg/l]  (GEN) (CTZ) (CIP)
AgNP’s red. maltosou 13,500 0,473 SYN 0636 PSYN 1,143 IND
AgNP’s red. NaBH, 3375 0,492 SYN 0679 PSYN 1,285 IND
AgNOs 3375 0,498 SYN 0,748 PSYN 1,313 IND
GCN/AgNP’s 11,430 0,494 SYN 0,811 PSYN 1,500 IND

Vysledky antibakterialni aktivity kombinace vybranych antibiotik a nanoc¢astic stiibra,
AgNQO3 a kyanografenu uvedené vyse v tabulce 1 prokézaly zavislost na mechanismu t¢inku
antibiotika a mechanismu rezistence bakterie na antibiotika.

Pfi testovani gentamicinu, aminoglykosidického antibiotika, vi¢i rezistentnimu kmeni
Escherichia coli CE ESBL 5556 s minimalni inhibi¢ni koncentraci 64 mg/l, byla pozorovana
synergie ve vSech testovanych pifipadech. Gentamicin inhibuje syntézu proteint v nitru bunky
bakterie, tim, Ze se navaze na 30S podjednotku ribozomu. Ke spole¢nému ptisobeni
gentamicinu a nanocastic stiibra by podle odliSného mechanismu u¢inku na bakterie dochazet
nemélo. Jednim z nejdlleZitéjSich mechanismi plisobeni stfibra je jejich interakce
s cytoplazmatickou membranou, kterd je odpovédnd za dychani bakterie. Pfi této interakci
dochdzi ke tvorbé reaktivnich kyslikovych radikali (ROS) a potlaceni u¢inku proteind, které
hraji diilezitou roli v metabolickych procesech. Dochézi k blokovani pfenosu elektronit mezi

enzymy dulezit¢ pro dychaci fetézec, tim je zastaven bunéény metabolismus a buiika

postupné umira. Mechanismus rezistence zde tudiz musi spocivat ve zméné permeability
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membrany ¢i stény. Nanocastice stiibra pravdépodobné porusi cytoplazmatickou membranu
bakterie a gentamicin je schopen pruniku do bunky bakterie a inhibice syntézy proteini. Diky
tomu dochazi k synergickému ucinku kombinace gentamicinu a nanocastic stiibra a AgNO3 a
tim k obnoveni citlivosti gentamicinu K testovanému bakterialnimu kmeni.

V piipad¢ testovani ceftazidimu s minimalni inhibi¢ni koncentraci 16 mg/l byla
prokazana ¢aste¢na synergie. Ceftazidim inhibuje tvorbu bunééné stény ptipojenim k ni pies
beta-laktamovy kruh a tim je schopen pruniku do nitra bakterie. Pravdépodobn¢ zde dochazi
K naruSeni buné¢né stény nanocasticemi stiibra ¢i AgNOsz a uvolnéni beta—laktamazy
z periplazmatického prostoru mimo bakteridlni buiiku. V takovém pifipadé je Vv
periplazmatickém prostoru nedostatek tohoto enzymu pro hydrolyzu ceftazidimu, a proto
antibiotikum mutze naruSovat tvorbu bunééné stény a pronikat do nitra bakterie. Dochazi
taktéZ k obnoveni citlivosti vii¢i bakterii.

Poslednim testovanym antibiotikem byl ciprofloxacin, fluorochinolon, jehoz
minimalni inhibi¢ni koncentrace byla 32 mg/l. Podle mechanismu pusobeni ciprofloxacinu
by zde k zadné synergii dochazet nemélo. Ciprofloxacin inhibuje enzymy, které jsou potiebné
v replikaci DNA (gyraza a topoizomeraza IV) a tim jeji replikaci zamezuji. Rezistence
spociva taktéz v nitru bunky vznikem chromosomalnich mutacich enzymu gyrazy. Vysledkem
testovani byl indiferentni efekt, ktery prokazuje danou teorii. Nanocastice stiibra ¢i AgNO3
nejsou schopny projit pfes bunécnou sténu, tak hluboko dovniti bakterie, kde ciprofloxacin
pusobi. A navic, nano€astice stiibra nejsou schopny zménit DNA gyrazu zpatky na formu,
kterou ciprofloxacin dokaZze inhibovat.

Dale byla zkoumana zavislost velikosti testovanych nanocastic stfibra na spolecny
antibakteridlni ucinek. Ze ziskanych vysledki neni pozorovana zadna zavislost velikosti
nanocastic stiibra, stfibrného iontu ¢i nanocastic stiibra vazanych na nanokompozitu na

vysledcich antibakteridlni aktivity.
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Obr. 18: Schéma bakterialni buiiky s vyzna¢enymi mechanismy u¢inku a rezistence antibiotik a
nanocastic stribra

4.3 Obnoveni ucinku antibiotik viici panrezistentnimu kmeni
Pseudomonas aeruginosa

Bakterie Pseudomonas aeruginosa je piirozené rezistentnim kmenem vuci celé fadé
antibiotik a taktéZ u této bakterie vznikd rychld sekundéarni rezistence, a to nejcastéji po
selhani terapie (nozokomialni infekce). Jedinou volbou antibiotik prozatim ucinnych
zUstavani kolistin a amikacin. Mechanismy rezistence jsou rtiznorodé, spocivaji napiiklad
v produkci metalo — beta — laktamaz, které rozkladaji pfedev§im karbapenemova antibiotika,
dale v aktivnim bakterialnim effluxu, diky némuz je antibiotikum vypuzovano z buiky, anebo
také ve snizeni propustnosti bunééné sté€ny, zplisobené snizenim poctu porint a dalsi. Diky
obrovskému mnozstvi zptisobd rezistence na antibiotika a také moznosti kombinace jich se

pseudomonady stavaji multirezistentnimi kmeny velice obdvanymi v lékaistvi.’
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Tabulka 2: Pseudomonas aeruginosa 21425/CCC/2017 — MIC testovanych vzorki a spoleény
ucinek kombinace testovana latka — ATB (MIC GEN 4 mg/l , CTZ 8 mg/l a CIP 128 mg/l)

MIC FIC Utinek FIC Uginek FIC  Ukinek

[mg/l] (GEN) (CT2) (CIP)
AgNP’s red. maltosou 3,375 0574 PSYN 0,985 PSYN 1,002 IND
AgNP’s red. NaBH4 1,688 0,614 PSYN 0,943 PSYN 1,006 IND
AgNO3 0,844 0512 PSYN 0,825 PSYN 1,102 IND
GCN/AgNP’s 2,860 0,630 PSYN 0,827 PSYN 1,208 IND

Vysledky antibakterialni aktivity kombinace vybranych antibiotik S nanocasticemi
stiibra, dusi¢nanem stifibrnym (AgNO3) a kyanografenem (GCN) testované proti bakterii
Pseudomonas aeruginosa 21425/CCC/2017 uvedené vyse v tabulce 2 se shoduji s vyslovenou
teorii.

Pii testovani gentamicinu, aminoglykosidického antibiotika S minimélni inhibi¢ni
koncentraci 4 mg/l, byla pozorovana ¢aste¢na synergie. Gentamicin inhibuje syntézu proteini
V nitru buniky bakterie. Jednim z mechanisml pusobeni nanocastic stiibra je jejich interakce
s cytoplazmatickou membranou a tim zptisobena smrt bakterie. Mechanismus rezistence zde
tudiz musi spoc¢ivat ve zmén¢ permeability membrany ¢i stény. Nanocastice stiibra ¢i AgQNO3
s nejvetsi pravdépodobnosti porusi cytoplazmatickou membranu bakterie a gentamicin je
schopen priiniku do buiiky bakterie a inhibice syntézy proteinli. Diky tomu dochazi k posileni
ucinku kombinace gentamicinu a nanocastic stiibra ¢i AgNOs a tim k obnoveni citlivosti
gentamicinu K testovanému bakterialnimu kmeni.

V piipad€ testovani ceftazidimu s minimalni inhibiéni koncentraci 8 mg/l byla
prokdzana taktéZ castecnd synergie. Ceftazidim inhibuje tvorbu bunétné stény a tim je
schopen priniku do nitra bakterie. Pravdépodobné zde dochazi k naruSeni bunécéné stény
nanocasticemi stiibra ¢i AgNOs a uvolnéni beta—laktamazy z periplazmatického prostoru
mimo bakteridlni bunku. V takovém ptipadé je v periplazmatickém prostoru nedostatek
enzymu pro hydrolyzu ceftazidimu, a proto antibiotikum miliZe naruSovat tvorbu bunécné
stény a pronikat do nitra bakterie. Citlivost ceftazidimu na panrezistentni bakterii je obnovena
I v tomhle pfipadé.

Poslednim testovanym antibiotikem byl ciprofloxacin ztadu fluorochinolonti.
Minimalni inhibiéni koncentrace testované¢ho antibiotika byla 128 mg/l. Ciprofloxacin
inhibuje enzymy, které jsou potiebné v replikaci DNA (gyraza a topoizomeraza IV) a tim jeji

replikaci zamezuje. Rezistence spociva taktéz v nitru bunky vznikem chromosomalnich
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mutacich enzymu gyrazy. Nanocastice stiibra ¢i AGNOz nejsou schopny projit pfes bunéénou
sténu, tak hluboko dovnité bakterie, kde ciprofloxacin pisobi. Proto zde k zadnému

synergickému efektu nedochazi.

4.4 Obnoveni ucinku kolistinu a nanodastic stiibra vuc¢i kmeni
Enterobacter kobei

Pro antimikrobialni testovani rezistentni bakterie Enterobacter kobei 3683/C/2018 byl
pouzit kolistin (MIC 64 mg/l). Kolistin (tzv. Polymyxin E) patfi mezi cyklicka,
polypeptidova antibiotika. Jedna se o antibiotikum posledni volby, nejen kvuli jeho toxicite,
ale také kvuli jeho nevyjasnénému mechanismu pusobeni na bakterie. Kolistin je
polykationicky peptid obsahujici hydrofilni a lipofilni funkéni skupiny (obr. 19). Tyto
kationtové oblasti interaguji s vnéjSi membranou bakterii tim, ze v lipopolysacharidu
vytésiiuji ionty hoi¢iku a vapniku, které lipopolysacharid stabilizuji. Hydrofobni / hydrofilni
oblasti interaguji s cytoplazmatickou membranou stejné jako detergent, solubilizuji a rozrusuji
membranu ve vodném prostiedi (Obr. 20). Mistem ucinku je tedy vnéjsi bunéna membrana,
bunécna sténa a cytoplazmatickd membrana bakterie. Poskozeni cytoplazmatické membrany
ma za ndsledek Unik nitrobunéénych komponent. Kolistin se vyznacuje tzkym spektrem
ucinnosti. Vysoce U€inné je zejména proti gramnegativnim aerobnim tyckdm. Ziskana
bakterialni rezistence spociva bud’ v modifikaci lipidu A, v porinech, efluxni pumpé ¢i

plazmidech.
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Obr. 19: Vzorec kolistinu
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Obr. 20: Mechanismus u¢inku kolistinu (vlevo) a mechanismus rezistence ke kolistinu

(vpravo)™

Tabulka 3: Frakéni inhibi¢ni koncentrace kombinace testovanych vzorki s kolistinem (MIC 64
mg/l) via¢i Enterobacter kobei 3683/C/2018

MIC[mg/I] FIC Uéinek
AgNP’s red. maltosou >108 0,202 SYN
AgNP’s red. NaBH4 >108 0,195 SYN
AgNO; 3,376 0,231 SYN
GCN/AgNP’s 22,860 0,426 SYN

Vysledky antibakterialni aktivity kombinace vybranych antibiotik s nanocasticemi
stiibra, dusi¢nanem stiibrnym (AgNO3) a kyanografenem (GCN) testované proti bakterii
Enterobacter kobei 3683/C/2018 uvedené vyse v tabulce 3 vykazuji silny synergicky t¢inek
ve vSech testovanych kombinacich. Pfi testovani antibakterialni aktivity kolistinu vici dané
bakterii byla hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) 64 mg/l. Nutno podotknout, Ze
bakterie Enterobacter kobei 3683/C/2018 vykazovala rezistenci nejen ke kolistinu, ale také k
nanocasticim stiibra redukovanych jak maltosou, tak NaBH4, kdy hodnoty MIC nanocastic
stiibra byly 2108 mg/l. Rezistence vii¢i nanocasticim stiibra se projevovala agregaci ¢astic za
tvorby Cernych sedimentl po 24 hodinové kultivaci. V ptipadé testovani dusi¢nanu stiibrného
(AgNO:s3) byla hodnota MIC vyssi nez v predchozich testovanych piipadech (3 mg/l) a taktéz i
v ptipad¢ kyanografenu S obsahem nanocastic stiibra (GCN/AgNP’s), kdy hodnota MIC
doséhla az 22,86 mg/1.
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Mechanismus rezistence ke kolistinu (obr. 20) v tomto pfipad¢ spociva v modifikaci
lipopolysacharidu (LPS) navazanim molekul fosfoethanolaminu a 4-amino-4-deoxy-L-
arabinosy. Tim dojde ke snizeni zaporného povrchového naboje bakteric a tim ke snizeni
celkové afinity kladné nabité molekuly kolistinu k vngjsi bundéné membrané bakterie.”
Experimentalné to lze ovéfit méfenim zeta potencidlu kolistin citlivé bakterie Enterobacter
kobei, jehoz hodnota je -38 mV a kolistin rezistentni bakterie Enterobacter Kobei s hodnotou
zeta potencialu -11 mV. U kolistin rezistentni bakterie dochazi k modifikaci LPS, snizeni
elektrostatické interakce a afinity kladn¢ nabité molekuly kolistinu k bakterii, a diky tomu je
hodnota zeta potencidlu vyrazné nizsi.

Mechanismus piekonani bakteridlni rezistence ke kolistinu mize pravdépodobné
spo¢ivat v navazani molekul antibiotika na povrch nanocastic stiibra prostfednictvim
aminoskupin v polypeptidu. Po ptidavku kolistinu (16 mg/L) k disperzi nanocastic stiibra
(12,5 mg/L) v kultiva¢nim bujonu doslo k poklesu hodnoty zeta-potencialu nanocastic stiibra
z ptvodnich -15 mV na -7 mV diky kladn¢ nabitym molekulam Kkolistinu, které se
pravdépodobné vazi na povrch nanocastic stiibra, nicméné hodnota zeta-potencialu nanoc¢astic
stiibra v kombinaci s kolistinem zustava mirné zaporna. Vzhledem k tomu, ze hodnoty zeta-
potencialu nanocastic stiibra v kombinaci s kolistinem (-7 mV) a rezistentnich bakterii ke
kolistinu (-11 mV) jsou pomérn¢ nizké, nedochazi tak k jejich vzajemnému elektrostatickému
odpuzovéani. Navic mohou toto vzdjemné odpuzovani také oslabit pfitazlivé sily v podobé
Van der Waalsovych interakci mezi nanocasticemi stiibra v kombinaci s kolistinem a
bakteriemi. V koneéném disledku tak dochazi k pfiblizeni kolistinu navazaného na
nanocastice stiibra k bakterii, kde muze dojit k interakci kolistinu s bunéénou sténou, a
nasledné i s cytoplazmatickou membranou. Vzhledem ktomu, Ze mechanismus uéinku
nanocastic stfibra spo¢ivd taktéz v naruSeni bunécné stény a membrany, je v ptipadé
kombinace nanocastic stiibra s kolistinem patrny silny synergicky efekt. AQNOz a kompozit
kyanografen s imobilizovany ¢asticemi stiibra vykazuji synergicky efekt s kolistinem na
zéklad¢ spole¢ného cilového mista plisobeni, které se nachazi na vnéj$i bunééné membrang,
bunécné sténé a vnitini membrané.

Otazkou ziistdva mechanismus rezistence bakterii k nanocésticim stiibra, které po
kultivaci s rezistentnim kmenem Enterobacter kobei agregovaly za vzniku ¢erného sedimentu.
V okamziku kombinace nanocastic stiibra s kolistinem k agregaci nedochazelo, nanocastice
byly po kultivaci s bakteriemi stabilni a nevytvarely cerny sediment. Mechanismus rezistence
bakterii Enterobacter kobei k nanocasticim stfibra bude pfedmétem dal$iho zkoumani véetné

zabranéni jejich agregace v okamziku kombinace s kolistinem.
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5. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo studium spole¢ného antibakteridlni efektu nanocastic
sttibra pfipravené redukci maltosy a tetrahydridoboritanu sodného, dusi¢nanu stiibrného a
kyanografenu s imobilizovanymi nanoc¢asticemi stéibra v kombinaci s vybranymi antibiotiky
testované vaci rezistentnim bakteriim. Z rezistentnich bakteridlnich kment byly vybrany
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter kobei a k nim odpovidajici
antibiotika.

Vysledky antibakteridlni aktivity kombinace vybranych antibiotik a nanocastic sttibra,
AgNOs a kyanografenu s imobilizovanymi nanoc¢asticemi stfibra vici rezistentnimu kmeni
Escherichia coli CE ESBL 5556 prokazaly zavislost na mechanismu u¢inku antibiotika na
bakterii a mechanismu rezistence bakterie vici antibiotiku. Synergicky ucinek byl prokazany
Vv ptipadé antibiotika gentamicin, vi¢i némuz testovana bakterie vykazovala rezistenci
spoCivajici ve zméné permeability membrany. U ceftazidimu byla prokazana castecna
synergie, kdy pfi pusobeni antibiotika dochazi k inhibici bunécné stény a pfi rezistenci je
antibiotikum hydrolyzovano enzymy produkujicimi bakterii. Naopak u ciprofloxacinu, jehoz
mechanismu U¢inku spociva v inhibici enzyml potiebné pro replikaci DNA a rezistence
spoCiva v mutaci téchto enzymi, nedoslo ke spole¢nému synergickému ucéinku testované
kombinace. V piipadé¢ testovani panrezistentni bakterie Pseudomonas aeruginosa
21425/CCC/2017 byly ziskany podobné vysledky.

V ptipadé testovani antimikrobialni aktivity viéi rezistentni bakterii Enterobacter
kobei 3683/C/2018 byl pouzit kolistin. Vysledky testovani spole¢ného ucinku kolistinu
v kombinaci s testovanymi latkami na bazi stéibra vykazuji silny synergicky ucinek.
Obnoveni G¢inku kolistinu v kombinaci s nano¢asticemi stfibra zfejmé souvisi
s elektrostatickymi interakci mezi nanocasticemi modifikovanymi kolistinem a testovanou
bakterii.

Dale byla zkoumana zavislost velikosti testovanych nanocastic stiibra na spolecny
antibakterialni G¢inek. Ze ziskanych vysledk neni pozorovana zadna velikostni zavislost
nanocastic stfibra, stfibrného iontu ¢i nanocastic stiibra vazanych na nanokompozit na

vysledcich antibakteridlni aktivity.
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6. Summary

The aim of my diploma thesis was study of common antibacterial effect of silver
nanoparticles reduced by maltose and NaBH4, AgNO3 and cyanographene with immobilized
silver nanoparticles (G_CN/AgNP’s) in combination with chosen antibiotics. It was tested
against resistant bacteria. From resistant bacterial strains were chosen Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter cobei and corresponding antibiotics.

Results of antibacterial activity of combination of chosen antibiotics and silver
nanoparticles, AgNOs and cyanographene with immobilized silver nanoparticles against
resistant strain Escherichia coli CE ESBL 5556, shown depending on effect of antibiotics on
bacteria and mechanism of bacterial resistance against antibiotic. Synergistic effect has been
proven in gentamicin with resistant mechanism lies in changing in membrane permeability.
Ceftazidim was proved partial synergy when applying antibiotic causes inhibition of the cell
wall. During resistance, ceftazidim is hydrolysed by enzyme which are produced by bacteria.
In case of ciprofloxacin, whose mechanism of action lies in inhibition of enzyme needed for
DNA replication and mechanism of resistance lies in mutation in these enzyme, there wasn't
common synergistic effect of the testing combination. In case of testing panresistant bacteria
Pseudomonas aeruginosa 21425/CCC/2017, comparable results were obtained.

For antibacterial testing of resistant bacteria Enterobacter kobei 3683/C/2018 were
used colistin. Results testing of common effect of colistin in combination with silver-based
tested substances were shown strong synergistic effect. The recovery effect of colistin in
combination with silver nanoparticles seems to be related to electrostatic interactions between
colistin-modified nanoparticles and the tested bacterium.

In the next part the size dependence on silver nanoparticles were tested. There is no
size dependency on silver nanoparticles, silver ion or silver bonded on nanokompozit on

antibacterial activity, obtained from results.
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8. Seznam zkratek

AgNP’s nanocastice stiibra

CIP ciprofloxacin

COL kolistin

CTz ceftazidim

DNA deoxyribonukleova kyselina
ESBL Sirokospektré beta laktamazy
FIC frak¢ni inhibi¢ni koncentrace
GCN kyanografen

GEN gentamicin

LPS lipopolysacharid

MCR-1 gen rezistentni vuci kolistinu
MH Miieller-Hintonav bujon

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
TEM transmisni elektronova mikroskopie
UV-Vis ultrafialova viditelna oblast
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