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1. Uvod

V poslednich letech doslo k vyraznému rozvoji nanotechnologii v mnoha oblastech diky
unikatnim fyzikalné-chemickym vlastnostem nanocastic. Jednd se o vlastnosti optické,
reologické, elektrické a biologické. Jejich vyuziti je rozsédhlé od chemického vyzkumu az po
primyslové vyuziti. Velké uplatnéni nasly kovové nanocastice vzacnych kovil, zejména
sttibra, nejenom diky jednoduchosti ptipravy, ale i pro Siroké uplatnéni jak v katalyze, pfti
vyrobé senzord, v Ramanové spektroskopii, tak predev§im v mediciné a farmacii diky svym
biologickym vlastnostem.

Nanocastice stiibra jsou nejpouzivanéjSim materidlem v nanopriamyslu, napf. slouzi
jako substrat pro povrchem zesilenou Ramanovu spektroskopii (SERS) nebo jako ptimés do
elektronickych soucastek. V neposledni fad¢ jsou vyuzivané v antibakterialnich prostiedcich,
jako jsou zdravotnické pomucky (obvazy, kryti, masti) a také bézné produkty jako
antibakterialni ponozky, lozni pradlo atd.

Antibakterialni aktivita stiibra je zndma uz od 19. stoleti, kdy se téchto vlastnosti
zacalo vyuzivat k hojeni ran a lécbé popalenin. AvSak objevenim penicilinu zdjem o
antibakterialni vlastnosti stiibra klesl a do poptfedi se dostaly antibiotika. Uz koncem 20.
stoleti doslo ke vzriistu bakteridlni rezistence na antibiotika a zacaly se hledat jiné moznosti
1écby infekci. PouZiti samotnych nanocCastic stiibra jako antibakteridlnich cinidel se
neosvédcilo kvili vykazujici toxicité pti pouZiti terapeutického mnozstvi. Moznym feSenim je
kombinace dvou antibakterialnich latek, v tomhle ptipadé nanocastic stiibra a antibiotik, kdy
dochazi k synergickému efektu. V nekterych ptipadech doslo k zesileni u¢inku antibiotika
v kombinaci S nanocasticemi stfibra a hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci
(minimalni koncentrace kdy je jesté inhibovan riist bakterie) klesly az na 10 niz&i hodnoty,
neZ byl Uc¢inek samotného antibiotika a v jinych pifipadech doslo i k obnoveni citlivosti
rezistentni bakterie k dfive neu¢innému antibiotiku.

V této praci se veénuji studiu antibakterialniho uc¢inku antibiotik v kombinaci
S nanoCasticemi stfibra a prokdzani synergického efektu této kombinace. Antibakteridlni
aktivita byla stanovena pomoci standardni dilu¢ni metody v Miieller-Hintonové bujonu. Dalsi
¢ast mé prace spociva v objasnéni interakce nanocastic stiibra s antibiotiky pomoci povrchem

zesilené Ramanovy spektroskopie.



2. Teoreticka cast

2.1 Disperzni soustavy

Disperzni systém neboli disperze je soustava, ktera obsahuje alespon dva druhy hmot.
Az na vyjimky predstavuji tyto hmoty dvé chemicky odlisné slozky nebo smési slozek.
Jeden druh hmoty (disperzni faze, dispersum) je rovnomérné rozptyleny ve druhé hmoté
(disperzni prostiedi, dispergens), ktera byva spojita. V piipadé, kdy v soustavé jsou pritomny
dvé faze, a to disperzni faze a disperzni prostiedi, soustavu nazyvadme heterogenni
neboli nestejnorodou (napf. voda a olej). Castice této soustavy lze pozorovat bud’ optickym,
nebo elektronovym mikroskopem. V druhém piipad€, kdy soustava obsahuje dvé slozky,
ale pouze jednu fazi, se tato soustava nazyva homogenni neboli stejnoroda (napi. cukr

avoda). 3
2.1.1 Klasifikace disperznich soustav

Disperzni soustavy muzeme d¢lit podle tvaru a velikosti ¢astic nebo podle skupenstvi,
ve kterém se vyskytuji disperzni prostiedi a disperzni faze. *

Podle velikosti dispergovanych castic délime disperzni soustavy na hrubé disperzni,
koloidné disperzni a analyticky disperzni. Velikost c¢astic vyjadifujeme tzv. stupném
disperzity, ktery zna¢i pfevracenou hodnotu linearniho rozméru &astice. Cim jemngji
je disperzni faze rozptylena, tim vys$§i ma stupen disperzity. Hrubé disperzni soustavy lze
rozdélit na makrodisperzni a mikrodisperzni, kdy makrodisperzni obsahuji Castice
pozorovatelné okem a mikrodisperzni pozorovatelné mikroskopem. Koloidni soustavy
obsahujici Castice o velikosti 1-500 nm, jsou pozorovatelné ultramikroskopem a analyticky
disperzni soustavy lze oznalit za pravé roztoky, kdy pfitomnost dvou nebo vice slozek
je prokazatelné pouze fyzikalng-chemickou analyzou. *

Podle tvaru dispergovanych castic délime soustavy na korpuskuldrné, lamindrné
a fibrilarn¢ disperzni. U korpuskularnich ¢éstic jsou rozméry ve vSech tfech prostorovych
smérech pfiblizné stejné, u lamindrnich jsou castice ve tvaru desticek nebo lamel
a u fibrilarnich maji ¢astice tvar ty&inek nebo vlaken s jednim rozmérem, ktery pievlada.

Podle skupenstvi disperzniho prosttedi a faze Ize d¢lit koloidni a hrubé disperze
na zaklad¢ jejich vzajemné kombinace do osmi skupin, kde plynnd disperzni faze tvofi
s disperznim prostfedim, které se vyskytuje v plynném skupenském stavu, vzdy homogenni

soustavu. !



2.1.2 Koloidné disperzni soustavy

Koloidn& disperzni soustavy (koloidni disperze) jsou soustavy o velikosti astic 10°-10° m.
Vyznamné jsou zejména proto, ze vykazuji unikdtni fyzikalné chemické vlastnosti jako
je napi. absorpce svétla v zavislosti na velikosti ¢astic. Tato jejich vlastnost souvisi s jejich
velkou plochou fazového rozhrani, kterd vznika mezi disperzni fazi a disperznim prostiedim.
Cim mensi velikost &astice, tim vic roste plocha fazového rozhrani. *

Koloidni disperze miizeme rozd¢lit do 8 skupin podle skupenského stavu disperzni
faze a disperzniho prostiedi za standardnich podminek (tab. 1). Koloidni soustavy lze oznacit
I jako soly, kdy ptfedpona aero znaci, ze se jedna o soly s plynnym disperznim prostiedim

a predpona lyo znaéi soly s kapalnym disperznim prostiedim. *

Tabulka 1: Klasifikace koloidnich soustav podle sloZeni fazi*

disperzni prostredi | disperzni faze | koloidni soustavy
Plynné Plynny netvofri
Kapalny aerosoly
Pevny aerosoly
Kapalné Plynny pény
Kapalny emulze
Pevny lyosoly
Pevné Plynny tuhé pény
Pevny tuhé emulze
Pevny tuhé soly

Dal$im zajimavym dé€lenim je déleni lyosoli (koloidi s pevnou disperzni fazi
a kapalnym disperznim prostfedim) na tfi skupiny — lyofobni, lyofilni a asociativni soustavy.

U lyofobnich soustav je fazové rozhrani ostie vymezené a disperzni faze je rozpustna
Vv disperznim prostfedi jen velmi malo. Tyto soustavy nevznikaji samovolnég, a pokud nejsou
stabilizovany, dochazi ke koagulaci. Lyofobni soustavy vytvaii predev§im anorganické latky
jako napt. Au a Ag. Lyofilni soustavy vznikaji samovoln¢ a jsou to soustavy termodynamicky
stabilni. Casto jsou oznadované jako koloidni soustavy a patii sem makromolekularni latky
jako napt. bilkoviny. Asociativni soustavy jsou utvary koloidni velikosti vznikajici

spojovanim molekul povrchové aktivnich latek. U téchto soustav dochazi k neustalé¢ vymeéne



molekul povrchové aktivni latky mezi Césticemi a prosttedim, a proto nemaji pevné
definované fazové rozhrani.*

Zvlastnim piipadem koloidnich soustav jsou gely, coz jsou soustavy majici schopnost
piechazet z kapalné formy do tuhé. Schopnost tvofit gely maji jak koloidy lyofobni, tak
I lyofilni, jejichz cCastice se za urCitych podminek mohou spojovat a vytvaret pevné

: T 1
trojrozmérné sitové struktury.

2.1.3 Vlastnosti koloidné disperznich soustav

Jak uz bylo zminéno v pfedchozim textu, koloidné disperzni soustavy vykazuji vyznamné
fyzikélné¢ chemické vlastnosti, které jsou pro tyto soustavy unikatni. Jsou to vlastnosti
kinetické, reologické, opticke a elektrické.

Kinetické vlastnosti jsou zaloZeny na existenci Brownova pohybu a jeho duasledcich.

Browntiv pohyb je pohyb koloidnich ¢astic zptisobeny narazem molekul disperzniho prostiedi
do koloidnich ¢astic vlivem tepelného pohybu. Intenzita tohoto pohybu je zavisla na velikosti
Castic a teploté. Cim mensi Castice a vyssi teplota, tim je pohyb intenzivngjsi. V souvislosti
s timto pohybem mutizeme u koloidnich soustav pozorovat difizi a osmozu. Difuzi rozumime
samovolné vyrovnavani koncentraci, kdy hnaci silou je rozdil koncentraci v rtiznych ¢astech
soustavy (koncentrani gradient). Smér difize je vzdy z prostiedi o vy$si koncentraci
do prostfedi s koncentraci niz$i. Jiny zplsob vyrovnavani koncentraci je osmoza, kdy
disperzni prostfedi a disperzni faze jsou oddé€leny polopropustnou (semipermeabilni)
membranou, ktera propousti jen molekuly disperzniho prostiedi a nepropousti molekuly
disperzni faze. Hnaci silou tohoto pohybu je osmoticky tlak. Osmodzy vyuZivaji separacni
metody jako je dialyza, elektrodialyza &i ultrafiltrace. -

U zminénych vlastnosti se pfedpokladalo, Ze disperzni systém neni ovliviiovan
gravitatnim polem, nebo Ze tento vliv je mozné zanedbat. Plisobeni tohoto pole se projevi
pohybem ¢astic neboli sedimentaci. Po urcité¢ dob€ se v systému ustavi rovnovazné rozdéleni
¢astic, kdy se vSechny dostatecné téZké castice usadi na dno a zbytek Castic je rovnomérné
rozptylen v celém objemu. Tento pohyb je zdvisly na hmotnosti ¢astic, jejich tvaru, hustoté
ana vlastnostech prostiedi, ve kterém se pohybuji. Pro urychleni ustaveni této rovnovahy
(sedimentacni rovnovaha) se pouzivaji odstfedivky nebo ultracentrifugy, kde misto slabé
gravita&ni sily ptisobi silna odstfediva sila.*

Reologické vlastnosti se zabyvaji procesy, jako je tok a deformace hmoty zptsobené

vlivem vngjSich mechanickych sil. Jsou mozné tii typy chovani — elastické, viskozni
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a viskoelastické. O elastickém chovani mluvime tehdy, kdyz ucinkem vngjsi sily nastane
deformace, kterd po jejim odstranéni vymizi. Jestlize pisobenim sily hmota tece
a po odstranéni této sily se tok zastavi, ale neobrati, mluvime o viskdéznim chovani. Mezi
témito dvéma typy chovani je chovani viskoelastické, u kterého odezva hmoty na plisobeni
15

sily zavisi na dob¢ ptsobeni.

Optické vlastnosti se zabyvaji interakci elektromagnetického zafeni s Casticemi

koloidni soustavy, kdy dochazi k absorpci a rozptylu dopadajiciho zafeni. Velikost téchto jevi
zavisi na charakteru koloidni soustavy a na vinové délce zéafeni. U koloidnich soustav
pfevlada predevsim rozptyl zafeni. -

Pii absorpci zafeni dochazi k pohlceni kvanta elektromagnetického zateni hmotou
a disledkem tohoto jevu dochazi ke zvySeni vnitini energie systému. Absorpci zafeni uréitou
latkou A popisuje Lambert-Beertiv zakon

A=-log £l =ecd
1,
kde | je intenzita pros$lého zafeni latkou, lyp je intenzita dopadajiciho zafeni na latku,
¢ je absorp¢ni koeficient, ¢ je koncentrace latky a d je tloustka vrstvy, kterou prochazi
paprsek.’

Zajimavou optickou vlastnosti je existence povrchového plasmonu, diky kterému jsou
soly kovovych nanocastic v disperzi zabarveny. Povrchovy plasmon je vlna, ktera interaguje
s volnymi elektrony castice a tim se §ifi na jejim povrchu. Povrchovy plasmon zavisi
na velikosti Castic, tvaru ¢i jejich sloZeni. Zména plasmonu se projevi zménou v absorpénim
pasmu, a to bud’ zménou §itky pasu anebo jeho posunem k jinym vinovym délkam.®

Rozptyl zafeni pozorujeme tehdy, kdyz systém obsahuje dispergované castice
a dispergované prostiedi pouze s riznymi hodnotami indexu lomu. Pfi tomto jevu dochazi
pfi pohlceni svételné energie k nasledné emisi zafeni ndhodn€ vSemi sméry beze zmény
vlnové délky. Jednd se o elasticky rozptyl (Rayleighliv rozpyl) fotonu od cCastice. Rozptyl
svétla zahrnuje jevy jako je odraz, lom, ohyb a interference svétla.™’

Pii neelastickém rozptylu fotonu pii interakci s molekulou bud’ preda cast své
kinetické energie molekule a dojde k vyzéfeni fotonu s vétsi vinovou délkou a mensi energii
anebo naopak si ¢ast energie vezme a dojde k vyzaieni fotonu s krat$i vinovou délkou a vetsi
energii. Tento jev je také nazyvan Ramantlv rozptyl, ktery je velmi slaby a mnohem mensi,

nez Rayleightiv rozptyl.8
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Rozptyl byl poprvé pozorovan Tyndallem, po némz byl také pojmenovan efekt
paprsku, ktery se rozSifuje po prichodu disperznim prostiedim (Tyndalliv jev). Rozptylem
zéaieni na koloidnich ¢asticich se zabyval Rayleigh. Podle této teorie je intenzita rozptyleného
zéafeni pfimo umeérna polarizabilité¢ Castice a a nepfimo Umeérna vinové délce. Tato teorie
je viak vztazena jen na kulovité &astice o malé velikosti.” Vysledny vztah pro intenzitu

rozptyleného zéfeni detekovaného pod uhlem 6 ke sméru dopadajiciho paprsku lze vyjadfit

4RE (2 _1 2
n :%-871 4R s -(1+c0329)
b)) r A Nry +2

podle vztahu:

rel

kde | ptfedstavuje intenzitu rozptyleného svéta (o vinové délce ) méfenou v thlu 6
viiéi primarnimu paprsku o intenzité Io, r je vzdalenost od detektoru a & je permitivita vakua.’

DalSim dualezitym pojmem je turbidita, kterd znaci mnozstvi svételné energie
rozptylené pii prichodu disperznim prosttedim. Je znané zavisld na vinové délce
dopadajiciho zéafeni, stupni disperzity a na optickych vlastnostech disperzni soustavy.
Me¢tenim turbidity dostavame informace o koncentraci a velikosti disperznich Castic. Pti
nahrazeni bézného zdroje laserem se svételné zareni stava koherentni a na rozdil od bézného
rozptylu svétla dochazi po interakci s ¢asticemi k interferenci rozptyleného zateni a nasledné
k zesileni ¢i zeslabeni intenzity rozptyleného svétla. Toto zesileni ¢i zeslabeni je ovliviiovano
difuznim pohybem c¢astic, diky kterému dochdzi ke kolisani intenzity rozptylen¢ho zateni
v Case. Tento jev je nazyvan dynamickym rozptylem svétla (DLS, z angl. dynamic light
scattering).” Tato technika, diivé&ji znama jako fotonové korelaéni spektroskopie (PCS) nebo
také kvazi-elasticky rozptyl svétla (QELS), je dillezitou experimentdlni technikou ve védé
I praimyslu. Metoda DLS méii fluktuace rozptyleného svétla na ¢asticich, které konaji
Brownilv pohyb, v zavislosti na Case. Jde o nedestruktivni a neinvazivni metodu. Rozsah této
metody je od 0,3 nm do 10 pum, coz je velkou vyhodou této metody, protoze jinymi

technikami je obtizné takového rozsahu dosahnout.?

Elektrické vlastnosti jsou spojené s elektrickym nabojem na povrchu koloidnich ¢astic,
které ovliviiuji stabilitu koloidii a chovani nabitych castic v elektrickém poli. Elektricky naboj
muze vznikat nékolika zplsoby, jako je napiiklad ionizace povrchovych vrstev, adsorpce
jednoho druhu iontd, rozpousténi nékterého ziontl v miizce pii styku krystalu malo
rozpustnych soli s vodou, rozitépeni krystalu a jiné.> V piipadg, kdy se elektricky nabité
Castice disperzni faze pohybuji oproti disperznimu prostiedi, mluvime o elektrokinetickych

jevech, jako je napt. elektroforéza, elektroosmodza, sedimentani potencial a potencial
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proudéni. V prvnich dvou pfipadech dochézi k pohybu ¢éstic vlivem vnéjsiho elektrického
pole a v dalsich dvou pfipadech je tomu naopak. Spole¢nym rysem vSech jevi je existence
elektrického naboje na povrchu koloidnich Castic, jehoz piisobenim dochazi k uspotradani
opacné nabitych cCastic v blizkosti (protiiontl). Dochézi tak ke vzniku nabité vrstvy, ktera

se nazyva elektricka dvojvrstva (obr. 1).%7

Sternova vrstva pohybové rozhrani

elektrokineticky
potencial

Ny
vnitini vrstva  difuzni vrstva

Obr. 1. Sterniiv model uspoiadani elektrické dvojvrstvy s vyzna¢enym pribéhem
elektrokinetického potencialu®

Elektricka dvojvrstva se skladd ze dvou vrstev — kompaktni vrstva iontli vazanych
K povrchu ¢astice a diftzni vrstva opa¢né nabitych iontl, rozptylenych kolem kompaktni
vrstvy. Pfi pohybu castice disperznim prostfedim dochazi ke vzniku elektrokinetického
potencidlu ozna¢ovaného jako ((zeta) potencidl. Tento potencial je dulezity zejména
Z pohledu stability koloidniho systému. Pfi zvySeni hodnoty zeta potencialu dochazi také
ke zvySeni stability systému. Velikost potencidlu je zavisla na mnoha faktorech, jako
je teplota prostiedi, rychlost relativniho pohybu ¢astic vici prostfedi, iontova sila roztoku

a mnozstvi adsorbovanych iontd.”®
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2.1.4 Stabilita koloidnich castic

Stabilitu koloidnich ¢astic mizeme délit dle zpsobu pohledu na stabilitu agregatni
a stabilitu sedimentacni. Z hlediska stability tyto soustavy jsou v metastabilnim stavu, coz
znamena, ze se vyskytuji ve stavu se zvysSenou energii. Tento stav je zpltisoben nadbytkem
povrchové energie. V piipad¢é ptekonani energetické bariéry se soustava dostdva do stavu
S niz§i energii a dochézi ke spojovani Castic a tim i1 k zaniku koloidni soustavy. Pokud chceme
zabranit zaniku, je nutné soustavu stabilizovat tim, Ze zajistime dostateCnou velikost
energetické batriéry.10

Z hlediska agregéatni stability miizeme koloidni soustavu destabilizovat pomoci
koalescence a flokulace. V ptipadé koalescence dochazi ke spojovani ¢astic pfi tvorbé jedné
velké molekuly. Pfi flokulaci dochézi pouze ke shlukovani ¢astic. Podstatnym rozdilem
procest je, ze pii koalescenci dochdzi k redukci celého povrchu, ale pti flokulaci zlstava
povrch nezménén.*°
V ptipadé zachovani stability koloidni soustavy musime soustavu stabilizovat.

Vv o rowr

Nejcastéjsim zptisobem stabilizace je elektrostatickd stabilizace, pti které se nabité Castice
diky existenci elektrostatickych odpudivych sil odpuzuji, a agregace je potlacena.™

Pti popisu koloidnich soustav stabilizovanych elektrostaticky pouzivame tzv. DLVO
teorii, pojmenovanou podle po¢atecnich pismen jejich tviirci — Derjagin a Landau a nezavisle
na nich pak Verwey a Overbeek. Tato teorie popisuje koagula¢ni chovani koloidnich ¢astic
po ptidavku elektrolytu. Dochéazi ke stlaceni elektrické dvojvrstvy a tim i1 ke sniZeni
povrchového ndboje. V tomto piipadé dochazi ke vzdjemnému piiblizovani castic
anaslednému spojovani. K probéhnuti této destabilizace je potieba dostate¢na koncentrace

elektrolytu k prekonani elektrické dvojvrstvy jako energetické bariéry.’
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2.2 Nanocéastice stribra

2.2.1 Priprava nanodastic stiibra

Nanocéstice stiibra se nejcastéji ptipravuji pomoci dvou obecné znamych metod, kondenzacni
a dispergacni. U dispergacnich metod je zakladem dispergace hrubého (makroskopického)
materialu na koloidni nebo nanocastice. Tyto metody nejsou v dnes$ni dobé moc vyuZivany,
prakticky vyznam ma pouze tzv. laserova ablace (rozmélnovani). U kondenzacnich metod
dochazi ke spojovani jednotlivych atomti nebo molekul na vétsi agregaty. Lze je délit do dvou
skupin na metody fyzikdlni a chemické. U fyzikalnich metod jde o postupy zalozené
na kondenzaci par kovii a u chemickych metod k vytvofeni nerozpustného produktu fadou

reakei.'?

2.2.2 Disperga¢ni metody pripravy

Laserova ablace stfibrného materialu je metodou jednoduchou a vSestrannou ohledem na druh
kovu. Metoda je zalozena na ptsobeni vysoce fokusovaného paprsku elektromagnetického
zateni. Vzniklé castice vykazuji velkou Cistotu, a proto je lze pouzit v povrchem zesilené
Ramanové¢ spektroskopii (SERS). Velikost takto ptipravenych ¢astic se pohybuje v rozsahu

od n&kolika jednotek do n&kolika desitek nm. **-*?

2.2.3 Kondenzacni metody pripravy

Nejcastéjsimi postupy kondenzaénich metod jsou chemické redukce jako napt. redukce
rozpustné slouceniny kovu. Pfi této redukei dochézi ke vzniku zarodki pevné faze, z kterych
vznikaji stabilni nanocastice. U pfipravy nanocastic stiibra jsou nejpouZzivanéjsi tyto
kondenzaéni redukéni metody jako je napi. Tollensova metoda, borohydridova metoda,
citratova metoda, redukce hydrazinem, vodikem nebo hydroxylaminem nebo redukce pomoci
biologického materidlu (tzv. green synthesis pomoci mikroorganismu ¢i rostlinnych extrakti).
9,11

Jednou z nejvyznamnéjsich metod ptipravy nanocastic stiibra je Tollensova metoda
pfipravy stiibrného zrcatka. Podstatou metody je nanaSeni tenkych vrstev stiibra, u kterych
byla analyzou zjisténa ptitomnost ¢astic v fddech mikrometrii, na povrchy riznych materiala.

Pouzivanéj§i metodou je modifikovany Tollenstiv proces, ktery spociva ve snizeni
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koncentraci reagujicich latek a pouZiti stabilizacnich latek jako napf. tenzidi (Tween) nebo
polymernich latek. Jedna se o redukci stiibrné soli v komplexujicim prostiedi. Jako redukéni
prostfedi je vyuzito amoniakalniho prostfedi, kde dochazi ke vzniku komplexu [Ag(NH3)]",
ktery je redukovatelny i slabymi redukovadly, jako jsou napi. cukry. Protoze celd reakce
je zavisla na hodnoté pH (obvykle pH vétsi nez 10), je tato hodnota upravovana a tim
jefizena irychlost reakce. Dalsimi dulezitymi parametry urcujici rychlost reakce je
koncentrace amoniakalniho prostfedi a koncentrace poc¢atecni sttibrné soli. Touto metodou lze
fizen¢ piipravit nanocastice o velikostech 25-450 nm pomoci volby koncentrace amoniaku
a redukujici latky. "9

Dalsi vyznamnou a ¢asto pouzivanou metodou je borohydridova metoda spocivajici
Vv redukci roztoku stiibrné soli NaBHy4 jako reduk¢énim ¢inidlem. Vznikajici nanoéastice maji
velikost 5-20 nm se stabilitou az nékolik mésicti, nejsou vhodné pro medicinské pouziti kvili
naadsorbovani boratového aniontu na povrchu castice. Tento aniont zplsobuje denaturaci
cytochromu P450. Pii ptipraveé vétsich ¢astic mizeme pouzit modifikovanou metodu, ktery je
zalozen na dvojstupiiové redukci stfibrné soli, kdy v prvnim kroku vznikaji malé castice
redukci NaBH, a v kroku druhém dochazi k riistu ¢astic pomoci kyseliny askorbové. Vzniklé

nanod&astice maji velikost od 38 nm do 173 nm.**

U citratové metody je pouzivan K redukci mirngjsi citratovy aniont podle Lee
a Meisela. Touto metodou Ize ptipravit nanocastice o velikosti 60-80 nm Vyuziti tato metoda
nasla v povrchové zesilené Ramanové spektroskopii (SERS).%M

Mén¢ vyuzivanymi metodami jsou redukce pomoci vodiku, hydrazinu nebo
hydroxylaminu. Nanocastice vzniklé redukci vodikem maji velikost okolo 2 nm. Pfi redukci
hydrazinem byly pfipraveny ¢astice o velikostech 2-6 nm i 40-70 nm, které jsou stabilni
a aktivni pfi pouZiti v SERS.*M

V poslednich letech se objevili prace oznacujici metodu piipravy jako ,,green
synthesis®, ktera vyuZziva netoxické latky, Setrné k Zivotnimu prostiedi. Naptiklad jde o
redukci AgNO3 pomoci fas, bakterialnich a houbovych mikroorganismi.’

Ptiprava anizotropnich nanocastic stiibra je v posledni dob¢ intenzivn€ zkoumana. Jde
o fizenou piipravu €astic urcitého tvaru, jelikoz tvar ma velky vliv na vlastnosti nanocastic.
Pfi této pripravé miizeme dosahnout jak sférickych, tak planéarnich tvarii, jako jsou napf.
trojuhelniky, ctverce, ty€inky, mnohouhelniky nebo hvézdice. Podle poZadovaného tvaru
se voli 1 vhodn4 metoda ptipravy, napf. redukci dusi¢nanu stfibrného borohydridem sodnym

a citratem trisodnym mtizeme pfipravit nanoéastice ty¢inkovitého tvaru.'*
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2.2.4 Charakterizace nanocéastic stiibra

Syntetizované nanocastice stfibra jsou charakteristické pro své oranzovozluté
zbarveni. Této vlastnosti se vyuziva v jejich charakterizaci pomoci mnoha metod, zejména
pomoci UV-Vis spektroskopie Dalsimi metodami je dynamicky rozptyl svétla (DLS) nebo
analyza pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM).

UV-Vis spektroskopie je zaloZena na interakci molekul v roztoku se zafenim, kdy
dochazi k absorpci zéafeni ve viditelné a ultrafialové oblasti (200-800 nm), coz se projevi
pritomnosti tzv. plazmonického piku v absorpénim spektru. Jde o vyjadieni zavislosti
mnozstvi absorbované energie na vinové délce zareni. Velikost a tvar nanocéstice ovliviluje
Sitka 1 poloha maxima tohoto piku, ktery se pohybuje nejcastéji v rozmezi 400-530 nm.
Zménou velikosti nebo polohy piku miizeme charakterizovat procesy nanocastic jako je napf.
agregace, kterd se projevi posunem maxima piku smérem k ¢ervené vinové oblasti. Pro oblast
UV se nejcastéji pouzivaji deuteriové a vodikové vybojky a pro oblast viditelného svétla
wolframové zarovky. Vzorky jsou méfeny v kyvetach a podstatné pro vybér kyvety je
material, z kterého jsou vyrobeny. Ten nesmi absorbovat zafeni ve sledované oblasti.’

Dynamicky rozptyl svétla je uzitecnou technikou pro hodnoceni velikosti ¢astic a zeta
potencidlu nanocéstic v roztoku. Pfistroj pro méfeni dynamické rozptylu svétla je slozen
ze zdroje zafeni, kterym byva laser, jehoz paprsky jsou rozptyleny do urcitych smért

4

a dochazi k interferenci a zesileni jejich intenzity. Tato metoda méti zévislost intenzity, ktera
kolisa kvuli vyskytu Brownova pohybu ¢astic, na Gase.>1°

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) je podobny mikroskopu svételnému az
na par odliSnosti jako je napt. nahrazeni zdroje optického mikroskopu elektronovym délem.
Tato metoda umoznuje zobrazeni mikrostruktury ¢astice fadoveé od nékolika mikrometrti az

po atomoveé rozliseni.”’
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Obr. 2. (a) velikostni rozdéleni ziskané z DLS méieni, (b) snimek z TEM mikroskopu, (c)
absorpéni spektrum nano&astic stéibra o priméru 26 nm*®

2.2.5 Biologicka aktivita nanocastic stiibra

Stiibro a jeho slou€eniny jsou znamé pro jejich antibakteridlni G€inky jiZ od starovékého
Recka. Vyssi vrstvy obyvatel pouzivaly k uskladnéni vody stifbrné nadoby, aby se zabranilo
k sifeni infekci pfenasené vodou. Pozdé&ji se ze stiibra vyrabély nadoby na potraviny, stiibrné
nadobi a ptibory. Do mléka a jinych tekutin se vkladala stfibrna mince pro uchovani cerstvosti
tekutin. Avsak ve formé& kovu neni stéibro dostate¢né biologicky vyuzitelné a po urcité dobé
se vyskytovaly otravy stfibrem tzv. argyrie, kterd se projevovala Sedomodrym zbarvenim ktize
(odtud pak oznaceni ,,modra krev* pro $lechtice). Na pielomu 19. a 20. stol. se opoustélo od
vyuzivani samostatného kovového stiibra a zacalo se vyuzivat koloidni stfibro. AvSak
zacatkem 20. stoleti, kdy doslo k objeveni penicilinu, zajem o biologickou aktivitu stiibra, jak
koloidniho, tak kovového klesl a do poptedi se dostaly antibiotika. Zistal pouze sulfadiazin
stiibra, ktery se pouZiva dodnes pii 1écb& popélenin k potlaceni infekce v ran€. V soucasné
dob¢ jsou antibiotika jedinym léCivem urenym k 1écbé systémovych a lokalnich infekci.
Nicméné lécba infekci antibiotiky je od konce 20. stoleti velmi vyrazné komplikovana
nariistajici rezistenci bakterii k antibiotiklim. Spolecné€ se schopnosti bakterii ptfizptisobovat
se negativnim vlivim lze davody tvorby bakteridlni rezistence spatfovat v opakovaném
a neracionalnim uzivani antibiotik, ¢i aplikaci antibiotik do krmiv pro hospodaiska zvifata.™
Piikladem typickych rezistentnich bakterii jsou napf. Escherichia coli s produkci
Sirokospektrych betalaktamédz (Extended Spectrum Betalactamase (ESBL) producing
Escherichia coli), methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) nebo vankomycin

rezistentni Enterococcus faecium (VRE).?
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Resenim bakterialni rezistence je vyvoj novych antimikrobialnich latek. Jedna z moznosti
je kombinace vybranych penicilinovych antibiotik s inhibitory betalaktamaz. Avsak proti této
kombinaci se mnoho bakterii stadva téz rezistentni. Slibny pfistup k feSeni bakteridlni
rezistence spociva v kombinaci antibiotik s nanocasticemi stiibra. Tyto kombinace inhibuji
rust patogennich mikroorganismi, vcetné rezistentnich bakteridlnich kment 1 pifi nizkych
koncentraci (1-10 mg/1).%°

Na rozdil od antibiotik, bakterialni odolnost vici stfibru byla pozorovana jen ztidka.
Pouziti nanocastic stiibra jako antibakteridlnich cinidel nevedlo k prokazani bakterialni
resistence. Tato skute¢nost je pravdépodobné vysvétlena odliSnym mechanismem pisobeni
riznych forem stiibra. Mechanismus plisobeni nanocastic stiibra spociva v jejich
vicetroviiovému ucinku na bakterie, na rozdil od antibiotik, které vykazuji pouze specificky
ucinek. Nanocastice stiibra poSkozuji sténu bakterii, pfi akumulaci v membrané zvySuji jeji
permeabilitu, mohou interagovat s DNA, deaktivovat enzymy, ovliviiovat metabolicky proces
a poskozovat dychaci fetézec. Stiibrné ionty jsou uvoliiovany z povrchu nanocastice
a vstupuji do stén bakterii, kde je jeho ucinek spojeny s tvorbou reaktivnich (ROS), které
vyvolavaji oxidativni stres a tim 1 smrt bakterie.®? Jednim z nejdiilezitdjs
interakce stfibrnych nanocastic je pravdépodobné interakce s cytoplazmatickou membranou
bakterie a membranovymi proteiny, které obsahuji siru a DNA. Dochazi k ovlivnéni
bunééného déleni a nasledné zpisobuji 1 bunénou smrt. Tato schopnost je typicka pro
nanocastice o velikostech menSich nez 30 nm s kladnym zeta potencidlem. Tento kladny
potencial umoZznuje lepsi interakci se zapornym povrchem bakterie. Dal§im z vyznamnych
mechanismi je uvoliovani sttibrnych iontl z povrchu nanocéstice, kdy bakterie spusti své
obranné mechanismy, aby ochranila svou DNA, ale béhem tohoto procesu se narusi proces
replikace DNA.**?? Nano¢astice stiibra tedy vykazuji baktericidni u¢inek na zéklad n&kolika
riznych mechanismi, které se uplatituji soucasné. Takovy tucinek je tedy nespecificky,
viceuroviiovy. Naproti tomu antibiotika vykazuji specificky baktericidni UCinek, zaméfeny
pouze na jedno cilové misto. Antibiotika neucinkuji soucasné nékolika mechanismy, jako
tomu je u nanocastic stfibra. Dle mechanismu ucinku Ize antibiotika rozdélit do nékolika
skupin, napf. antibiotika inhibujici tvorbu bunééné stény, narusujici syntézu cytoplazmatické
membrany, inhibujici proteosyntézu a narusujici syntézu nukleovych kyselin.?

Bylo prokdzéno, Ze antibakterialni aktivita stifibrnych nanocastic zavisi na jejich
velikosti a tvaru. Cim mensi velikost &stic, tim v&tsi antibakterialni efekt. P¥ srovnani
antibakteridlnich vlastnosti nanocastic stiibra o velikosti 25 nm, které byly piipraveny

modifikovanym Tollensovym procesem s pouZitim maltdzy jako redukcniho c¢inidla, byly
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zjistény minimalni inhibi¢ni koncentrace, a t0 v rozmezi 1,69-13,5 mg/l, nez pfi ptipravé
nanodastic o velikosti 50 nm.”” Vjiné studii byla porovnavana antimikrobialni aktivita
nanocastic stiibra o velikostech 8 nm a 28 nm. Mensi Castice vykazovaly vétsi aktivitu, coz
bylo pravdépodobné zpiisobeno lepSim pronikdnim mezi pory bunééné membrany a tim
vytvareni vétsiho poctu stiibrnych iontti a k vétsi tvorbé reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS).' P¥i testovani antimikrobialni aktivity v zavislosti na tvaru nano&astic byla zjisténa
nejvetsi aktivita u trojuhelnikovych desticek.’

Pfi pouziti nanocastic stiibra jako samotného antimikrobidlniho Cinidla 1ze ocekavat
pfi pouziti terapeutickych dévek (v fadech desitek mg/l) toxické ucinky. Moznym feSenim
je kombinace dvou antimikrobidlnich latek, napf. nanocastic stfibra a antibiotik. Pfi testovani
je hodnocena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), pfi které je viditelné inhibovéan rlst
bakterii ¢i  jinych  mikroorganismti, obou antibakteridlnich latek samostatné
a ve vzajemné kombinaci. Na zaklad¢ ziskanych minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC)

nanocastic stiibra a antibiotik je vypocitana frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC):

MIC léciva A v kombinaci MIC lé¢iva B v kombinaci

FIC =
¢ MIC léc¢iva A samotného + MIC lé¢iva B samotného

Existuje fada interpretaci frakéni inhibi¢ni koncentrace, jedna znich spociva
Vv rozdéleni spoleéného plsobeni antibakteridlniho efektu nanocastice stiibra a antibiotika do
Ctyfech skupin na efekt aditivni, synergicky, indiferentni nebo antagonisticky s hodnotami
FIC <0.5,>0.5 az <1,>1 az <2 a>2.%

VétSina studii ukazuje pouze aditivni efekt této kombinace, avSak byl prokéazan
i synergicky efekt posuzovany pii koncentracich niz§i nez MIC samotnych antibiotik
I samotnych nanocastic stiibra. Danou synergii se zabyva studie Panacek et al. z roku 2016,
kde byly pfipraveny nanocastice o velikosti 28 nm, stabilizované pomoci zelatiny. Silny
a nespecificky synergicky efekt nanocastic stéibra v kombinaci s antibiotiky byl prokazany
bez ohledu na chemickou strukturu pouzitého antibiotika. V nékterych piipadech doslo
k zesileni u¢inku antibiotika v kombinaci s nanoc¢asticemi stiibra a hodnoty jejich MIC klesly
az na 10* nizsi hodnoty, nez byl tc¢inek samotného antibiotika. V nekterych ptipadech doslo
k obnoveni citlivosti rezistentni bakterie k dfive net¢innému antibiotiku. Pfikladem muze byt
bakterie Escherichia coli, ktera vykazovala rezistenci vu¢i samotnému ampicilinu

A4

I V nejvyssich testovanych koncentraci. Ale v kombinaci ampicilinu s nanocasticemi stiibra

9,20,21,22

dochizi k obnoveni citlivosti bakterie k antibiotiku. Obnoveni citlivosti a tim

pfekonani rezistence bakterii produkujicich enzym p-laktamazu ¢i  karbapenemazu
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zpuisobujici rezistenci k penicilinovym antibiotiklim bylo také prokazéno v praci A. Panéacka
et al. z roku 2016™.

Stiibrné nanocastice vykazuji 1 fungicidni aktivitu, ktera byla prokdzana proti
kvasinkdm Candida spp. Tato aktivita je srovnatelna s aktivitou iontového stiibra. Pro
testovani byly pouzity nanocéstice o velikosti 25 nm pfipravené pomoci maltdézy jako
redukéniho Cinidla, které byly stabilizovany polymery a surfaktanty. Vysledné minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) stabilizovanych nanocastic Ag se pohybovaly v rozmezi 0,054 —
0,84ug/ml a byly nizs§i nez u nestabilizovanych nanocastic. Hodnoty MIC stabilizovanych
castic Ag byly dokonce v nékterych ptipadech nizsi, nez hodnoty béznych antimykotickych

latek jako je nap¥. Amfotericin B, Itrakonazol, Flukonazol a jiné.***%%

2.2.6 Toxicita nanoéastic stribra

Stiibro jako tézky kov vykazuje toxické ucinky, ale akutné jen ve velkych toxickych davkach,
takze nepredstavuje nebezpeci pro organismy. Vyssi akutni toxicitu vykazuje stfibrny iont
v rozpustnych slouceninach, jako je napf. dusi¢nan stiibrny. Toxické je stfibro i pfi
dlouhodobém piisobeni, kdy pii vysokych koncentraci stfibra mliZze nastat otrava stfibrem tzv.
argyrie, kdy dochézi k ukladani stfibra ve vnitinich organech, zejména v jétrech.9

Nanocastice stiibra lze povazovat za kov, tudiz by neméli vykazovat toxické ucinky,
jenze diky svému velkému povrchu, ktery miize interagovat s biologickym systémem,
vykazuji silné biologické i¢inky. A proto toxicitu nanocéstic stiibra nemiizeme ztotoznit ani
s toxicitou pro kovové stfibro a ani s toxicitou pro rozpustné slouceniny stiibra. Ani v této
dob¢ neexistuji legislativné platné tidaje o toxicité nanocastic stiibra.’

Jako prvni byly zkoumany toxické ucéinky in vitro na eukaryotické burky.
Mechanismus G¢inku spoc¢iva v tvorbé kyslikovych radikalti a vyvolani oxidativniho stresu,
ktery mlzZe vést az k bunécné smrti. Dale mohou poskozovat bunéénou membranu a DNA,
jak jiz bylo zmin&no dfive.’

Mén¢ casté, ale velmi vyznamné testovani je zaméfené na toxicitu in vivo, které
vyzaduji testovani na laboratornich zvifatech, kdy se nejCastéji jednd o krysy, mySi ¢i
potkany. Bylo zjisténo, Ze toxicita nanocastic stiibra je zavisla na zpiisobu jeho podéani. Pfi
podani usty (peroraln€) je vyvoldna akutni toxicita pfi davkach v fadek stovky az tisice mg/kg

hmotnosti potkana. Pfi testovani byli potkani vystaveni riznym davkam nanocastic stiibra. Az
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do koncentrace 2000 mg/l nebyl prokazan zadny akutni toxicky Gcinek. Z nejvétsi ¢asti jsou
nanocastice vylouceny z téla ven a v mensi mife dochazi k absorpci v organech, zejména

Vv jatrech, ledvinach a tenkém streve. 9,26

2.2.7 Vyuziti

Nanocastice stiibra jsou Casto pouzivané nejen diky své biologické aktivité, ale také diky
svym unikdtnim vlastnostem, nejcastéji v chemické katalyze nebo elektronice. V chemické
katalyze jsou vyuzivané kvuli jejich velkému povrchu jako katalyzatorti pti chemickych
reakcich. Piikladem mutZze byt oxidace ethylenu na ethylenoxid. V elektronice své vyuziti
nasli zejména v realizaci 3D mikroelektromechanickych systému a elektrickych obvodi.*?

Pro detekci velmi nizkych koncentraci v roztoku je vyznamnd povrchem zesilend
Ramanova spektroskopie (SERS) a povrchem zesilend rezonan¢ni Ramanova spektroskopie
(SERRS). Jde o vysoce citlivé metody, které se pouzivaji ke stopovému stanoveni prvku
a studiu chemické struktury. Tyto metody vyuZzivaji materidly, které umoziuji dostatecné
povrchové zesileni. Pii volng vhodného materialu miize byt signal zesilen az 107 krat. Pfi
povrchovém zesileni dochazi k adsorpci molekuly na povrch koloidni ¢astice a nasledné dvou
mechanismiim. Chemicky mechanismus je spojen s pfenosem naboje mezi povrchem kovu
a adsorbovanou molekulou. U elektromagnetického mechanismu se ptedpokladd, ze dochazi

k zesileni elektromagnetického pole v okoli &astice. 122’
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu koloidniho stfibra byly pouzity tyto chemikalie: dusi¢nan stiibrny (p.a., Tamda
a.s.), hydroxid sodny (p.a., Lach-Ner s.r.o0.), amoniak (p.a., vodny roztok, min. 25 % (v/v),
(Lach-Ner s.r.0.), D (+) - maltosa monohydrat (p.a., Riedel-de Haén), destilovana voda.

Pro méfeni povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie se vyuzival chlorid sodny
(p. a., Sigma Aldrich).

K testovani antibakteridlni aktivity byla pouzita antibiotika dodand mikrobiologickym
ustavem Lékaiské fakulty UP v Olomouci — vankomycin, tetracyklin, erytromycin,
chloramfenikol, kolistin a ciprofloxacin. VSechna antibiotika mé¢la koncentraci 10000 mg/l a
byla rozpusténa ve vodé krom antibiotika chloramfenikolu, které bylo rozpusténo v ethanolu.

Kultivace probihala v Miieller-Hintonové bujonu. Pro ptipravu 1 litru bujonu bylo
potteba 5 g hovézi extraktu (Difco), 17,5 g kaseinového hydrolyzatu (HIMEDIA) a
destilovana voda. Po piipraveni bujonu dochazi k upraveni pH pomoci ptidavku 3 ml 20%
NaHCO; na piibliznou hodnotu 7,2. Vysledna smés je sterilizovana v autoklavu pii teploté
121 °C po dobu asi 20 minut.

K testovani antibakteridlni aktivity byly pouzity bakteridlni kmeny ze sbirky
Masarykovy Univerzity v Brn€ (Czech Collection of Microorganisms, Czech Republic),
jmenovité Staphylococcus aureus CCM 3953, Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955. Dale byly pouzity kmeny bakterii izolované z klinického materialu
pacient Fakultni nemocnice v Olomouci, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

epidermis 2, Enterococcus faecium (VRE) a Klebsiella pneumoniae (ESBL).

3.2 Experimentalni vybaveni

Pii méfeni velikosti pfipravenych nanocastic byl pouzit piistroj Zeta Potential Analyzer Zeta
Plus (Brookhaven Instrumentals Corporation, USA), ktery pracuje na principu dynamického
rozptylu svétla (DLS). UV/Vis absorpéni spektra nanocéstic stiibra byla zméfena pomoci
spektrofotometru Specord S 600 (Analytik Jena AG, Némecko), pracujici v jednopaprskovém
usporadani. Ramanova spektra byla pofizena na konfokalnim Ramanoveé spektrometru WITec

Alpha 300 R.
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Obr. 3: P¥istroj Zeta Potential Analyzer Zeta Plus pro méfeni velikosti &astic (a)?®, Ramaniv

konfokalni spektrometr WITec Alpha 300 R (b)® a spektrofotometr Specord S 600 (c)*

3.3 Priprava koloidniho stfibra

Pro ptipravu koloidniho stfibra o koncentraci 108 pg/ml byl pouzit modifikovany Tollenstiv
proces, kdy je redukovan diamminstfibrny komplex [Ag(NHs);]" redukujicim cukrem

maltosou v zdsaditém prostiedi.
Ag* + 2NH; > [Ag(NH3),]* - Ag’

Za stalého michani na magnetické michacce za laboratorni teploty (~25 °C) bylo smichano
v 50 ml kadince S5ml 0,005M roztoku AgNOss 1,25 ml 0,1M roztoku NHs;. Dale bylo pfidano
12,75 ml destilované vody, 1 ml 0,24M roztoku NaOH a vznikly komplex byl redukovan 5 ml
0,02M roztokem maltosy.

Dale bylo pfipraveno koloidni stfibro o koncentraci 54 pg/ml. Postup pfipravy byl
stejny jako u pfipravy stfibra o koncentraci 108 pg/ml pouze s tim rozdilem, ze zde byly
pouzity polovi¢ni objemy zdsobnich roztokli, krom roztoku NaOH, kterého bylo pouzito

800pl.
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U vSech pfipravenych nanocéstic byla prométena primérna velikost pomoci metody
dynamického rozptylu svétla, dale pH a UV/VIS absorpéni spektra (desetindsobné ziedénych

roztoktli pro koncentraci 108 mg/l a petindsobné zfedénych pro 54 mg/l).

3.4 Priprava vzorki pro testovani antibakterialni aktivity

Pro testovani antibakterialni aktivity byly piipraveny série vzorki obsahujicich koloidni
stiibro o koncentraci 54 mg/l a antibiotikum o koncentracich 5,4 mg/l, 13,5 mg/l ¢i 54 mg/I.
Pro testovani bylo vyuzito Sest druhd antibiotik liSicich se v mechanismu u¢inku a chemické
struktuie — ciprofloxacinu (CIP), chloramfenikol (CMP), kolistin (COL), erytromycin (ERY),
tetracyklin (TET) a vankomycin (VAN). Byly pouzity dvé metody piipravy vzorkd pro
biologické testovani. U prvni metody doSlo ke smichéni koloidniho stiibra S pozadovanou
koncentraci antibiotika az po vyredukovani veskerého stfibra. V druhé metod¢ byla
pozadovana koncentrace antibiotika ptidana béhem redukce samotného stiibra, a to pred

piidavkem reduk¢niho ¢inidla.

3.5 Testovani antibakterialni aktivity

K testovani antibakterialni aktivity byla pouzita standardni diluéni metoda v Miieller-
Hintonové bujonu, kterou provadéli pracovnici Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci.

Na zakladé této metody se stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testované
latky, pti které dochazi k viditelnému potlaceni rustu bakterie. Pfi testovani dochazi
k rozfed'ovani testované latky geometrickou fadou (2x az 2048x) v kultivaénim bujonu
na mikrotitratni desticce (obr. 4). Kbiologickému testovani byla pouzita disperze
o0 koncentraci 54 mg/l, coz znamena, ze byly testovany koncentrace stiibra v intervalu od 27
mg/l do 0,026 mg/l. Po roziedéni disperze se do jamek mikrotitraéni desticky ockuje piislusna
bakterie. Na desti¢ky je nanaSeno standardni mnoZstvi mikroba 10°°® CFU/ml. Hodnota

v

koncentrace testované latky, u které byla pozorovana inhibice ristu bakterie.
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Obr. 4: Snimek mikrotitra¢ni desti¢ky pri testovani antibakterialni aktivity. Svétlé tecky

v jamkach ukazuji na rist bakterie a jamky bez te¢ek na inhibici ristu bakterie.’

3.6 Ramanova spektroskopie a povrchem zesilena Ramanova
spektroskopie

Me¢éireni Ramanovych spekter bylo provadéno za pouziti laseru o vinové délce 633 nm na
konfokalnim Ramanové spektrometru. Vzorky byly méfeny 1 mm pod povrchem
v 96jamkové desticce prekryté krycim sklickem. Pocet méfenych akumulaci byl nastaveny na
hodnotu 10 s integra¢nim casem 10 s.

Ramanska spektra bez efektu zesileni byla potfizena pro roztoky antibiotik o
koncentraci 10 g/l jak ve vodném roztoku, tak i v pevném stavu po vysuseni. Pro SERS
experimenty byly pouZity pfipravené nanocastice stfibra o koncentraci 108 mg/l, antibiotika o
koncentracich 10 g/l a 2M roztok chloridu sodného. Postup piipravy byl nasledujici: do 10 ml
zkumavky bylo odpipetovano 1,85 ml koloidniho stfibra (konecna koncentrace 20 pg/l), poté
byla pfidana destilovana voda v takovém mnozstvi, aby byl celkovy objem po ptidavku
chloridi a antibiotika 10 ml. Takto zfedéna disperze koloidniho stfibra byla aktivovana
ptidavkem chloridovych iontl o objemu 0,5 ml (kone¢nd koncentrace 100 mmol/l), poté byla
smés promichédna, a nakonec bylo pfiddno 0,2 ml daného antibiotika (kone¢nad koncentrace

200 mg/1). Takto pfipravend smés byla ihned zméfena na Ramanové spektrometru.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Priprava a charakterizace nanocastic stribra

Koloidni disperze nanocastic stiibra byla pfipravena modifikovanym Tollensovym procesem,
jehoz princip spocivd v redukci diaminstiibrného komplexu maltosou. Disperze byla
pfipravena ve dvou koncentracich, a to o koncentraci 108 mg/l a 54mg/l. Thned po ptiprave
byla prométena velikost, absorpéni spektrum. Primérné velikost pfipravenych nanocastic o
koncentraci 108 mg/l byla 29 nm a nanocastic o koncentraci 54 mg/l byla 27 nm. Velikost
Castic stiibra byla ovéfena i1 elektronovou mikroskopii (obr. 5). Obé disperze s riznou
koncentraci stiibra vykazovaly stejnou hodnotu pH = 11,4. Na absorp¢nim spektru byl
zachycen charakteristicky pik pro nanocastice stfibra, jehoz maximum lze pozorovat pii

vinové délce 410 nm (obr. 6).

Obr. 5: TEM snimek nano¢astic stfibra z disperze o koncentraci 108 mg/l (vlevo) a 54 mg/l
(vpravo)
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Obr. 6: UV-Vis spektrum pripravenych nanoc¢astic (a) o koncentraci 108 mg/1 a (b) o
koncentraci 54 mg/l

4.2 Priprava a charakterizace nanocastic stiibra s obsahem
antibiotik

Pii ptipravé vzorkll nanocastic stiibra v kombinaci s antibiotiky byl sledovan vliv antibiotik
na velikost a stabilitu nanoc¢astic stiibra pomoci méteni velikosti ¢astic a absorpcnich spekter.
Primérna velikost nanocastic stiibra s obsahem antibiotik se nepatrné zvysila na hodnotu 34
nm, coz muze byt zplsobeno mirnou agregaci Castic. Absorpéni pas charakteristicky pro
nanocastice v nékterych piipadech vykazoval men$i posun k vy$§im vinovym délkdm a
soucasn¢ doslo k nartistu absorbance v rozsahu vinovych délek 450 nm az 700 nm. Tento jev
byl pozorovan pouze v piipadé nejvyssi koncentrace antibiotika 54 mg/l a pouze v ptipadé
pfidavku antibiotika po syntéze nanoCastic stiibra. Tento trend vykazovaly disperze
nanocastic stiibra po pfidavku vSech pouzitych antibiotik. JelikoZ posun nebyl vyrazny, lze
usuzovat, ze tento mirny posunu maxima byl vyvolan adsorpci antibiotika na povrch
nanoCastic stiibra ¢i casteCnym ovlivnénim stability. Na ndésledujicich obrazcich jsou
znazornéna spektra pouze pro nejvyssi pouzitou koncentraci antibiotika a to 54 mg/l
vV kombinaci. Porovnavany jsou spektra koloidniho stiibra o koncentraci 54 mg/l se spektry
koloidniho stfibra v kombinaci s antibiotikem pfipravenou pomoci metody A, kdy doslo
pouze ke smichani vzorkid a metody B, kdy antibiotikum bylo pfidano do reakéni smési

béhem redukce.
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Obr. 7: UV-Vis spektra nanocastic stiibra o koncentraci 54 mg/l s porovnanim nanodastic
stiibra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s ciprofloxacinem o koncentraci 54 mg/l pripravené

pomoci obou metod
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Obr. 8: UV-Vis spektra nanocastic stfibra o koncentraci 54 mg/l s porovnanim nanoc¢astic
stiibra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s chloramfenikolem o koncentraci 54 mg/1 pFipravené

pomoci obou metod
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Obr. 9: UV-Vis spektra nanocastic stfibra o koncentraci 54 mg/l s porovnanim nano¢astic

stiibra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s kolistinem o koncentraci 54 mg/l pripravené pomoci

obou metod
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Obr. 10: UV-Vis spektra nanocastic stiibra o koncentraci 54 mg/l s porovnanim nanoc¢astic
stiibra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s erytromycinem o koncentraci 54 mg/1 pfipravené

pomoci obou metod
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Obr. 11: UV-Vis spektra nanocastic stfibra o koncentraci 54 mg/l s porovnanim nanocastic
stiibra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s tetracyklinem o koncentraci 54 mg/l p¥ipravené

pomoci obou metod
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Obr. 12: UV-Vis spektra nanocastic stifibra o koncentraci 54 mg/l s porovnanim nanoéastic
stiibra o koncentraci 54 mg/l v kombinaci s vankomycinem o koncentraci 54 mg/1 piipravené

pomoci obou metod



4.3 Antibakterialni aktivita

K testovani antibakteridlni aktivity byla pouzita standardni dilu¢ni metoda v Miieller-
Hintonové bujonu, kterou provadéli pracovnici Ustavu mikrobiologie Lékatské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci.

Na zaklad¢ ziskanych minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) nanocastic stiibra
a antibiotik je vypocitana frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC), podle které dochazi k rozdéleni
spole¢ného pusobeni antibakterialniho efektu nanocastice stiibra a antibiotika do c¢tyfech
skupin na efekt synergicky (<0.5), aditivni (>0.5 az <1), indiferentni (>1 az <2) nebo

antagonisticky (>2):

MIC lé¢iva A v kombinaci MIC léCiva B v kombinaci

FIC = +
MIC léc¢iva A samotného MIC lécCiva B samotného

V tabulkach zobrazenych nize jsou uvedeny frakéni inhibi¢ni koncentrace pro testovana
antibiotika ve tfech moznych koncentracich (54 mg/l, 13,5 mg/l a 5,4 mg/l) v kombinaci
S koloidnim stifibrem o koncentraci 54 mg/l. Porovndvany jsou dvé metody ptipravy vzorku
pro testovani. Pfi metodé A dosSlo ke smichani koloidniho stfibra a antibiotika o zvolené
koncentraci az po dokonceni redukce a pti metodé B se antibiotikum piidalo do reakéni smési
pted zahdjenim redukce (pfed nastfikem redukéni latky).

V ptipadé kombinace nanocastic stfibra o koncentraci 54 mg/l s kolistinem byl
zjistény silny synergicky efekt proti bakterii Pseudomonas aeruginosa (532), Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 a Klebsiella pneumoniae (ESBL) (2486) ve vSech testovanych
hodnoty FIC dosazené v testovani. Proti bakterii Pseudomonas aeruginosa (532) se
nejucinnéjsi kombinaci ukazala kombinace antibiotika o koncentraci 54 mg/l, kdy pro metodu
A hodnota FIC byla 0,064 a pro metodu B 0,031. VU¢i tetované bakterii Escherichia coli
CCM 3954 byl synergicky uc¢inek pozorovan jen u koncentrace 5,4 mg/l, v ostatnich

ptipadech se jednalo pouze o aditivni u¢inek.
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Tabulka 2: Frakéni inhibiéni koncentrace kombinace nanoéastic stiibra a kolistinu

Koncentrace antibiotika COL (mg/l)

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4
metoda A metoda B
Escherichia coli CCM 3954 0,650 0,859 0,220 0,900 0,750 0,102
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 0,271 0,196 0,280 0,163 0,271 0,064
Pseudomonas aeruginosa (532) 0,064 0,441 0,326 0,031 0,220 0,163

Klebsiella pneumoniae (ESBL) (2486) 0,064 0,280 0,131 0,064 0,280 0,131

Silny synergicky efekt nanocastic stiibra a kolistinu Ize s nejvétsi pravdépodobnosti
pfi¢ist podobnému mechanismu Géinku obou antibakterialnich latek, ktery se v okamziku
jejich kombinace nasobi. Nanocastice stfibra naruSuji bunécnou sténu a membranu a zvysuji
jejich propustnost. Stejné tak kolistin, jako polypeptidové antibiotikum (obr. 13), naruSuje
bunécnou sténu vytésnénim dvoumocnych iontd z lipopolysacharidi a fosfolipidi. Pfi
interakci s bunéénou membranou pak pusobi jako detergent, ¢imZz vyvolava solubilizaci

membrany.

NH HN
H3C
H3C NH O
HQN
HaC—/ )
OHO

NH,

Obr. 13: Struktura kolistinu

Vzhledem kvelkému mnozstvi funkénich skupin, jako je aminoskupina ¢i
hydroxylova skupina, v molekule kolistinu je pravdépodobné, Ze se toto antibiotikum miize
ptes n€které funkeni skupiny velice dobie vazat na povrch nanocastic stiibra prostiednictvim
kovalentni ¢i koordinaéné kovalentni vazby. Zdali k takové interakci dochazi ¢i nikoli bylo
posuzovano na zaklad¢ srovnani Ramanovych spekter kolistinu bez a s efektem povrchového
zesileni pomoci nanocastic stfibra. Ramanova spektra Cistého kolistinu jsou uvedena na
obrazku 14, kde jsou patrné pasy charakteristické pro napf. aminoskupinu (750 cm™, 1048

cm™). BohuZel v ptipad¢ povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie bylo ziskdno spektrum
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bez vyraznych vibracnich past a nelze tak toto spektrum interpretovat a porovnat se spektrem

kolistinu bez efektu povrchového zesileni.
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Obr. 14: Ramanovo spektrum kolistinu v porovnani s povrchem zesilenym Ramanovym

spektrem kolistinu na nanodasticich stéibra

Z vysledkli kombinace vankomycinu a nanocastic stfibra synergicky ucinek nebyl
pozorovan i pres fakt, Ze mechanismus ptsobeni vankomycinu spoc¢iva v inhibici bunééné
sttny a je mozné tak ocekavat vzhledem ke stejnému mechanismu uU¢inku nasobny
antibakterialni efekt jako tomu bylo u kolistinu. Ve vétSin€ piipadd byl pozorovan
indiferentni ¢i dokonce antagonisticky efekt. Divodem muze byt takova interakce nanoc¢astic
stiibra s vankomycinem, ktera ovlivni strukturu molekuly vankomycinu, ktery nasledné ztraci

schopnost specifického t€inku inhibovat proces tvorby bunécéné stény.
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Tabulka 3: Fraké¢ni inhibi¢ni koncentrace kombinace nanocastic stfibra a vankomycinu

Koncentrace antibiotika VAN (mg/l)

54 13,5 5,4 54 13,5 54
metoda A metoda B
Enterococcus faecalis CCM 4224 0,531 1,250 2,600 4,249 2,499 1,300
Staphylococcus aureus CCM 3953 1,250 2,000 2,800 4,999 1,000 0,700
Staphylococcus epidermidis 1 (879) 2,125 2,500 2,600 4,249 1,250 2,600
Staphylococcus epidermidis 2 (901) 1,125 0,750 0,900 2,249 1,500 0,900
Staphylococcus aureus (MRSA) (4591) 2,063 1,125 2,100 4,125 1,125 2,100

Pro studium vlivu nano¢astic stéibra na strukturu molekuly vankomycinu (obr. 15)

byla opét aplikovana Ramanova a povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (obr. 16).

Pomoci této metody mizeme porovnat Ramanovo spektrum vankomycinu s povrchové

zesilenym Ramanovym spektrem a nasledné zmény v molekule vancomycinu vedouci k jeho

pfipadné inaktivaci. Bohuzel, ani v tomto Vv pifipadé se nepodafilo namé&fit SERS spektrum

vankomycinu a neni tak mozné prokazat ¢i vyloucit vliv nanocastic sttibra na tuto molekulu.

o
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Obr. 15: Struktura vankomycinu
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Obr. 16: Ramanovo spektrum vankomycinu v porovnani s povrchem zesilenym Ramanovym

spektrem vankomycinu na nano¢asticich st¥ibra

Z vysledkt FIC kombinace nanocastic stfibra o koncentraci 54 mg/1 a ciprofloxacinu o
ttech riznych koncentraci nebyl zjistén zadny synergicky efekt jak pii pouziti prvni metody
ptipravy, tak i druhé. Tato kombinace antibakteridlnich latek vykazuje pouze efekt aditivni,
indiferentni ¢i dokonce antagonisticky. Ve Ctyfech piipadech se jednalo o aditivni efekt a ve
zbylych pfipadech prevladal indiferentni efekt. Silny antagonisticky ucinek vykazuje
kombinace s antibiotikem o koncentraci 5,4 mg/l u metody A, zplusobeny vysokymi

hodnotami minimalnich inhibi¢nich koncentraci antibiotika v kombinaci.

Tabulka 4: Frakéni inhibiéni koncentrace kombinace nanocastic stiibra a ciprofloxacinu

Koncentrace antibiotika CIP (mg/I)

54 13,5 5,4 54 13,5 5,4
metoda A metoda B
Enterococcus faecalis CCM 4224 1,031 1,125 4,199 1,520 2,250 1,050
Staphylococcus aureus CCM 3953 1,063 0,623 5,199 1,063 1,250 0,650
Escherichia coli CCM 3954 1,002 1,500 1,200 1,002 1,250 1,733
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 1,008 2,044 3,439 1,008 2,044 0,859
Pseudomonas aeruginosa (532) 1,008 2,101 1,740 1,008 4,163 1,748
Staphylococcus epidermidis 1 (879) 1,500 3,000 1,200 1,500 1,500 1,200
Staphylococcus epidermidis 2 (901) 2,025 1,031 3,469 2,025 2,072 1,733
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Mechanismus plisobeni ciprofloxacinu na bakterie spociva v inhibici enzymi nutnych pro
syntézu nukleovych kyselin, blokuje tedy replikaci DNA. Tento slozity chemicky proces se
odehrava hluboko uvnitf bakterialni buiiky. Nanocastice stiibra vzhledem ke své velikosti
pravdépodobné nepronikaji k DNA anebo ji nijak negativné neovliviiuji a nemtze na této
urovni synergicky pusobit s antibiotikem. Piipadné naruseni bunécné stény nanocasticemi
stiibra a zvySeni permeability bakteridlni st€ény a membrany, coz je typicky a charakteristicky
mechanismus antibakteridlniho u€inku nanocastic stiibra, evidentné nepostacuje k vyvolani
synergického efektu. Toto tvrzeni potvrzuji 1 minimalni inhibi¢ni koncentrace cistych
nanoCastic stiibra, které jsou velmi podobné tém v kombinaci. Navic vzhledem
k antagonistickému efektu pii koncentraci 5,4 mg/l ciprofloxacinu v disperzi je velmi
pravdépodobné, ze se antibiotikum castecné anebo kompletn¢ vaze na povrch nanocastic
stiibra, ¢imz dojde ke sniZeni koncentrace volného antibiotika a zabranéni jeho vstupu na
cilové misto do nitra bunky.

Pro objasnéni interakce mezi nanocasticemi stiibra a molekulou ciprofloxacinu (obr.
17), byla pofizena Ramanova spektra ciprofloxacinu v porovnani s povrchem zesilenym
Ramanovym spektrem (obr. 18). V Ramanové spektru se projevuje vazba C=C silnou vibraci
v oblasti 1660-1580 cm™ a vazba C-F pii vibracich 1445-1385 cm™. Tyto vazby lze
pozorovat jak v Ramanském spektru, tak pifi SERSu, s nejvétsi pravdépodobnosti se tyto
vazby neméni. V Ramanové spektru se vyskytuje silny pas pii 1080 cm™, ktery se ve spektru
SERS nevyskytuje. Dale je v SERS spektru vyrazné méné intenzivni pas pii 1387 cm™. Tyto
vibracni pasy lze ptifadit vazbé C-N, je tedy pravdépodobné, Ze mezi nanocastici stfibra a

antibiotikem dochdazi k interakci pfes atom dusiku.

OH

Obr. 17: Struktura ciprofloxacinu
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Obr. 18: Ramanovo spektrum ciprofloxacinu v porovnani s povrchem zesilenym Ramanovym

spektrem ciprofloxacinu na nanoéasticich stfibra

V ptipadech, kdy jsme pouZzili do kombinace s nanocasticemi stfibra o koncentraci 54
mg/l chloramfenykol, erytromycin nebo tetracyklin, nebyl pozorovany zadny synergicky
efekt. Ve vétSiné ptipadll hodnoty FIC byly tak velké, Ze se jedna o silny antagonisticky
ucinek proti vSem bakteriim, ve vSech testovanych kombinacich, coz je zplsobeno
nékolikanasobné vyss§imi MIC danych antibiotik v kombinaci oproti MIC samotnych

antibiotik.
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Tabulka 5: Frakéni inhibiéni koncentrace kombinace nanoéastic stfibra a chloramfenikolu

Koncentrace antibiotika CMP (mg/l)

54 13,5 5,4 54 13,5 54
metoda A metoda B
Enterococcus faecalis CCM 4224 2,250 3,000 4,199 2,250 1,500 1,800
Staphylococcus aureus CCM 3953 2,000 1,250 5,199 1,000 0,625 1,550
Escherichia coli CCM 3954 2,125 1,250 2,923 1,063 1,250 1,630
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 1,500 2,250 3,736 0,750 1,125 2,525
Pseudomonas aeruginosa (532) 1,250 2,125 7,000 1,250 2,125 1,025
Staphylococcus epidermidis 1 (879) 0,625 2,000 1,200 1,250 1,000 1,400
Staphylococcus epidermidis 2 (901) 0,625 2,000 3,857 0,625 1,000 1,400
Staphylococcus aureus (MRSA) (4591) 1,500 3,000 3,469 1,500 1,500 1,200
Tabulka 6: Fraké¢ni inhibi¢ni koncentrace kombinace nanodastic stfibra a erytromycinu
Koncentrace antibiotika ERY (mg/l)
54 13,5 5,4 54 13,5 5,4
metoda A metoda B
Enterococcus faecalis CCM 4224 4,124 4,499 4,199 2,063 4,499 2,100
Staphylococcus aureus CCM 3953 2,125 1,250 5,199 2,125 2,500 0,650
Staphylococcus epidermidis 2 (901) 0,750 2,250 1,050 0,750 1,125 1,050
Tabulka 7: Fraké¢ni inhibi¢ni koncentrace kombinace nanodastic stfibra a tetracyklinu
Koncentrace antibiotika TET (mg/l)
54 13,5 5,4 54 13,5 54
metoda A metoda B
Enterococcus faecalis CCM 4224 5,865 2,216 7,486 2,932 2,216 7,486
Staphylococcus aureus CCM 3953 2,072 1,125 8,429 2,072 4,519 1,527
Escherichia coli CCM 3954 1,031 0,563 1,044 2,063 1,125 1,131
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 2,383 7,691 2,138 6,191 3,847 1,069
Pseudomonas aeruginosa (532) 3,383 4,847 0,785 3,347 4,847 0,784
Staphylococcus epidermidis 1 (879) 2,972 3,347 3,277 2,972 3,347 0,819
Staphylococcus aureus (MRSA) (4591) 2,025 2,072 3,469 2,025 2,072 1,433
Enterococcus faecium (VRE) (1324) 1,437 3,061 1,743 1,437 3,061 7,486
Klebsiella pneumoniae (ESBL) (2486) 1,652 2,804 6,191 5,828 6,203 2,780

Mechanismus pusobeni téchto antibiotik na bakterie spoc¢iva v inhibici syntézy proteini

na ribozomech, tudiz uvnitf bunky bakterie. Vzhledem Kk velikosti nanocastic stfibra a
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vzhledem k mechanismu ptsobeni, ktery spocivd v naruSeni bunécné stény, nemuze dojit
K priniku do nitra buiiky a posileni t¢inku antibiotika. Z porovnani vysledkii minimalnich
inhibi¢nich koncentraci Cistych nanocastic stfibra a v kombinaci, 1ze jenom potvrdit, Ze
synergicky ucinek pro tyto antibiotika je velmi nepravdépodobny.

Pro objasnéni struktur antibiotik v kombinaci s nanocasticemi se vyuzilo srovnani Ramanova
spektra antibiotik a povrchem zesilenda Ramanova spektra. Bohuzel v piipadé erytromycinu
(obr. 19) nebylo zaznamenano kvalitni SERS spektrum (obr. 20) a proto nelze posuzovat vliv

nanocastic stiibra na molekulu erytromycinu.

Obr. 19: Struktura erytromycinu
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Obr. 20: Ramanovo spektrum erytromycinu v porovnani s povrchem zesilenym Ramanovym

spektrem erytromycinu na nanodasticich stitibra
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V piipadé spekter chloramfenikolu (obr. 21), které je rozpusténé v ethanolu, jsou na
Ramanovych spektrech (obr. 22) patrné piky odpovidajici pravé tomuto rozpoustédlu
s charakteristickym pikem 884 cm™. Bohuzel v povrchem zesilenym Ramanové spektru se
vyskytuji vibrace pro ethanol, které nam zakryvaji vibrace pro molekulu chloramfenikolu a

nemtizeme tak porovnavat vliv nanocastic stfibra na chloramfenikol.
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Obr. 21: Struktura chloramfenikolu
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Obr. 22: Ramanovo spektrum chloramfenikolu v porovnani s povrchem zesilenym Ramanovym

spektrem chloramfenikolu na nanoéasticich st¥ibra
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U meéfeni tetracyklinu (obr. 23) se podafilo naméfit SERS spektrum $ intenzivnimi

piky 1273

cm™ a 1307 cm™ které Ize piifadit ke skupinim ketontim a alkoholtim. Dalsim

intenzivnim pikem je zde 1583 cm?, ktery odpovida amidim. Tento pik je mirné¢ posunuty

oproti piku v Ramanském spektru tetracyklinu (obr. 24). Je pravdépodobné, ze molekula

tetracyklinu interaguje s nanoc¢asticemi stiibra pravé pies atom dusiku.

i

Relativni intenzita

Obr. 24:
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Obr. 23: Struktura tetracyklinu
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Ramanovo spektrum tetracyklinu v porovnani s povrchem zesilenym Ramanovym

spektrem tetracyklinu na nano¢asticich stfibra
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5. Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo studium antibakteridlni aktivity nanocastic stiibra
v kombinaci s antibiotiky a urceni, zda se jedna o synergicky, aditivni, indiferentni ¢i
antagonisticky ucinek. Dalsi ¢ast prace spocCivala v objasnéni interakce mezi nanocasticemi
stiibra a antibiotikem pomoci UV-VIS spektroskopie a povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie.

Pro testovani byly pouzity nanocastice stifibra o koncentraci 54 mg/l ptipravené
modifikovanym Tollensovym postupem za pouziti redukcni latky maltosy. Vybrano pro
biologické testovani bylo Sest antibiotik — vankomycin, tetracyklin, erytromycin,
chloramfenikol, kolistin a ciprofloxacin, ve tfech riznych koncentracich, 54 mg/l, 13,5 mg/l a
5,4 mg/l. Vzorky byly pfipraveny pomoci dvou metod, kdy prvni metoda (metoda A)
spocivala ve smichani nanocastic stiibra S pozadovanou koncentraci ATB a druha (metoda B)
v piidani ATB do reakéni smési pied pfidanim redukéni latky. K testovani antibakterialni
aktivity byla pouzita standardni dilu¢ni metoda v Miieller-Hintonové bujonu proti vybranym
11 druhiim bakterii.

Silny synergicky uc¢inek byl pozorovan u antibiotika kolistinu, kde hodnoty frakéni
inhibi¢ni koncentrace vici bakterii Pseudomonas aeruginosa (532) mély hodnotu 0,064 pro
metodu A a az 0,031 pro metodu B. Synergicky Géinek kombinace kolistinu s nano¢asticemi
sttibra je pravdépodobné dan podobnym mechanismem uc¢inku, ktery spociva v naruseni
bunécné stény.

U ostatnich testovanych antibiotik nebyl zjistén synergicky tcinek, ve vétSiné piipadi
se jednalo o indiferentni nebo az antagonisticky efekt. Vysledek souvisi s mechanismem
ucinku samotnych antibiotik, ktery se odehrava v nitru bunky a vzhledem k velikosti
nanocastic stfibra a jeho u¢inku na povrchu bakterie nemtze dojit k pozitivnimu ovlivnéni
ucinku. Pro objasnéni vlivu nanocastic stfibra na molekuly antibiotik byly porovnany
Ramanovy spektra s povrchové zesilenymi Ramanovymi spektry ciprofloxacinu a
tetracyklinu. V obou ptipadech byly v Ramanovych spektrech antibiotik nalezeny silné
vibrace odpovidajici skupinam s dusikem, které se v interakci s nanocasticemi stéibra méni. Je
tedy pravdépodobné, Ze antibiotika interaguji s nanocasticemi stiibra prave pies atom dusiku a

muze tak dojit k ovlivnéni jejich ucinnosti.
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6. Summary

The aim of this bachelor’s thesis was to investigate the antibacterial activities of silver
nanoparticles in combination with antibiotics and to determine whether their effect is
synergic, additive, indifferent or antagonistic. The second part of the thesis lied in clarifying
the interaction between the antibiotic and nanoparticles we used UV-VIS spectroscopy and
surface-enhanced Raman spectroscopy.

For testing we used silver nanoparticles in concentration of 54 mg/l prepared by
modified Tollens method using maltose as reduction agent. For biological testing six
antibiotics were chosen - vancomycin, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol, colistin
and ciprofloxacin, in three different concentrations of 54 mg/l, 13,5 mg/l and 5,4 mg/l. The
samples were prepared using two methods; the first one (method A) consisted of mixing the
silver nanoparticles with the required concentration of the antibiotic and in the second method
(method B) the antibiotic was added to the reaction mixture prior to the addition of reduction
substance. The antibacterial activity was tested using standard dilution method in Mueller-
Hinton Broth against eleven chosen types of bacteria.

Strong synergic effect was observed for the colistin antibiotic, where the values of
fractional inhibitory concentrations against bacteria Pseudomonas aeruginosa (532) were
calculated at 0.064 for method A and up to 0.031 for method B. The synergic effect of the
combination confirms the working mechanism of silver nanoparticles which consists of
disruption of cell walls.

There was no synergic effect found at other tested antibiotics, in the majority of cases
the effect was indifferent or even antagonistic. The results are related to the work mechanisms
of the antibiotics themselves, which happen inside the cell and given the size of silver
nanoparticles and its effect on the surface of bacteria there cannot be any positive impact on
the effect. For the clarification of possible interaction between the antibiotic and
nanoparticles were compared Raman spectra with surface-enhanced Raman spectra of
ciprofloxacin and tetracycline. In both cases, in Raman spectra of antibiotics were founded
strong vibrations corresponding to nitrogen groups which change in interaction with silver
nanoparticles. It is probably that antibiotics interact with silver nanoparticles just over the

nitrogen atom and it can influence their effectiveness.
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8. Seznam pouzitych zkratek

CIP
CMP
COL
DNA
DLS
ERY
FIC
MIC
ROS
SERS
TEM
TET
UV-VIS

VAN

ciprofloxacin

chloramfenikol

kolistin

deoxyribonukleova kyselina
dynamicky rozptyl svétla
erytromycin

frak¢ni inhibi¢ni koncentrace
minimalni inhibi¢ni koncentrace
reaktivni formy kysliku

povrchem zesilena Ramanova spektroskopie
transmisni elektronova mikroskopie
tetracyklin

ultrafialovo-viditelna oblast

vankomycin
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