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rezistence spočívá v produkci proteinu flagelinu, který vyvolává agregaci a nárůst 

velikosti AgNP, které tak ztrácí své antibakteriální účinky.  

Celkový náhled na biologickou aktivitu AgNP uzavírá studium jejich chronické 
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AgNP vůči D. magna na základě sledování jejich viability a reprodukce. Získané 

výsledky prokázaly zásadní vliv kultivačního média na stabilitu a krystalinitu AgNP, 

které výrazně ovlivňovaly chronickou toxicitu AgNP. 
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Úvod 

Nanočástice stříbra (AgNP) získaly v posledních desítkách let velkou pozornost 

mimo jiné díky jejich výrazné antimikrobiální aktivitě. Jejich fyzikálně-chemické vlastnosti 

je předurčují k využití na poli optiky, katalýzy a v biologických aplikacích, jako je buněčné 

značení, zobrazovací metody apod. Spolu se snadnou výrobou a manipulací se staly 

nejpopulárnějším nanomateriálem a podle seznamu CPI (Nanotechnology Consumer 

Products Inventory) jsou součástí nejvíce komerčních produktů s antibakteriání úpravou.1 

Očekává se, že v budoucnu se uplatní při léčbě rakoviny, diabetu a jiných chorob. 

Nespočet studií dokazuje baktericidní účinky nanočástic stříbra proti mnoha druhům 

bakterií napadajících člověka a jiné živočichy. Patří mezi ně i multirezistentní kmeny, jako 

je methicillin rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA)2, Salmonella typhus rezistentní k 

chloramphenicolu, amoxycilinu a trimethoprimu apod3. 

V současnosti je předmětem výzkumu i synergický účinek nanočástic stříbra a 

antibiotik. Masové a nezodpovědné používání antibiotik vedlo k vývoji a rychlému rozšíření 

bakteriální rezistence vůči mnoha antibiotikům. Rostoucí rezistence bakterií k antibiotikům 

v současnosti patří k nejzávažnějším problémům zdravotní péče. Účinek antibiotik 

nebezpečně klesá a je třeba nalézt nová řešení v boji proti infekčním chorobám. Slibným 

řešením problematiky vzrůstající bakteriální odolnosti je obnovení účinku antibiotik pomocí 

kombinace s jinou antibakteriální látkou. Kombinace antibiotik s AgNP přináší několik 

výhod, mezi něž patří minimalizace požadované dávky antibiotika, potlačení vývoje 

bakteriální rezistence a zvýšení efektivity podávaného antibiotika. Část disertační práce se 

proto zabývá studiem zvýšené aktivity antibiotik v kombinaci s AgNP. 

Předpokládané využití AgNP samostatně nebo v kombinaci s antibiotiky při léčbě 

infekcí vedlo k myšlence ověřit, zda si bakterie mohou k AgNP také vytvořit rezistenci 

stejně jako k antibiotikům.  Další podstatné téma disertační práce je tedy zaměřeno na vznik 

a popis mechanismu rezistence bakterií k AgNP po dlouhodobé a opakované expozici 

AgNP.  

Vzhledem k rozsáhlému využití AgNP lze předpokládat, že se částice budou 

uvolňovat do životního prostředí. Úniky AgNP do životního prostředí z průmyslu 

a z domácností byly několikrát popsány, jedná se např. o kosmetické a hygienické produkty 

a praní oblečení s obsahem stříbra.4,5 Toxicita AgNP je proto intenzivně studována a mnoho 

těchto studií jednoznačně prokázalo vysokou toxicitu k vodním organismům, jako jsou řasy, 
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sinice, vodní rostliny, mlži, korýši a ryby apod. AgNP mohou mít také nežádoucí vliv na 

půdní bakterie na polích nebo např. bakterie v čističkách vod. 

V disertační práci jsem se zaměřila na studium chronické toxicity AgNP vůči 

D. magna v závislosti na koncentraci růstového média, které výrazně ovlivňuje jejich 

stabilitu a tím ve výsledku jejich dlouhodobou toxicitu. Složení růstového média, jeho 

koncentrace a přítomnost stabilizačních látek ovlivňuje stabilitu AgNP a mění tak nejen 

jejich fyzikálně-chemické vlastnosti, ale i ty biologické, v tomto případě jejich toxicitu. 
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1. Nanočástice stříbra 

Nanotechnologie jako vědní obor prochází v posledních letech prudkým rozvojem a 

neustále přichází s novými poznatky, které znamenají významný pokrok např. pro medicínu, 

vědecké aplikace, ale i pro běžného spotřebitele. 

Nanoobjekty (objekty o rozměrech 1 až 100 nm) se vyznačují odlišným fyzikálně-

chemickým chováním od makroobjektů (objemových materiálů). Důvodem těchto odlišností 

je vzrůstající podíl atomů na povrchu částice ku celkovému počtu atomů s klesajícím 

rozměrem částice a vzrůstající vliv kvantových efektů na magnetické, elektrické a optické 

vlastnosti. Důležité postavení mají nanočástice kovů, zejména nanočástice stříbra, které jsou 

snadno a levně připravitelné, stabilní a dají se využít např. v heterogenní katalýze, povrchem 

zesílené Ramanově spektroskopii nebo v biologických aplikacích. Své místo si však 

vydobyly také jiné nanočástice kovů, např. ruthenia s jejich protinádorovým působením, 

palladia s katalytickými vlastnostmi nebo nanočástice mědi, niklu a platiny. Mezi významné 

vlastnosti nanočástic stříbra pak patří vysoká elektrická a tepelná konduktivita, schopnost 

zesilovat Ramanův rozptyl, katalytická aktivita a nelineární optické chování.6 

Při interakci elektromagnetického záření s nanočásticemi dochází současně k jeho 

absorpci a rozptylu do všech směrů beze změny energie. Absorpci a rozptyl světla na malých 

kovových částicích spojených s existencí povrchového plazmonu teoreticky vysvětlil Mie 

v roce 1908 řešením Maxwellových rovnic. Intenzivní zbarvení zejména vodných disperzí 

nanočástic kovů je způsobeno povrchovou plazmonovou rezonancí (SPR).7,8 Povrchový 

plazmon je jev, který se vysvětluje jako koherentní oscilace vodivostních elektronů po 

interakci s dopadajícím elektromagnetickým zářením (obr. 1). Elektrony se pohybují ve fázi 

shodné s budící vlnou, a pokud je frekvence tohoto elektromagnetického pole v rezonanci 

s koherentním pohybem elektronů, dojde k silné absorpci záření. Pro nanočástice stříbra 

nastává rezonance ve viditelné části spektra a částice ve vodné disperzi se tak jeví barevné.7,9 

S rostoucí velikostí částic dochází k posunu maxima plazmonové absorpce k vyšším 

vlnovým délkám (obr. 2). Lokalizovaná povrchová plazmonová rezonance vede ke zvětšení 

absorpčního a rozptylového průřezu pro elektromagnetické vlny a k nárůstu intenzity pole v 

blízkosti povrchu částice, což využívá metoda povrchově zesílené Ramanovy spektroskopie 

(SERS – Surface-enhanced Raman spectroscopy).10 

Rozptylu světla na koloidních částicích lze využít ke stanovení jejich průměrné 

velikosti. Použijeme-li laser jako zdroj koherentního záření, dochází k interferenci 

rozptýleného záření, která toto záření zesiluje nebo zeslabuje. Neustálý Brownův pohyb 



 

13 
 

koloidních částic způsobuje fluktuace intenzity rozptýleného záření v čase kolem průměrné 

hodnoty, jedná se o dynamický rozptyl světla. Z časového průběhu kolísání intenzity lze 

zjistit rychlost pohybu částic a následně jejich rozměr. Na tomto principu je založena metoda 

měření distribuce velikosti částic zvaná Dynamic Light Scattering – DLS.11 

 

 

 

 

Obrázek 1. Schematická ilustrace lokalizovaného povrchového plazmonu (SPR). Převzato 
z Peiris a kol.7 
 
 

 

 

 

Obrázek 2. Posun maxima SPR k vyšším vlnovým délkám s rostoucí velikostí AgNP. 
Převzato z Panáček a kol.12 
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Metody přípravy nanočástic lze rozdělit do dvou skupin – top-down (dispergační) 

a bottom-up (kondenzační) metody. V případě top-down metod jsou z makroskopických 

částic připravovány částice menší. Jedná se např. o rozprašování v elektrickém oblouku nebo 

laserovou ablaci, při které vznikají čisté částice bez zbytků rozpouštědel.13 Bottom-up 

metody jsou využívány častěji, jelikož při vzniku nové fáze z roztoku lze změnou vnějších 

parametrů ovlivnit velikost připravených částic, morfologii, stabilitu nebo polydisperzitu. 

Tyto charakteristiky lze měnit poměrem a koncentrací reakčních složek, pH, teplotou nebo 

iontovou silou roztoku a volbou redukčního činidla. Polymerní a povrchově aktivní látky 

pak ovlivňují stabilitu koloidní disperze.  

Nanočástice stříbra jsou nejčastěji připravovány ve formě vodných disperzí. Částice 

lze poté charakterizovat pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM), DLS a UV/Vis 

spektroskopií. Nejpopulárnějšími metodami jsou chemické redukce za použití různých 

organických a anorganických redukčních činidel, elektrochemické postupy přípravy a 

radiolýza. Příkladem metody využívající chemické redukce může být příprava založená na 

přídavku vodného roztoku AgNO3 do intenzivně míchaného ledově vychlazeného roztoku 

NaBH4.
14 Vznikají tak disperze stříbra obsahující částice o velikosti 5–20 nm. Jednoduchý a 

častý způsob přípravy představuje Tollensův postup, který spočívá v redukci amoniakálního 

komplexního kationtu [Ag(NH3)2]+ redukujícími sacharidy.15 Jiným příkladem je metoda 

podle Leeho a Meisela, kde se používá jako redukční činidlo citrátový anion, který zároveň 

vznikající AgNP stabilizuje.16 Směs 10 ml 1% roztoku citrátu sodného s 500 ml 1mM 

AgNO3 se ponechá hodinu vařit. Vznikají nanočástice o velikostech 30 až 120 nm. 

Při fotochemické redukci jsou nejpoužívanějšími donory elektronů aromatické 

ketony, které pod UV zářením produkují radikály, které jsou vlastním redukčním 

činidlem.17,18 Vlastnosti AgNP vznikajících při fotochemické redukci lze ovlivnit volbou 

vlnové délky světla19 nebo magnetickým polem.20 

V poslední době vzrůstá zájem o ekonomicky nenáročné a pro životní prostředí 

přívětivější metody bez užití toxických chemikálií během přípravy. Tzv. green syntézy 

využívají jednoduché prokaryotické bakteriální buňky, eukaryotické houby nebo rostliny, 

netoxická rozpouštědla a stabilizační činidla. Příkladem může být redukce AgNO3 pomocí 

bakterií, jako je Klebsiella pneumoniae, pomocí řas jako je Spirulina platensis, houbových 

mikroorganismů jako Aspergillus spp., Phoma glomerata, Trichoderma viride nebo 

rostlinných extraktů z Dioscorea bulbifera.21–25 Tyto metody přípravy jsou založeny na 

využití redukujících látek, které jsou obsaženy v použitém organismu nebo extraktu, např. 

sacharidy, enzymy nebo phenolické látky.21,26 
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Lyofobní koloidy obecně nejsou agregátně stálé a koloidně dispergovaná látka se 

snadno vylučuje např. při změně pH nebo přídavkem elektrolytu ve formě agregátů 

primárních částic. Otázku stability disperzí elektricky nabitých nanočástic kovů popisuje 

teorie DLVO (Derjagin, Landau, Verwey, Overbeek).27 Základní myšlenkou této teorie je 

vzájemné soupeření přitažlivých a odpudivých sil mezi dvěma koloidními částicemi. Pokud 

převáží síly odpudivé, vyvolané především elektrostatickou repulzí, nedojde ke styku částic, 

avšak převáží-li přitažlivé síly vyvolané disperzními přitažlivými interakcemi (van der 

Waalsovými interakcemi), dojde k jejich spojení. 

Povrch koloidních částic nese elektrický náboj, který má význam pro jejich stabilitu 

a chování v elektrickém poli. Nabitá částice přitahuje protiionty a na jejím povrchu tak 

vzniká elektrická dvojvrstva. Existuje několik modelů, které elektrickou dvojvrstvu popisují. 

Nejrozšířenějším modelem je Gouy-Chapman-Sternův model, kterým se dají vysvětlit 

mnohé rysy chování nanočástic v roztoku elektrolytu (obr. 3).28 

 

 

 

Obrázek 3. Schéma elektrické dvojvrstvy podle Gouy-Chapman-Sternova modelu s 
vyznačením hodnoty zeta (ζ) potenciálu. Převzato z Brown a kol.28 
 

 

Blíže u povrchu je adsorpčními silami vázána kompaktní Sternova vrstva, na kterou 

navazuje difúzní část tvořená ionty přitahovanými elektrostatickými silami, která se 

nepohybuje s částicí. Na rozhraní pohyblivé a nepohyblivé části, tzv. pohybovém rozhraní, 

se ustavuje elektrokinetický potenciál (zeta potenciál, ζ-potenciál). Čím vyšší je jeho 

hodnota, tím stabilnější jsou částice díky silnějšímu elektrostatickému odpuzování částic. 

Zvýšení povrchového náboje částic tedy znamená větší agregační stabilitu. Přídavkem 
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indiferentního elektrolytu se zvýší koncentrace protiontů, stlačí se elektrická dvojvrstva, 

klesne elektrokinetický potenciál a spolu s ním i stabilita částic. Z hlediska agregační 

stability je také důležitá hodnota pH, protože povrchový náboj může být ovlivněn disociací 

funkčních skupin na povrchu a adsorpcí H3O+ a OH-.28 Zvýšení stability naopak může být 

dosaženo adsorpcí ionických povrchově aktivních látek (PAL), které zvyšují povrchový 

náboj a tím i elektrostatickou repulzi. Další možností, jak zabránit agregaci, představuje 

stérická stabilizace, kdy se povrch částic modifikuje adsorpcí neionických PAL nebo 

polymerů, které nemění povrchový náboj, ale zabraňují těsnému přiblížení částic29.  
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2. Antimikrobiální aktivita AgNP 

2.1 Antibakteriální aktivita AgNP 

Obecně jsou kovové nanočástice schopny rychle a efektivně likvidovat celou řadu 

mikroorganismů, díky čemuž se dostaly do popředí vědeckého zájmu vzhledem k narůstající 

mikrobiální rezistenci k běžným antibiotikům. Antimikrobiální vlastnosti nesou různé druhy 

kovových nanočástic, např. nanočástice mědi,30 oxidu zinku31 nebo zlata32. Nanočástice 

stříbra se však jeví nejefektivnější, ať už vůči bakteriím, virům, plísním nebo jiným 

mikroorganismům.2,29,33–36  

Rozsáhlé a často neuvážené a nadbytečné používání anitibiotik má za následek 

rychlý rozvoj a šíření bakteriální rezistence, přičemž některé bakterie se staly dokonce 

multirezistentními. Nárůst počtu rezistentních kmenů bakterií k antibiotikům se stal 

ožehavým problémem, lidé by mohli umírat na prosté infekce, a proto se výzkum začal 

směřovat k nalezení nového druhu baktericidních léčiv, popř. možnosti znovu obnovit 

účinky antibiotik.  

Stříbrné ionty jsou velmi silným baktericidem. Dezinfekce pomocí kovového stříbra 

a jeho sloučenin je známá už staletí. V ayurvedské medicíně se pro léčbu používaly kovy 

v kombinaci s bylinkami pro léčbu různých nemocí, proces známý jako Rasa Shastra.37 Ve 

starověkém Římě se potraviny uchovávaly ve stříbrných nádobách k prodloužení jejich 

trvanlivosti. Hippokrates (400 př. n. l.) a Avicenna dokonce používali stříbro k léčbě 

poranění.38 Ve středověku se uchovávání potravin pomoci stříbra velmi rozšířilo. V 15. 

století si šlechta přidávala stříbro do jídla společně se solí. Mleté stříbro však není biologicky 

dobře využitelné a masivní užívání stříbra mívalo za následek otravu stříbrem, tzv. argyrii,39 

která se projevuje šedo-modrým zbarvením kůže a poškozením jater. Proto se od užívání 

stříbra začalo upouštět. V průběhu 19. století a především začátkem 20. století se 

zapomenutému stříbru opět věnuje pozornost a začíná se studovat antimikrobiální aktivita 

koloidního stříbra. Od konce 19. století se používala metoda tzv. kredeizace,40 již zavedl 

německý porodník Crede, který novorozencům aplikoval 1% roztok AgNO3 k zabránění 

hnisavé gonokokové konjunktivitidy způsobující slepotu. Počátkem 20. století byly 

sloučeniny stříbra nahrazeny koloidním stříbrem, které se stalo rozšířeným a účinným 

léčivem systémových a lokálních infekcí. Koloidní stříbro bylo aplikováno perorálně a 

nitrožilně při léčbě systémových infekcí a lokálně pro ošetření popálenin a léčení plísňových 

nákaz.41 V letech 1912 až 1917 byla vydána celá řada odborných prací v časopise British 
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Medical Journal či Lancet popisujících úspěšné využití koloidního stříbra pro léčbu infekcí 

kůže, ucha a dutiny ústní, zánětu mandlí42–44 a o pět let později byly vydány lékopisné normy 

pro koloidní stříbro a některé stříbrné sloučeniny.45 S objevem antibiotik a příchodem 

antibiotické éry (r. 1940) začalo používání stříbra v medicíně ustupovat, v podstatě jediným 

léčivem obsahujícím stříbro používaným od 70. let 20. století dodnes je sulfadiazin 

stříbrný,46 který se aplikuje lokálně při léčbě popálenin k eliminaci bakteriálních infekcí. 

V současné době nachází stříbro uplatnění pouze v lokální terapii a především ve formě 

zdravotnických prostředků jako je sterilní krytí, endotracheální trubice, katetry či cévní 

náhrady pro eliminaci lokálních bakteriálních infekcí a tvorby bakteriálního biofilmu47–50.  

S prudkým rozvojem výzkumu v oblasti koloidní chemie v druhé polovině 20. století 

se začala zkoumat v posledních dekádách 20. století i antimikrobiální aktivita koloidního 

stříbra. Byly publikovány tisíce prací na téma antibakteriální aktivity AgNP, velké množství 

studií se pak věnuje antivirálním a antimykotickým účinkům AgNP. Je zřejmé, že AgNP 

vykazují velmi silnou toxicitu pro široké spektrum k antibiotikům rezistentních i citlivých 

Gram-pozitivních i Gram-negativních bakterií. AgNP jsou toxické i pro multirezistentní 

bakterie jako S. typhus,3 MRSA,2 P. aeruginosa,51 multirezistentní enterobakterie52 a mnoho 

dalších. Mechanismy antibakteriální aktivity AgNP byly rozsáhle studovány. Má se za to, 

že za antibakteriální aktivitu jsou zodpovědné ionty stříbra uvolněné z povrchu nanočástic, 

avšak některé studie prokázaly, že antimikrobiální aktivita je spojena i s malým rozměrem 

částic.53,54 Zdá se, že AgNP působí na bakterie nespecificky. Vstupují dovnitř buněk a z 

jejich povrchu se uvolňují ionty stříbra. Způsobují morfologické změny, rozpad buněčné 

stěny a membrány, uvolnění buněčného obsahu do okolí a tím buněčnou smrt.55 Interagují 

s thiolovými skupinami proteinů účastnících se metabolických procesů, které tímto 

inaktivují, a buňka odumírá.56 Jedním z mechanismů je také kondenzace DNA a ztráta 

replikační schopnosti.57 Dochází k tvorbě reaktivních forem kyslíku (ROS) jako je 

hydroxylový radikál nebo superoxid, které způsobují oxidativní stres. AgNP dále deaktivují 

enzymy respiračního řetězce, což vede ke smrti bakterií.58,59 Dochází také k denaturaci 

ribozomů a tím potlačení exprese enzymů a proteinů důležitých pro produkci ATP.60 

Akumulací AgNP v membráně se mění její permeabilita, je ovlivněna správná funkce 

membránových proteinů a dochází k morfologickým změnám. AgNP dále způsobují změny 

redoxního cyklu v cytosolu, akumulaci radikálů uvnitř buňky a disipaci gradientu pH skrz 

cytoplazmatickou membránu, čímž se redukuje tzv. proton motive force, hnací síla syntézy 

ATP.61,62 
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Antibakteriální aktivitu lze testovat několika způsoby. Nejčastější jsou to difuzní a 

diluční metody, mezi méně používané patří např. „time kill assay“, kdy se sleduje růst 

bakterií v čase. Principem diskové nebo jamkové difúzní metody je měření velikosti 

inhibiční zóny kolem disku s antibakteriální látkou umístěného na pevné půdě nebo kolem 

jamky v pevné půdě, do které je aplikován vzorek. Porovnáním velikosti inhibiční zóny 

s tabulkovými hodnotami se poté rozhoduje o citlivosti nebo rezistenci bakterie. Pomocí 

dilučních metod se určuje minimální inhibiční koncentrace – MIC, tedy nejnižší koncentrace 

antibakteriální látky z geometrické koncentrační řady, při které se zastaví růst bakterií. 

Porovnáním s tabulkovými hodnotami opět určujeme citlivost bakterie. Výsledky 

jednotlivých metod se těžko porovnávají mezi sebou, ale v případě AgNP záleží také na 

jejich velikosti, tvaru a složení a koncentraci živného média nebo agarové půdy.  

Antibakteriální aktivita AgNP závisí na jejich velikosti.2,63–66 Menší AgNP mají větší 

plochu povrchu vzhledem k objemu a do kontaktu s bakterií přijde velká část oblasti 

povrchu, proto s bakteriemi více interagují. Nejúčinější se zdají být AgNP o průměrných 

velikostech nižších než 10 nm. Morones a kol. pomocí TEM prokázali, že s Gram-

negativními bakteriemi interagovaly pouze nanočástice s velikostmi 1–10 nm z rozsahu 1–

100 nm. Vysoká antibakteriální aktivita AgNP pod 10 nm byla také zaznamenána u E. coli 

a S. aureus nejen měřením MIC, které se významně snížily oproti MIC vetších AgNP (15–

100 nm), ale i z monitorování kinetiky růstu také vyplynulo, že u AgNP o velikosti 5 nm 

byla baktericidní aktivita rychlejší než u částic větších.65 V další práci byly připraveny 

částice stříbra s průměrnou velikostí 15 nm a 75 nm. K testování byly použity bakterie E. 

coli tentokrát kultivované na agarové půdě. MIC po 24 hodinách v případě větších AgNP 

(75 nm) byla 31,8 μg/cm2, v případě menších AgNP (15 nm) byla MIC rovna 8 μg/cm.67 

Morfologie částic je také určujícím parametrem antibakteriální aktivity. Např. podle 

práce autorů Pal a kol. trojhranné zkosené nanočástice inhibují bakteriální růst při 50–

100krát menších koncentracích než sférické nanočástice.68 Při přípravě AgNP pomocí 

mikrovlnného záření se volbou doby ozařování, koncentrace prekurzoru a stabilizačního 

činidla dají získat částice různých velikostí a tvarů. Singh a kol. publikovali, že takto 

připravené anizotropní AgNP mají lepší baktericidní účinky než sférické nanočástice.69 

Kromě planktonní formy mohou bakterie tvořit tzv. biofilm, společenství bakterií 

přichycené k povrchu obalené v extracelulární polymerní matrici (EPM).70 Ta je vedle vody 

tvořena makromolekulami (proteiny, polysacharidy nukleové kyseliny), lipidy, 

peptidoglykany, fosfolipidy, absorbovanými živinami, metabolity buněk a dalšími látkami. 

EPM nejen fixuje buňky, ale ovlivňuje pohyb plynů a rozpuštěných látek mezi 
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mikrokoloniemi. Také buňky chrání před vnějšími vlivy okolí jako je UV záření, toxické 

látky a mechanické poškození. Tvorba biofilmů byla prokázána u většiny patogenních 

bakterií, např. u zástupců rodů Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Streptococcus, 

Staphylococcus apod.70–72 Běžně se vyskytuje biofilm na kamenech v řekách, ve sprchách, 

trupech lodí, kohoutcích apod.  

Biofilm je nežádoucím jevem, pokrývá implantáty, katery a kanyly, způsobuje 

chronické infekce a poškození tkání.71,73 Bakterie mezi sebou díky biofilmu lépe komunikují, 

předávají si genetické informace a mohou si tak vypěstovat velmi silnou rezistenci 

k antibiotikům, což představuje značný problém, protože tato společenstva jsou zodpovědná 

až za 80 % chorob.74,75 Navíc biofilm slouží jako bariéra pro průchod antibiotik, chrání před 

UV zářením, vysoušením, extrémním pH. Bakterie také lépe odolávají imunitnímu systému 

než planktonní forma.76–78 

Malé AgNP však EPM nezachytí a mohou pronikat skrz tlustou vrstvu biofilmu a 

zničit až 98 % biofilmu.79 Destrukce biofilmu a inhibice jeho tvorby byla prokázána u mnoha 

druhů bakterií.80 Expozice AgNP vede k redukci mikrobiální biomasy a přežití buněk a také 

inhibuje produkci proteinů a exopolysacharidů.81,82 AgNP jsou např. schopny výrazně ničit 

biofilm tvořený bakteriemi rodu Acinetobacter a inhibovat jeho tvorbu, což je významný 

nozokomiální patogen způsobující kožní infekce, infekce močové a dýchací soustavy, 

krevního oběhu atd.83  

Kontaktní čočky bývají infikovány bakteriemi, které na povrchu čočky tvoří biofilm, 

a jejich častější užívání pak může způsobit zánět rohovky. P. aeruginosa a Staphylococcus 

epidermidis jsou známými původci této choroby. Biofilm prodlužuje dobu kontaktu bakterie 

s okem a bakterie v biofilmu jsou odolnější vůči dezinfekci. Před příchodem antibiotik se na 

infekce očí používal roztok AgNO3, který je však náchylný ke komplexaci, a tak se snadno 

inaktivuje. Stříbro ve formě nanočástic by tento problém mohlo vyřešit, pokud bude 

dávkováno v množstvích, která nejsou toxická pro člověka. Studie ukázala, že AgNP jsou 

schopny zničit až 95 % biofilmu tvořeného těmito dvěma bakteriemi.41,81 

 

2.2 Antifungální aktivita 

Houby jsou původci závažných onemocnění (např. aspergilóza, kandidóza, 

kryptokokóza nebo histoplazmóza) a mají za následek miliony úmrtí ročně.84 Rozmáhají se 

onemocnění kůže způsobené kvasinkami rodu Candida a dermatofyty, které se živí 

keratinem a napadají nehty, oči, vlasy a kůži, např. rod Trichophyton.85 Jsou zodpovědné za 
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řadu vážných nemocí, zejména u osob s poruchami imunitního systému, prodlužují dobu 

pobytu v nemocnici a zvyšují riziko úmrtí pacientů. 

V domech s nedostatečným odvětráváním, topením a slabým světlem se daří plísním. 

Přítomnost alergenů, antigenů a mykotoxinů může způsobit astma, alergické reakce, kožní 

a dýchací obtíže apod. Dlouhodobá expozice plísním může také ovlivnit nervovou a 

oběhovou soustavu nebo způsobit rakovinu. Příkladem může být často se vyskytující houba 

Aspergillus fumigatus kolonizující dolní dýchací cesty a způsobující alergickou 

bronchopulmonální aspergilózu, která vede k destrukci plicní tkáně nebo Penicillium 

brevicompactum produkující alergeny, které mohou způsobit hypersenzitivní pneumonitidu. 

AgNP se proto začínají používat i ve stavebních materiálech. Ze zvířecích patogenů, proti 

kterým jsou účinné AgNP, stojí za zmínku např. Mortierella spp. způsobující potrat u krav, 

zápal plic a systémovou mykózu, podráždění kůže, alergie atd.86,87 

Na antifungální přípravky si houby snadno vytváří rezistenci, např. u některých 

druhů rodu Candida začala vzrůstat rezistence k flukonazolu, jednomu z nejčastěji 

používaných antimykotik nebo k nejnovější skupině antimykotik – echynokandinům.88,89  

Jak dokazuje mnoho publikací, AgNP jsou velmi účiným antimykotikem proti řadě 

druhů hub napadajících živočichy i rostliny.90–93 V práci Panáčka a kol. AgNP projevily 

vysokou antmykotickou aktivitu vůči Candida spp. v koncentracích srovnatelných 

s běžnými fungicidy a na rozdíl od iontového stříbra nevykazovaly žádnou cytotoxicitu 

k lidským fibroplastům. Po stabilizaci AgNP se jejich MIC ještě snížily. AgNP stabilizované 

SDS (dodecyl sulfát sodný) dokonce inhibovaly C. albicans již v koncentracích 0,05 mg/l.34 

Gajbhiye et al. publikovali zvýšený účinek flukonazolu po kombinaci s AgNP proti P. 

glomerata, Phoma herbarum, Fusarium semitectum, Trichoderma sp. a Candida albicans 

pomocí diskové difuzní metody.94 Kim a kol. nabízí jako možný mechanismus antifungální 

aktivity destrukci integrity membrány a inhibici dělení C. albicans.95,96 

Na rostlinách parazituje celá řada hub způsobujících jejich poškození a ekonomické 

ztráty a některé z nich produkují mykotoxiny, nebezpečné pro zdraví zvířat a lidí. Jedna 

z potenciálních aplikací AgNP je ošetření houbových nemocí zemědělských a jiných rostlin 

jako náhrada nebezpečných fungicidů.96,97 

 

 

 

 

 



 

22 
 

2.3 Antivirální aktivita  

I přes bohaté možnosti léčby virálních onemocnění, mají viry stále na svědomí 

nejvíce onemocnění a úmrtí na světě. Neustále se objevují nová virální onemocnění nebo 

viry mění hostitele, např. SARS (syndrom náhlého selhání dýchání) nebo ptačí chřipka.98 

Ideální antivirotikum by mělo být širokospektrální, aby mohlo být použito jako první 

pomoc při nepředvídatelných epidemiích. AgNP jsou jednou z možností léčby virálních 

nemocí díky jejich antivirální aktivitě a předpokládané nižší pravděpodobnosti vývoje 

rezistence. Účinek AgNP byl prokázán proti mnoha virům bez ohledu na druh. Výrazná 

antivirální aktivita byla potvrzena in vitro proti takovým virům jako je virus HIV, 

hepatitidy B, HSV (herpes simplex virus) a chřipkový virus H1N1 a také proti virům 

napadajícím rostliny, viru horečky dengue apod.36,99–103 AgNP jsou navíc toxické vůči 

primárnímu vektoru horečky dengue komáru Aedes aegypti.36 Na komáry a moskyty se 

běžně používají organofosfáty a regulátory růstu hmyzu, tyto chemikálie však mají 

nepříznivý dopad na zdraví a životní prostředí a komáři si na tyto chemikálie budují 

rezistenci.  

Účinek AgNP vůči virům, podobně jako účinek antibakteriální, závisí na jejich 

velikosti, zeta potenciálu a povrchové modifikaci.104,105 Menší AgNP jsou aktivnější než 

větší částice a při správně zvolené koncentraci a velikosti jsou AgNP schopny likvidovat 

virus bez zjevné toxicity vůči infikovaným buňkám.106,107 Stabilizační činidla mají také vliv 

na antivirotický účinek AgNP. V práci Speshock a kol. polysacharidy použité jako 

stabilizační činidlo chránily buňky proti toxickým účinkům AgNP, ale zároveň se snížila 

aktivita proti TCRV (virus Tacaribe).107  

Mechanismus antivirální aktivity není zcela znám. Nejpozorovanějším 

mechanismem, kterým mohou AgNP inhibovat viry, je navázání viru na  AgNP a 

zablokování interakce viru s buňkou.104 U viru HIV bylo pozorováno, že se 

transmembránový glykoprotein 120 váže na AgNP a tím je zabráněno navázání na receptor 

hostitelské buňky CD4.101 Podobně u chřipkového viru bylo pozorováno, že AgNP interagují 

s disulfidovými vazbami glykoproteinů na povrchu viru a inhibují tak adsorpci viru na 

buňky.100 V další studii se AgNP modifikované merkaptoethan sulfonátem kompetovaly s 

virem HSV o navázání na heparansulfát na povrchu buňky.108 Uvnitř buňky jsou pak AgNP 

schopny inhibovat reverzní trankskripci přímým navázáním na molekuly RNA nebo DNA, 

jak se ukázalo u viru HIV nebo HBV nebo interferovat s RNA polymerázou.101,102,107 
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3. Použití AgNP 

3.1 Analytické aplikace a katalýza 

Nanočástice ušlechtilých kovů vykazují specifickou absorpci v UV/Vis oblasti 

záření, která se v makroskopické formě nevyskytuje. Pokud je frekvence dopadajícího záření 

v rezonanci s kolektivní oscilací vodivostních elektronů (povrchového plazmonu), dojde k 

rezonančnímu předání energie záření plazmonu, což se projeví absorpčním píkem ve 

spektru.7 Trojhranné nanočástice stříbra se díky těmto zajímavým optickým vlastnostem a 

citlivostí vůči okolí např. dají využít jako optické biosenzory.109 Vlnová délka píku 

plazmonové rezonance závisí na velikost nanočástic, jejich tvaru a vlastnostech okolního 

prostředí. Analyt v blízkosti stříbrných nanočástic způsobí malou změnu indexu lomu, což 

se projeví posunem absorpčního maxima – SPR senzory.110  

Významné postavení zaujímá koloidní stříbro ve spektroskopických metodách – 

SERS a SERRS (povrchem zesílený rezonanční Ramanův rozptyl). Tyto techniky umožňují 

detekovat v některých případech až femtomolární koncentrace analytu v roztoku s vysokou 

citlivostí a specifitou.111 Nanočástice ušlechtilých kovů, především stříbra, zesilují 

neelasticky rozptýlené záření (Ramanův rozptyl). Když dopadne viditelné záření na povrch 

nanočástice, dojde k rezonanci lokalizovaných povrchových plazmonů a ke vzniku silného 

elektromagnetického pole. Analyt adsorbovaný na koloidní částici zvýší svůj indukovaný 

dipól a tím i intenzitu emitovaného záření. V současnosti lze detekovat i jedinou molekulu.112  

 

Nanočástice stříbra se dají dobře uplatnit v oblasti heterogenní katalýzy. Díky svému 

obrovskému povrchu vůči objemu jsou efektivnějšími katalyzátory než stejné množství 

makroskopického materiálu. Katalytickou aktivitu AgNP ovlivňuje jejich tvar, struktura 

povrchu a velikost.12,113 Také platí, že rostoucí částice jsou lepšími katalyzátory než stabilní 

koloidní částice.114 AgNP se většinou používají jako redukční činidla, ale uplatňují se i v 

katalýze oxidací.113,115 Katalýza za účasti AgNP se často studuje na několika modelových 

reakcích, např. redukce rhodaminu 6G,116 redukce metylenové modři12 nebo redukce p-

nitrofenolu tetrahydridoboritanem sodným na p-aminofenol.117 Reakce se dá studovat 

UV/Vis spektrofotometrií, protože p-nitrofenol v alkalickém prostředí absorbuje při 400 nm 

a vznikající p-aminofenol při 300 nm. Typickým příkladem katalytické oxidace 

katalyzované AgNP je oxidace etylenu na etylenoxid.118 
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3.2 Využití biologických vlastností 

Biologických vlastností stříbra se využívá v mnoha aplikacích, kde je potřeba zajistit 

sterilní prostředí. Současné výkumy podporují myšlenku využití AgNP v medicíně při léčbě 

popálenin a k povrchové úpravě nástrojů nebo kontaktních čoček.119–121 Dosud používané 

nástroje pokryté iontovým stříbrem nemají tak vysokou antibakteriální aktivitu, která se 

navíc s časem snižuje. V jednom případě byl dokonce zaznamenán výrazně vyšší výskyt 

stafylokokální infekce na katetru pokrytém oxidem stříbra než v kontrolní skupině. 

Důvodem mohla být inaktivace stříbra po kontaktu s krevní plazmou.122 Při použití 

nanočástic stříbra se však antibakteriální aktivita zvedá, neboť iontové stříbro uvolňuje 

postupně.119 AgNP se také osvědčily jako součást chirurgických roušek, aniž by došlo 

k iritaci kůže dobrovolníků.123 Také zabraňují koagulaci krve, což je předurčuje pro další 

klinické aplikace.124 AgNP byly také studovány pro cílenou distribuci léčiv.125 

V současnosti se rozmáhá vývoj textilních materiálů s antibakteriální složkou, 

přičemž se dají využít různé materiály např. bavlna, polyester, nylon nebo hedvábí.126,127 

Tyto textilie pak mohou být využity pro výrobu funkčního oblečení, jako sterilní krytí při 

léčbě popálenin nebo různých nfekcí, na elektromagnetické stínění nebo jako membrány do 

filtrů na čištění vody.128,129 AgNP se dají snadno na textilie deponovat sonochemicky, 

redukcí iontů stříbra ethanolem nebo isopropanolem nebo depozicí vrstev s asistencí 

iontového svazku.126,130 AgNP se staly velmi populárními v různých spotřebitelských 

produktech, ať už v tekuté formě nebo suspendované v pevné fázi (mýdla, zubní pasty, 

pračky, opalovací krémy, oblečení, nádoby na potraviny).1,131 Myšlenkou je, že AgNP slouží 

jako zásobník iontů stříbra, které se sa časem postupně uvolňují. Potenciálně by se daly 

AgNP využít jako levný akaracid a insekticid.36,132 Byly také studovány pro jejich použití 

v čističkách odpadních vod a úspěšně byly inkorporovány do keramických filtrů jako bariéra 

pro patogeny ve vodě, což by mohlo najít využití v rozvojových zemích.133,134  

 
AgNP jsou také studovány pro jejich využití v léčbě rakoviny. Přes pokrok 

moderních metod léčby zůstává rakovina jedním z největších problémů současné medicíny. 

Preklinické studie ukazují, že AgNP jsou cytotoxické pro řadu nádorových buněčných linií 

– rakoviny prsu, děložního čípku, jater, plic, krve, tlustého střeva apod.135–138 AgNP mají 

schopnost poškozovat DNA a způsobovat oxidativní stres v buňkách.57,59 Byla také 

pozorována schopnost AgNP zvyšovat účinek radioterapie. Jedinečné optické vlastnosti 

AgNP nabízí také možnost uplatnění v zobrazovacích metodách a diagnostice rakoviny.139  
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Překážkou v použití AgNP pro terapeutické účely by mohla být jejich cytotoxicita 

vůči zdravým buňkám. Ukazuje se však, že rakovinné buňky mají k nim mají větší citlivost 

než buňky zdravé. AgNP zvyšují hladinu ROS a mají silnou afinitu k thiolovým skupinám. 

Navázáním AgNP na thiolové antioxidanty tak dále mohou zvyšovat oxidativní stres.140 

Rakovinné buňky mají pozměněný metabolizmus a produkují více ROS, ale zároveň jsou 

chráněny před ROS zvýšeným glukózovým metabolismem, kdy vzniká NADPH, reduktant 

enzymů zapojených v detoxifikaci ROS. Inhibicí tohoto detoxifikačního mechanismu AgNP 

rakovinné buňky umírají na oxidativní stres.141   

Některé rakovinné buňky nedisponují možností opravy DNA, čehož se dá využít 

vzhlede k tomu, že AgNP DNA poškozuje. Např. buňky TNBC (triple negativní karcinom 

prsu) jsou zranitelnější než buňky jiných forem rakoviny prsu, co se týká poškození DNA, 

protože mají vadné opravné mechanismy. Swanner a kol. publikovali, že buňky TNBC jsou 

mnohem citlivější k cytotoxickému působení AgNP než buňky zdravé. AgNP v rakovinných 

buňkách způsobily větší poškození DNA a oxidativní stres a zároveň nebyla prokázána 

toxicita pro játra a ledviny. V přítomnosti AgNP se také zvýšil efekt radioterpie proti 

TNBC.142 Prabhu a kol. pozorovali, že AgNP potlačily proliferaci buněčné linie rakoviny 

tlustého střeva potlačením jejich růstu, uvězněním buněk ve fázi G0/G1, redukcí syntézy 

DNA a indukcí apoptózy.143 AgNP byly testovány i in vivo a výrazně zmenšily nádor a 

prodloužily délku života u myši.137,144 AgNP by také mohly sloužit jako prevence vzniku 

rakoviny kůže působením UVB záření, které způsobuje rakovinu kůže poškozováním 

DNA.145 Tato antirakoviná aktivita nanočástic také závisí na jejich velikosti, účinné byly 

pouze částice menší (10–40 nm), částice o velikosti 60 a 100 nm tuto aktivitu 

nevykazovaly.146 
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4. Synergie antibiotik s AgNP  

Rezistence bakterií k účinkům antibiotik je vážným problémem současné medicíny 

vzhledem k množství nemocí bakteriálního původu. Zmenšuje se rozsah možností léčby 

bakteriálních infekcí a vzrůstá hrozba epidemií způsobených multirezistentními a 

panrezistentními bakteriemi. Mohutná produkce antibiotik má také za následek jejich 

vysokou koncentraci v povrchových a podzemních vodách, v půdě a sedimentech.147,148 

Snížení efektivity antibiotik se objevuje jak v humánní, tak ve veterinární medicíně, kde se 

antibiotika používají plošně k prevenci nemocí a v některých zemích také jako regulátory 

růstu. 

Rezistence bakterií, co se týká zvířat, byla zaznamenána u komenzálních bakterií 

(např. E. coli), zoonotických enteropatogenů (např. Salmonella spp.) i čistě zvířecích 

patogenů (např. Pasteurella multocida, Actinobacillus spp.).149–151 Jednou z možností, jak 

bojovat proti infekcím způsobenými rezistentními bakteriemi je kombinovaná terapie, kdy 

je antibiotikum posíleno jinou antimikrobiální nebo neantimikrobiální látkou. Tyto tzv. 

adjuvanty mohou být jiná antibiotika, neantibiotické látky (kardiovaskulární léčiva) nebo 

inhibitory rezistence (inhibitory beta-laktamáz, inhibice tvorby biofilmu).152 Jednou 

z možností, jak posílit účinek antibiotik a snížit tak jejich dávku, je jejich kombinace s 

AgNP.  

AgNP mají antibakteriální účinky proti velkému množství humánních i zvířecích 

bakterií, a to dokonce proti vysoce rezistentním bakteriím jako je MRSA.2,3,153 Důležité je, 

že efektivní koncentrace AgNP jsou nízké (µg/l–mg/l) a cytotoxicita se naopak projevuje až 

při vyšších koncentracích. Na lidech prozatím nebyly prokázány výrazné toxické účinky 

AgNP (viz kapitolu 6.3).   

AgNP mohou usnadňovat antibiotiku interakci s bakterií několika způsoby. Např. 

mohou usnadnit prostup antibiotika do buňky tím, že mění permeabilitu membrány nebo 

mohou kooperovat při destrukci membrány. V případě beta-laktamových antibiotik by 

mohly AgNP inhibovat beta-laktamázy produkované rezistentními bakteriemi, které 

hydrolyticky štěpí beta-laktamový kruh antibiotik. Spolupráce na ničení buňky pak vede 

k její smrti. Hwang a kol. navrhli, že tato synergie je spojena s tvobou hydroxylových 

radikálů, změnou ochranných funkcí buňky a antibiofilmovou aktivitou.154 Proto se zdá být 

kombinace antibiotik s AgNP efektivnější pro zvyšování účinku antibiotik než kombinace 

s jinými adjuvanty používanými v klinické praxi. Díky kombinaci se zvyšuje efektivita 

podávaného antibiotika, snižuje se potřebná dávka antibiotika i AgNP a tím se snižuje jejich 
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toxicita vůči buňkám hostitelského organismu. Obnovuje se také schopnost antibiotika zabít 

bakterie, které k němu byly rezistentní. 

Při studiu kombinovaného antibakteriálního účinku se často využívá disková difuzní 

metoda nebo nebo tzv. checkerboard metoda, kdy se na mikrotitrační destičku dávkuje 

antibakteriální látka o různých koncentracích v jednom směru a druhá antibakteriální látka 

o různých koncentracích v druhém směru. Vznikne tak „šachovnice“ s kombinacemi 

různých koncentrací. Jamky se dále naočkují bakterií a po inkubaci se vyhodnocuje růst a 

inhibice bakterií v jamkách. Podle hodnoty frakčního inhibičního koncentračního indexu 

(FIC) se konečný společný účinek hodnotí jako synergický (FIC ≤ 0,5), indiferentní (0,5 < 

FIC ≤ 2) nebo antagonistický (FIC > 2). Toto dělení není jednotné a někdy se 

z indiferentního účinku vyděluje ještě aditivní účinek (0,5 < FIC ≤ 1) nebo se za se za 

antagonistický účinek považuje až FIC > 4.155–157 FIC se určuje podle vzorce (1) 

 

FIC =
     

 
+

     

 
 ,         (1) 

 
kde A a B jsou antibakteriální látky.  
 

Antibiotika jsou v kombinaci s AgNP jednoznačně efektivnější bez ohledu na 

mechanismus účinku a chemickou strukturu antibiotika.26,154,158–160 Synergický účinek se 

projevuje u Gram-pozitivních i Gram-negativních bakterií. Mechanismus společného účinku 

není známý a pro různé skupiny antibiotik a různé bakterie bude rozdílný. Vliv na odezvu 

bakterie na kombinovaný účinek AgNP a antibiotika bude mít rovněž i charakteristika 

AgNP. V roce 2005 Li a kol. pozorovali zvýšenou aktivitu amoxicillinu vůči E. coli po 

aplikaci společně s AgNP a navrhli mechanismus tohoto společného působení.158 

Amoxicillin obsahuje funkční skupiny, např. aminoskupiny a může snadno tvořit vazby 

s AgNP. Molekuly amoxicillinu by se mohly navázat na povrch nanočástice, která tvoří 

jádro. Zvýšila by se tak lokální koncentrace antibiotika v jednom bodě na povrchu buňky. 

AgNP také mohou usnadňovat transport amoxicillinu k povrchu bakterie. Amoxicillin je 

hydrofilní, avšak membrána buňky je tvořena hydrofobními fosfolipidy a glykoproteiny. 

Naopak AgNP se díky vysoké povrchové energii mohou k membráně přiblížit. Hwang a kol. 

v roce 2012 pozorovali synergický účinek chloramphenicolu, kanamycinu a ampicillinu 

a AgNP vůči několika Gram-pozitivním a Gram-negativním lidským bakteriím. Kombinace 

AgNP s antibiotiky také inhibovala tvorbu biofilmu. Zaznamenali, že zvýšená permeabilita 

membrány není pro synergický účinek důležitá, naopak metabolismus spojený s ATP ano. 

Na ATP jsou závislé pumpy v periplazmatické membráně, které vylučují toxické látky 
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z buňky a jsou jedním z hlavních mechanismů bakteriální rezistence. Jako mechanismus 

společného účinku pak navrhli tvorbu ROS.154 Deng a kol. v roce 2016 testovali synergii 

AgNP s antibiotiky ze 4 různých tříd (beta-laktamová antibiotika, chinolon, 

aminoglykosidy, tetracyklin) proti multirezistentní Salmonelle typhimurium. Pouze beta-

laktamová antibiotika projevila jen aditivní účinek, ostatní antibiotika projevila účinek 

synergický a spektroskopicky se prokázalo, že tato antibiotika tvoří s AgNP komplexy. U 

tetracyklinu, který jako jediný nezpůsoboval ve vyšších koncentracích agregaci AgNP, a byl 

tedy použit ke studiu navázání AgNP k buňce, se ukázalo, že komplex tetracyklin-AgNP 

interaguje s buňkami silněji a ve větší míře se uvolňují ionty stříbra. Dočasně se tak vytvoří 

vysoká lokální koncentrace iontů stříbra a inhibuje se tak růst bakterie.161  

Spolupráce může být i opačná, kdy antibiotikum usnadňuje uplatnění toxicity AgNP. 

Genatimicin dramaticky podporuje rozpouštění PVP-AgNP (PVP – polyvinylpyrrolidon), 

což zvyšuje lokální koncentraci iontů stříbra a usnadňuje přichycení PVP-AgNP k povrchu 

bakterie testované E. coli a S. aureus posunem náboje k méně záporným hodnotám.162 

Zesílený účinek 15 komerčních antibiotik v kombinaci s AgNP byl také pozorován 

proti houbám. AgNP syntetizované pomocí redukce stříbrných iontů extraktem 

z aksamitníku (Tagetes erecta) o velikosti 10 až 90 nm inhibovaly kvasinky (Candida 

glabrata, C. albicans) a Gram-negativní bakterie (Cryptococcae neoformans), zatímco proti 

Gram-pozitivním bakteriím (S. aureus and Bacillus cereus) byl efekt minimální.163 AgNP 

biosyntetyzované pomocí houby Alternaria alternata zvýšily účinek flukonazolu proti P. 

glomerata, P. herbarum, F. semitectum, Trichoderma sp. a C. albicans.94 

Bylo publikováno několik prací, které ukazují, že AgNP lze použít v kombinaci 

s jinými adjuvanty a výrazně tak posílit jejich antibakteriální účinek. Například kombinací 

AgNP s N-acetyl cysteinem bylo dosaženo výrazné redukce MIC u všech testovaných 

mikroorganismů (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa a C. albicans) s hodnotami FIC ˂ 0,5. 

Snímky z TEM odhalily poškozenou buněčnou stěnu bakterií a kvasinky. AgNP také 

inhibovaly aktivitu dehydrogenázy dýchacího řetězce. Testování vlivu AgNP na lidské 

buňky HepG2 neodhalilo žádnou cytotoxicitu v koncentraci rovné MIC a jen slabou 

cytotoxicitu v koncentracích vyšších. V kombinaci s NAC dokonce cytotoxicita klesla.164 

Potara a kol. zkoumali antimikrobiální aktivitu AgNP s povrchovou vrstvou chitosanu. Tato 

kombinace působila proti dvěma kmenům S. aureus synergicky a MIC byly přibližně 

desetkrát nižší než při použití AgNP a chotisanu zvlášť.165 V jiné publikaci myramistin 

použitý jako povrchový modifikátor AgNP až dvacetkrát zvýšil jejich aktivitu proti E. 

coli.166 Kombinace hydrogelu obsahujícího laktoferin a xylitol s komerčně dostupným 
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krytím na rány s obsahem stříbra působila synergicky proti biofilmům bakterií MRSA a P. 

aureginosa.167 Antimikrobiální peptidypolymyxin B a gramicidin S, které permeabilizují 

membránu bakterií, také projevily synergické působení s AgNP proti různým Gram-

negativním bakteriím.168 

Je známo, že antibakteriální aktivita AgNP je závislá na jejich velikosti, tvaru a 

povrchové modifikaci (viz kapitolu 2.1). Pokud tyto tři parametry ovlivňují antibakteriální 

aktivitu, budou taky ovlivňovat synergický efekt AgNP s antibiotiky. Role velikosti na 

synergní účinek AgNP kombinovaného s antibiotiky byla popsána v publikacích Habash a 

kol. a Kareem a kol. Habash a kol. testovali synergii a vyhodnocovali FIC pro 10nm a 20nm 

AgNP s aztreonamem u P. aeruginosa. Větší částice 40nm, 60nm a 100nm žádnou interakci 

po kombinaci s antibiotikem neprojevily.169 Kareem a kol. také zaznamenali lepší 

synergický účinek 10nm AgNP než 20nm v kombinaci s různými druhy antibiotik proti 

S. aureus.170 Vliv stabilizačních činidel jako je citrát, SDS a PVP na synergii AgNP a 

antibiotik přinesla studie Kora a kol.171 Synergický účinek se projevil u všech 

stabilizovaných AgNP v kombinaci se streptomycinem, ampicilinem a tetracyklinem proti 

Gram-pozitivním i Gram-negativním bakteriím. Kombinovaný účinek byl významější u 

AgNP stabilizovaných PVP než u AgNP stabilizovaných SDS nebo citrátem. Studie 

hodnotící vliv tvaru AgNP na synergii ještě nebyla publikována, avšak dá se předpokládat, 

že na základě rozdílných antibakteriálních vlastností různě tvarovaných AgNP bude i 

synergický účinek jinak výrazný. 
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5. Rezistence k AgNP 

Aplikace AgNP v medicíně a zdravotnictví je v popředí zájmu kvůli stále se 

rozšiřující rezistenci bakterií k běžným antibiotikům, což stěžuje léčbu bakteriálních infekcí. 

AgNP se svými silnými antibakteriálními účinky, nízkou cytotoxicitou a schopností 

zvyšovat účinek konvenčních antibiotik (viz kapitolu 4 a 6) se zdají být ideální náhradou za 

antibiotika nebo jejich doplňkem. Zatím se nedá říci, zda by AgNP mohly být používány 

v medicíně k posilování efektivity antibiotik nebo je dokonce zcela nahradit. Nicméně 

logickou otázkou však je, zda a jak snadno se u bakterií může vyvinout rezistence k AgNP 

a jak takové rezistenci předcházet. 

Mikroorganismy rezistentní k antibiotikům i k těžkým kovům se běžně ve vodách 

v přírodě vyskytují. Vysoký výskyt bakterií rezistentních k antibiotikům v přírodních 

vodách je spojen s hojným používáním antibiotik. Přítomnost velkého množství 

rezistentních bakterií v přírodě je rizikem pro veřejné zdraví. Příkladem může být bakterie 

P. aureginosa, častý původce nosokomiálních infekcí. Tato bakterie rezistentní 

k antibiotikům i těžkým kovům byla detekována v přírodních vodách znečistěných 

splaškovými vodami.172 

Bakteriální rezistence může být přirozená nebo získaná. Bakterie získávají rezistenci 

mutacemi nebo osvojením různých typů genetického materiálu od jiných bakterií např. ve 

formě plazmidů nebo transpozonů. Přirozená rezistence je fenotyp bakterie před použitím 

antimikrobiálního agens, tedy je to přirozená vlastnost mikroorganismu. Rezistenci lze 

získat mnoha mechanismy, např. změnou kompozice a permeability buněčné stěny, která 

funguje jako bariéra pro příjem různých látek, nebo syntézou enzymů, které dané látky 

degradují. Biocidy jako např. stříbro mají za cíl řadu míst na povrchu bakteriální buňky nebo 

uvnitř a jsou tedy širokospektrální. Naopak antibiotika cílí na specifickou vlastnost buňky a 

mají spektrum užší. Rezistence k biocidům může být získána mutacemi normálních 

buněčných genů, plazmidů nebo transpozonů.  

Obecně bakterie využívají mnoho způsobů, jak se zbavit těžkých kovů, ať už 

pasivních nebo aktivních. Využívají EPS (extracelulární polymerní látky), které komplexují 

kovy a chrání je tak před nadměrným stresem způsobeným kovy.173,174 Vnější membrána se 

zapojuje do obrany produkcí enzymů, které oxidují kovy, a produkcí vnějších 

membránových vezikulů, které kovy vylučují.175,176 U Gram-negativních bakterií byly 

popsány periplazmatické redoxní enzymy a proteiny vázající kovy.177,178 Peptidoglykan v 

buněčné stěně je schopen kovy komplexovat.179 Kovy by mohly také být přímo oxidovány 
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nebo redukovány enzymy elektronového transportního řetězce, což by mohlo vést ke tvorbě 

minerálů v cytoplazmě jako např. u rozpustných sloučenin telluru.180 Modifikací 

transportních systémů v cytoplazmatické membráně mohou bakterie předcházet průniku 

částic kovů do buňky.181 ATPázové transportéry zajišťují přenos kovů přes membrány.182 

Qin a kol. popisují rezistenci bakterie k As3+ pomocí metylace S-adenosylmethionin 

methyltransferázou za vzniku těkavého trimethylarsinu.183 Některé bakterie jsou schopny 

akumulovat kovy v cytoplazmě ve formě minerálů jako je magnetit, sulfid železnatý 

apod.184,185 Existují také nepřímé mechanismy, které napravují škody způsobené kovy  – 

bakteriální kmeny exponované toxickým dávkám kovů up-regulují geny související s 

eliminací ROS, reparace DNA a hydrolýze abnormálně složených proteinů.186–188 

V přírodě jsou mikroorganismy vystaveny zvyšující se koncentraci stříbra. 

Významnými zdroji stříbra jsou vody znečišťované lidmi např. z čističek odpadních vod 

nemocnic, továren a důlní vody. Rozsáhlé využívání AgNP ve spotřebitelské sféře také vede 

ke zvyšování množství stříbra v životním prostředí. Sedimenty se mohou stát sekundárním 

zdrojem stříbra v moři.189 Používání kalů jako hnojiv může také vést k rozšíření stříbra do 

životního prostředí.190 Determinanty rezistence ke stříbru jsou velmi rozšířené a díky jejich 

lokalizaci na mobilních genetických elementech se usnadňuje horizontální přenos uvnitř 

ekosystému, což může dále vést k rozšíření nových fenotypů mezi bakteriální populace.191,192 

Tato fakta zdůrazňují nutnost eliminovat uvolňování stříbra do životního prostředí a zabránit 

tak rozšiřování rezistence ke stříbru mezi klinicky významné mikroorganismy. 

Na téma rezistence ke stříbru v nanočásticové formě bylo publikováno velmi málo 

prací. Bakteriální rezistence byla zkoumána především u iontového stříbra. Mechanismem 

takovéto rezistence může být eliminace iontů stříbra na méně toxické nižší oxidační stavy, 

nicméně více se uplatňuje aktivní eflux iontů stříbra z buňky.193–197 Společně s aktivním 

efluxem hraje výraznou roli v rezistenci k iontům stříbra snížená permeabilita membrány.198  

Bakterie rezistentní ke stříbru byla poprvé izolována v roce 1960 z popáleniny, která 

byla ošetřována dusičnanem stříbrným.199 Mechanismus rezistence ke stříbru byl poprvé 

popsán u Gram-negativní bakterie Salmonella enterica sérovar Typhymurim u pacienta 

s popáleninami v roce 1975. Domělým modelem této rezistence kódované na plazmidu 

pMG101 je transport přes ATPázu SilP, efluxní systém SilCFBA a periplazmatický 

chaperon pro přenos stříbra SilE.200,201 Asiani a kol. popisují, že SilE mění svoji konformaci 

v přítomnosti stříbra, funguje jako molekulární houba a jako první obrana proti stříbru, které 

začíná pronikat do periplazmy.202 Od té doby byly bakterie rezistentní na stříbro izolovány 

z klinického prostředí opakovaně. Příklady bakterií rezistentních ke stříbru zahrnují E. coli, 
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Enterobacter cloacae, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, S. typhimurium a 

Pseudomonas stutzeri atd.194,196,203 V přírodě se také běžně nachází přirozeně 

mikroorganismy rezistentní ke stříbru, např. P. stutzeri nalezená ve stříbrných dolech 

v Utahu a K. pneumoniae izolovaná z krevet na pobřeží Indie.204,205  

Ohledně rezistence, popř. tolerance ke stříbru v nanočásticové formě bylo dosud 

publikováno nepatrné množství prací. 

Gunawan a kol. studovali odezvu Bacillus sp. na dlouhodobou a opakovanou 

expozici nanočástic oxidu stříbra v matrici TiO2. Pozorovali vznik rezistence u bakterie 

Bacillus subtilis, která po dlouhodobé expozici stříbru začala dominovat v populaci 

mikrobiot. Ukázali, že B. subtilis má přirozenou schopnost adaptovat se na oxidativní stres 

způsobený iontovým stříbrem uvolněným z kompozitu.206  

Khan a kol. objevili, že Bacillus pumilus izolovaný z odpadních vod měl stejnou 

růstovou křivku v přítomnosti i nepřítomnosti AgNP. Ukázalo se, že mechanismus tolerance 

této bakterie k AgNP je nadměrná produkce exopolysacharidů, které obalí nanočástici a 

znemožní tak její interakci s buněčnou stěnou bakterie.207 

U bakterie E. coli K-12 MG1655 byla rezistence vyvolána opakovanou expozicí 

AgNP. Po 225 opakováních projevila exponovaná populace větší viabilitu než kontrolní 

skupina v přítomnosti různých koncentrací AgNO3 a 10nm AgNP modifikovaných citrátem. 

Genomickou analýzou autoři odhalili, že změny spojené s rezistencí se započaly již ve stém 

kroku.208 

V přítomnosti iontového stříbra, ale i AgNP došlo u bakterie Salmonella Senftenberg 

k expresi determinantu plazmidové rezistence založené na energeticky dependentním efluxu 

z buňky membránovými proteiny.209 
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6. Toxicita Ag 

6.1 Cytotoxicita  

Hlavními faktory, které způsobují cytotoxicitu AgNP, jsou vznik ROS a uvolňování 

iontů stříbra, které právě vznik ROS katalyzují v přítomnosti různých forem kyslíku. AgNP 

jsou nejprve rozpoznány membránovými receptory, následně jsou internalizovány, 

translokovány a nakonec buď degradují, jsou akumulovány nebo je buňka eliminuje. AgNP 

a uvolněné stříbrné ionty interagují především s thiolovými skupinami molekul 

v cytoplazmě, buněčné membráně a membráně mitochondrií a dostávají se do jádra, kde 

poškozují DNA. Internalizované AgNP produkují ROS a způsobují oxidativní stres a 

dochází tak k silnému poškození buněčných membrán a organel, což má za následek 

apoptózu nebo nekrózu. Oxidativní stres spouští zánětlivé odpovědi, jako je aktivace vrozené 

imunity a zvýšená permeabilita endoteliálních buněk. Dochází k poškození DNA a aberaci 

chromozomů. Na reakci exponovaných buněk má vliv mnoho faktorů jako velikost, tvar, 

povrchová úprava AgNP.210,211  

Stříbro není klasifikováno jako karcinogen. Nebylo publikováno, že by stříbro 

způsobovalo rakovinu u zvířat nebo lidí. Kawata a kol. však pozorovali up-regulaci exprese 

genů opravy DNA rakovinných buněk v buněčné linii lidského hepatomu HepG2 při 

chronické expozice AgNP v nízkých netoxických dávkách.212 

Cytotoxicita závisí na čase, dávce, teplotě, velikosti a tvaru částic a jejich povrchové 

úpravě a typu exponovaných buněk.210,213 Malé AgNP mají větší plochu povrchu, jsou 

aktivnější, snáze se rozpouští a katalyzují vznik ROS. Navíc lépe pronikají do buňky a skrze 

biologické bariéry. Na mnoha druzích lidských tkání byla pozorována závislost buněčných 

aktivit a toxikologických parametrů na velikosti částic, např. membránová integrita, úroveň 

ROS, průnik částic do buněk, EC50 (koncentrace látky, která způsobí určitý efekt u 50 % 

testovaných organismů) apod. Stejně tak povrchová modifikace částic ovlivňuje jejich 

interakci s buňkami, protože výrazně částice stabilizuje proti agregaci. Také tvar částic 

ovlivňuje interakci s buňkami, např. nanočástice tyčkového tvaru spíše interagují přímo 

s povrchem, ale špatně se internalizují. Na typu buněk také závisí odezva. Např. expozice 

fibroplastů (NIH3T3) AgNP měla za následek expresi ROS a c-Jun N-terminálních kináz, 

které aktivují apoptózu mitochondrií. Zatímco buňky tlustého střeva (HCT116) nebyly tak 

náchylné na vliv AgNP, protože mohou aktivovat expresi antiapoptózního proteinu bcl-2.214 

V další studii byla pozorovaná genotoxicita AgNP modifikovaných škrobem u fibroplastů a 
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glioblastomů. U obou typů buněk indukovaly AgNP disfunkci mitochondrií a zvýšily úroveň 

ROS, způsobily poškození DNA a aberaci chromozomů a pozastavení buněčného cyklu. 

Nicméně fibroplasty snáze odolávají vlivu AgNP, protože se mohou dostat z arestu 

buněčného cyklu.215 Luther a kol. ukázali, že ačkoliv se AgNP více akumulují v astrocytech 

než v buňkách rakoviny plic, jsou méně toxické, neboť uvolňují méně iontů stříbra.216 

Za účelem porovnání cytotoxicity AgNP a iontového stříbra se testoval jejich vliv na 

životaschopnost lidských kožních fibroblastů a lidských epidermálních keratinocytů. Kromě 

toho se zkoumaly zánětlivé odpovědi a poškození DNA. Výsledky ukázaly, že iontové 

stříbro bylo výrazně toxičtější než AgNP. AgNP a iontové stříbro v necytotoxické 

koncentraci nepoškozovaly DNA a neovlivnily hladinu zánětlivých markerů kromě zvýšení 

hladiny interleukinu 6 u fibroblastů s iontovým stříbrem. AgNP jsou jednoznačně vhodnější 

pro lokální ošetření ran až do koncentrace 25 mg/l.a 

 

6.2 In vivo toxicita AgNP u zvířat 

Rahman a kol. zkoumali vliv AgNP (25 nm) podaných intraperitoneálně na genovou 

expresi v různých místech mozku myši. Autoři došli k závěru, že neurotoxicita AgNP je 

způsobena oxidačním stresem a změnami v genové expresi vedoucí k apoptóze.217 

Intravenózní podání AgNP také působí na orgány toxicky tvorbou ROS, které působí ztrátu 

spojení endotelových buněk. Průnik AgNP z cév přes poškozenou endotelovou bariéru, jim 

umožňuje hromadit se v orgánech a pak způsobovat jejich záněty – záněty jater, plic a 

ledvin.218 

Při orálním podání AgNP dochází v závislosti na dávce ke smrti, ztrátě váhy, 

hypoaktivitě, změnám hladiny neurotransmiterů, změnám jaterních ezymů a krevních 

hodnot, zvětšení srdce a imunologickým efektům.219 Při zkoumání vlivu AgNP na 

reprodukci a vývoj bylo zjištěno, že AgNP se při orálním podání akumulovaly ve varlatech 

a jsou toxické pro spermie a u samic pro vajíčka a také plod. Orální podání AgNP samici 

myši v raném stádiu těhotenství způsobilo zpožděný fyzický vývoj potomků a zhoršené 

kognitivní chování. AgNP po injekci byly detekovány v placentě, mateřském mléce a 

potomcích.220 Inhalované AgNP byly detekovány až v placentě a způsobily zvýšenou 

resorpci zárodků spojenou se sníženou hladinou estrogenu matky.221 Při vystavení 

poškozené kůže krysy nebylo nalezeno poškození jater a AgNP neměly vliv na biochemii 

                                                           
a Výsledky publikovány v: Galandáková, A., Franková, J., Ambrožová, N., Habartová, K., Pivodová, V., 
Zálešák, B., Šafářová, K., Smékalová, M. a Ulrichová, J. Effects of silver nanoparticles on human dermal 
fibroblasts and epidermal keratinocytes. Human and Experimental Toxicology 35(9), 946–957 (2016). 
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krve. Zjistilo se, že uvolněné iontové stříbro z AgNP může pronikat skrz kůži pouze, když 

je poškozená epidermální bariéra, ale nezpůsobuje žádnou akutní toxicitu.222 

Park a kol. určili LOAEL (nejnižší dávka nebo expoziční koncentrace látky, při které 

je ještě pozorován statisticky významný nepříznivý účinek na organismus v porovnání s 

kontrolní skupinou) vztažený ke zvýšené úrovni koncentrace cytokininů na 0,5 mg/kg 

hmotnosti za den u myši po 28denní orální expozici AgNP.223 Při akutním testu toxicity Kim 

a kol. pozorovali pouze slabé poškození jater u krys vystavených vysoké koncentraci AgNP 

více než 300 mg/kg.224 Testy dermální toxicity ukázaly, že expozice více než 0,1 mg/kg 

AgNP měla za následek mírné poškození sleziny, jater a kůže u morčete.225 Tang a kol. 

zkoumali distribuci a toxicitu AgNP u krys podávaných podkožní injekcí v koncentraci 

62,8 mg/kg.226 AgNP se krví dostaly do ledvin, jater, sleziny, mozku a plic. Navíc způsobily 

poškození hematoencefalické bariéry a neuronální degeneraci.227 

 

6.3 Vliv AgNP na člověka 

Do lidského těla se AgNP mohou dostat několika způsoby, např. kůží, orálně, 

inhalací, krví. Primární cestou expozice člověka stříbrem je jeho příjem s potravou. 

Vzhledem k obrovskému množství výrobků obsahujících AgNP je expozice stříbru mnohem 

větší, než bylo dříve běžné. Munger et al. provedl studii na lidech, kteří byli exponováni 

orálně AgNP o koncentraci 10 ppm po dobu 3, 7 a 14 dní a AgNP o koncentraci 32 ppm po 

dobu 14 dní. Nebyly zjištěny žádné významné metabolické, hematologické, urinální nálezy, 

žádné morfologické změny srdce, plic nebo abdominálních orgánů.228 

Sledování pracovníků v továrně, kteří pracují s AgNP a jsou vystaveni nízkým 

dávkám stříbrného prachu a rozpuštěného stříbra v mezních hraničních hodnotách, 

neukázalo žádný negativní dopad na jejich zdraví.229 

 Nízká toxicita u lidí může být zapříčiněna tím, že tělní tekutiny obsahují velké 

množství chloridových a sulfidových iontů, které se stříbrnými ionty tvoří nerozpustné 

soli.230 

 Při testování dermální toxicity výrobku Acticoat obsahem AgNP určeného ke 

sterilnímu krytí ran  nebyly u 30 pacientů prokázány žádné biochemické nebo hematologické 

indikátory toxicity.231 
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6.4 Toxicita AgNP pro vodní organismy  

Díky rostoucímu množství aplikací AgNP existuje reálné riziko znečištění životního 

prostředí a toxického vlivu na vodní organismy. Velké množství stříbra se do životního 

prostředí dostává s průmyslovými odpady. Životní prostředí může být exponováno několika 

cestami. Byly již zaznamenány úniky AgNP z domácností (kosmetika, hygienické produkty, 

oblečení) a průmyslu do odpadních vod.4,5 Předpokládaná koncentrace AgNP 

v povrchových vodách v Evropě se odhaduje řádově na jednotky ng/l.232  

Mnoho studií ukázalo, že AgNP jsou toxické pro organismy na různých trofických 

úrovních – řasy, sinice, vodní rostliny, mušle, korýši, ryby apod. Většina studií vede 

k závěru, že toxicita je způsobená uvolněnými ionty stříbra z povrchu AgNP, zatímco jiní 

autoři se přiklání k teorii, že toxicita je spojena s charakterem částic nebo kombinací 

obojího. Nicméně mechanismus toxicity není stále jednoznačně objasněn. Navarro a kol. 

pozorovali snížení kvantového výtěžku fotosystému II u sladkovodní řasy Chlamydomonas 

reinhardtii a došli k závěru, že toxicita je zprostředkována právě ionty stříbra uvolněnými 

v přítomnosti řas.233 Podobně byl kombinovaný vliv nanočástic stříbra a uvolněných iontů 

stříbra popsán jako příčina toxicity u mořské řasy Thalassiosira pseudonana a sinice 

Synechococcus sp.234 Je známo, že AgNP způsobují oxidativní stres a mění aktivitu 

antioxidačních enzymů ve vodních rostlinách i zvířatech.235–238 Např. u sladkovodní řasy a 

mořské řasy Dunaliella tertiolecta se toxicita AgNP projevila sníženým obsahem chlorofylu, 

zvýšenou tvorbou ROS a lipidovou peroxidací.236 Vodní rostliny Spirodela polyrhiza a 

Spirodela punctuta byly také vystaveny oxidačnímu stresu, přičemž toxický efekt zde nebyl 

připsán iontovému stříbru.237 Oukarroum et al. navrhli, že AgNP vstupují do buněk vodní 

rostliny Lemna gibba a uvnitř jsou uvolňovány ionty stříbra, které zde spouští oxidativní 

stres.238 Chronická expozice AgNP způsobuju také zpoždění růstu a vývoje larev bentických 

bezobratlých živočichů (Balanus amphitrite, Crepidula onyx a Hydroides elegans).239 U ryb 

bylo zjištěno, že se AgNP bioakumulují v žábrech, játrech a svalech.240,241 Histologické 

studie odhalily poškození tkání a vakuolizaci jater a svalů.241 AgNP také způsobují retardaci 

a malformace u rybích embryí, zpomalení srdečního rytmu embryí, redukci rychlosti líhnutí 

a délky larev.242,243  

Mnoho akutních ale i chronických toxicitních studií provedených s korýši Daphnia 

spp. prokázalo toxický vliv v různých koncentracích AgNP v rozsahu od několika 

mikrogarmů po miligramy na litr v závislosti na metodě přípravy částic, jejich velikosti, 

povrhové modifikaci, náboji apod.244 Více než 70 % AgNP vstupuje do organismu kořýše 
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příjmem řas jako potravy.244,245 Následně se stříbro akumuluje v těle kolem žaber a střev.246 

U novorozených jedinců, kteří byli exponováni 0,1 mg/l AgNP byla zaznamenána menší 

velikost těla, změny stravování, menší zásoby hnědé tukové tkáně a léze.247 Jiná studie 

ukázala, že 0,002 mg/l AgNP a více ovlivňuje schopnost pohybu ve vodě.248 

Z toxikogenomických testů navíc vyplynulo, že AgNP způsobuje u dafnií poškození 

DNA.249,250 

Ve vodním prostředí je stabilita AgNP ovlivněna působením různých faktorů a mění 

se tak fyzikálně-chemické vlastnosti a potažmo toxicita. Agregace a rozpouštění závisí na 

pH, iontové síle a přítomnosti oxidačních činidel a jiných sloučenin.251–253 Důležitost složení 

média byla zdůrazněna v mnoha současných studiích. Např. Yue a kol. publikovali, že 

cytotoxicita AgNP stabilizovaných citrátem vůči linii rybích buněk se liší v závislosti na 

iontové síle a obsahu chloridů v médiu.254 Podobně obsah organického uhlíku, pH a obsah 

chloridů ovlivnil míru toxicity u ryby Pimephales promelas.255 

V současnosti bylo publikováno několik málo studií, které se zabývaly vlivem 

dlouhodobého působení zředěných médií na stabilitu AgNP s různými stabilizačními 

činidly.256,257 Ukázalo se, že použité médium musí být zředěno desetkrát, aby se předešlo 

agregaci částic, zatímco životaschopnost organismů při těchto podmínkách nebyla 

ovlivněna. Römer et al. objevili, že akutní toxicita AgNP stabilizovaných citrátem vůči D. 

magna vzrůstá s ředěním média.258 Chronická toxicita AgNP vůči dafniím ve zředěném 

médiu však nebyla toho času publikována. 
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7. Synergický účinek AgNP a antibiotik vůči zvířecím 

bakteriímb 

Testování zvýšeného účinku antibiotik v kombinaci s AgNP se provádělo v centru pro 

výzkum nemocí zvířat (CReSA) v průběhu mé zahraniční stáže. Použité patogeny byly 

zvířecí bakterie, přičemž některé z nich byly k určitým antibiotikům rezistentní. 

Kombinovaný účinek byl hodnocen pomocí FIC indexu za použití mikrodiluční 

„šachovnicové“ metody. Aby se zjistilo, zda na kombinovaný účinek má vliv velikost AgNP, 

syntetizovaly se AgNP o dvou průměrných velikostech částic 28 nm a 8 nm. AgNP byly 

kombinovány s běžně používanými antibiotiky amoxicilinem, penicilinem G, gentamicinem 

a kolistinem. 

 

Pro syntézu AgNP byly použity následující chemikálie: AgNO3 (Fagron), NH3 (28–

30% [w/w], Sigma-Aldrich), NaOH (Lach-ner), D(+)-maltóza monohydrát (Sigma-Aldrich), 

NaBH4 (Sigma-Aldrich), želatina (Penta) a sodná sůl kyseliny polyakrylové (PAA) s 

molekulovou hmotností 1200 (Sigma-Aldrich). Velikost nanočástic byla měřena pomocí 

přístroje Zeta Plus analyzer (Brookhaven) využívajícího dynamického rozptylu světla 

(DLS). Velikost částic a jejich morfologie pak byla ověřena TEM pomocí mikroskopu JEM-

2010 (Jeol) a UV/Vis spektroskopií na přístroji Specord S 600 (Analytic Jena). Snímky 

z TEM byly analyzovány pomocí softwaru Gwyddion1 pro určení distribuce velikosti částic. 

 

Sférické AgNP o průměrné velikosti částic 28 nm (AgNP-28nm) byly syntetizovány 

pomocí známé modifikované Tollensovy metody,2 jejímž principem je redukce 

diaminstříbrného komplexu sacharidy. Modifikace této metody, která se běžně používá pro 

nanášení stříbrného zrcátka na různé povrchy, spočívá především ve snížení koncentrace 

reakčích komponent. Syntéza probíhala následujícím způsobem. Smícháním roztoku AgNO3 

s NH3 vznikl komplex [Ag(NH3)2]+. Poté bylo pH upraveno roztokem NaOH a jako redukční 

činidlo byla použita D-maltóza. Konečné koncentrace reagencií byly: AgNO3 1·10-3 mol/l, 

NH3 5·10-3 mol/l, NaOH 9,6·10-3 mol/l a D-maltóza 1·10-2 mol/l. Směs po několika 

                                                           
b Výsledky publikovány v: Smékalová, M., Aragon, V., Panáček, A., Prucek, R., Zbořil, R. a Kvítek, L. 
Enhanced antibacterial effect of antibiotics in combination with silver nanoparticles against animal 
pathogens. The Veterinary Journal 209, 174–179 (2016). 
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sekundách změnila svoji barvu na hnědožlutou, což značí přítomnost nanočástic. Takto 

připravená disperze AgNP měla koncentraci stříbra 108 mg/l.  

Pro stabilizaci AgNP byla do připravené disperze přidána želatina o výsledné 

koncentraci 0,5 % pro testy probíhající v živném médiu Müller-Hinton (M.-H.) a 0,1 % pro 

testy probíhající v médiu BHI (brain-heart infusion broth, bujón z mozkosrdcové infuze). 

AgNP o průměrné velikosti 8 nm (AgNP-8nm) se připravovaly obdobně. Jako 

redukční činidlo byl použit tetrahydridoboritan sodný. Konečné koncentrace reagencií byly: 

AgNO3 1·10-2 mol/l, NH3 5·10-2 mol/l, Na[BH₄] 2·10-2 mol/l. Pro stabilizaci takto 

připravených AgNP se před redukcí přidala do reakčního systému PAA o výsledné 

koncentraci 0,18 %. Disperze měla po přípravě tmavě hnědou barvu. Výsledná koncentrace 

stříbra v disperzi AgNP byla 1080 mg/l. 

AgNP o průměrných velikostech 28 nm a 8 nm (měření DLS metodou) byly 

syntetizovány na základě různé redukční síly redukčních činidel. Průměrná velikost AgNP 

určená pomocí metody DLS byla následně ověřena TEM. Snímky TEM prokázaly 

přítomnost sférických AgNP o velikostech 20,6 (10 až 30 nm) pro AgNP připravené redukcí 

maltózou (obr. 4a) a 4,7 nm (2 až 18 nm) pro AgNP připravené redukcí borohydridem (obr. 

5a). Průměrná velikost částic určená metodou DLS byla nižší než velikost určená ze snímků 

TEM. Důvodem je fakt, že metoda DLS nadhodnocuje frakce částic s větší velikostí, protože 

intenzita rozptýleného světla závisí na šesté mocnině velikosti částic. V UV/Vis spektrech 

připravených AgNP byly zaznamenány absorpční pásy s maximy při 409 nm (AgNP-28nm) 

a 392 nm (AgNP-8nm), což je charakteristické pro částice nanometrových rozměrů (obr. 4b 

a 5b).2 Menší částice absorbují v oblastech nižších vlnových délek, zatímco s rostoucí 

velikostí částic dochází k červenému posunu.12 Z úzké šířky píků lze usuzovat na nízkou 

distribuci velikostí AgNP.  

Po smíchání nestabilizovaných AgNP-28nm s kultivačními médiy došlo k částečné 

agregaci, jak bylo zřejmé i z UV/Vis spekter, kde se objevily sekundární píky v oblasti 

vyšších vlnových délek (obr. 4b). Bylo publikováno, že sekundární absorpční píky v oblasti 

550 nm až 650 nm se objevují, když částice podléhají agregaci.29 Ke stabilizaci AgNP-28nm 

byla použita želatina jako velmi účinný, levný a netoxický stabilizátor. Ke stabilizaci AgNP-

28nm v médiu BHI bylo potřeba použít větší množství želatiny než pro médium M.-H., 

jelikož BHI obsahuje vyšší koncentraci elektrolytů a proteinů než médium M.-H. Stabilita 

AgNP je velmi ovlivněna iontovou silou okolního prostředí. AgNP-8nm, které se 

připravovaly za přítomnosti PAA byly v médiích stabilní.  
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Obrázek 4. Snímek z TEM (a) a UV/Vis absorpční spektra AgNP-28 nm připravených 
redukcí [Ag(NH3)2]+ D-maltózou (plná čára) a absorpční spektra AgNP po smíchání s 
médiem MH (čerchovaná čára) a médiem BHI (čárkovaná čára) (b). Vložený histogram 
vyhodnocený z korespondujícího snímku TEM zobrazuje distribuci velikosti AgNP. 
 

 

 
 

Obrázek 5. Snímek z TEM (a) a UV/Vis absorpční spektrum (b) AgNP-8nm připravených 
redukcí AgNO3 borohydridem. Vložený histogram vyhodnocený z korespondujícího snímku 
TEM zobrazuje distribuci velikosti AgNP. 

 

 

Bakteriální kmeny izolované ze zvířecích tkání S. enterica LT2, S. aureus GP0004, 

E. coli eae+ GN2514, Actinobacillus pleuropneumoniae 17/06L, P. multocida P-813 a 

Streptococcus uberis GP1037 byly získány ze sbírky centra CReSA (Španělsko). K testování 

synergického efektu byla použita antibiotika amoxicilin (Sigma), draselná sůl penicilinu G 

(Fluka), gentamicin sulfát (Sigma-Aldrich), kolistin methansulfonát sodný (Sigma). Média 

BHI (Oxoid, pH 7,4) a M-H (Oxoid, pH 7,3) byla připravena podle instrukcí výrobce a 

sterilizována. Pro kultivaci A. pleuropneumoniae bylo médium BHI suplementováno 1% 

IsoVitaleXem (BBL). Všechny reagenty byly použity bez předchozí úpravy. Na přípravu 
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roztoků byla použita deionizovaná voda. Bakteriální kmeny S. enterica, S. aureus, E. coli a 

S. uberis GP1037 byly kultivovány v kultivačním médiu M.-H. a kmeny A. 

pleuropneumoniae a P. multocida v médiu BHI.  

Minimální inhibiční koncentrace antibiotik, AgNP a jejich kombinací byly určeny 

pomocí mikrodiluční „šachovnicové“ metody za použití jednorázové plastové mikrotitrační 

destičky s 96 jamkami. Antibiotika byla postupně ředěna médiem dvakrát ve vodorovném 

směru a ve vertikálním směru byly přidány AgNP taktéž sériově ředěné médiem dvakrát. 

Bakteriální citlivost byla hodnocena podle dokumentu VET01-A3 Institutu pro klinické a 

laboratorní standardy (CLSI).259 

Dříve než se provedla inokulace, bylo nutné bakterie přes noc kultivovat na agarové 

půdě. Nakultivované bakterie pak byly suspendovány ve sterilním 0,85% roztoku NaCl na 

hustotu 0,5 McFarlandovy stupnice a poté byla suspenze zředěna 1 : 50 kultivačním 

médiem. Nakonec bylo ke 180 μl antimikrobiální směsi antibiotika a AgNP naočkováno 

20 μl bakteriálního inokula. Mikrotitrační destička byla následně inkubována při 37 °C po 

24 hodin. Bakteriální růst byl poté hodnocen měřením optické hustoty při 600 nm pomocí 

spektrofotometru PowerWave XS (BioTek). Z určených MIC byl následně vypočítán FIC 

index podle vzorce (1), kdy byl kombinovaný antibakteriální účinek hodnocen podle 

následujících kritérií: synergie (FIC ≤ 0,5), aditivita (0,5 < FIC ≤ 1), indiference 

(1 < FIC ≤ 2) a antagonismus (FIC > 2). 

 

Dosažené výsledky antibakteriální aktivity samotných AgNP jsou prezentovány 

v tabulce 1. MIC AgNP se pohybovaly v rozmezí 6,3 až 100,0 µg/ml v závislosti na 

testovaném kmenu bakterie a velikosti AgNP. Antibakteriální účinek se projevil především 

u Gram-negativních bakterií. Růst Gram-pozitivních bakterií byl inhibován méně, avšak 

přesné určení hodnoty MIC AgNP-28nm bylo omezeno danou koncentrací disperze při 

přípravě (108 µg/ml) a testovaná koncentrace mohla být maximálně poloviční. Disperze 

AgNP byla nejprve naředěna na 100 µg/ml a poté se médiem na destičce naředila na 

polovinu, tedy 50 µg/ml. Antibakteriální aktivita menších nanočástic stříbra byla silnější než 

aktivita těch větších. AgNP obou velikostí nejvíce potlačily růst Gram-negativní bakterie 

P. multocida, naopak Gram-pozitivní bakterie S. uberis byla k AgNP nejméně citlivá. 
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Tabulka 1. MIC [μg/ml] nanočástic stříbra o průměrných velikostech 28 nm a 8 nm.  
 

Bakterie AgNP-28nm AgNP-8nm 
S. enterica (G-)a 25 12,5 
S. aureus (G+) > 50 25 
E. coli (G-) 25 6,3 
A. pleuropneumoniae (G-) 50 25 
S. uberis (G+) > 50 100 
P. multocida (G-) 6,3 6,3 

a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní 
 

 

Výsledky společného antibakteriálního efektu testovaných antibiotik a AgNP jsou 

uvedeny v tabulkách 2 až 5. V případě ampicilinu se MIC samotného antibiotika proti 

testovaným bakteriím pohybovaly v rozmezí 0,25 až > 32 µg/ml (tab. 2). MIC amoxicilinu 

vůči E. coli a A. pleuropneumoniae byla > 32 µg/ml, přičemž breakpoint (hraniční 

koncentrace antibiotika, která definuje mikroorganismus jako citlivý nebo rezistentní dle 

jeho MIC) je ≥ 32 µg/ml a tyto kmeny byly tedy k amoxicilinu rezistentní. Nejlepšího 

kombinovaného účinku amoxicilinu a AgNP bylo dosaženo při kombinaci 12,5 µg/ml AgNP 

obou velikostí s 8 µg/ml amoxicilinu. Při této kombinaci došlo k obnovení citlivosti původně 

k ampicilinu rezistentní bakterie A. pleuropneumoniae. Antibakteriální aktivita amoxicilinu 

kombinovaného s AgNP-28nm byla synergní s FIC indexem 0,4; při kombinaci s AgNP-

8nm byl však účinek pouze aditivní s FIC indexem 0,6. Aditivní účinek amoxicilinu 

kombinovaného s AgNP obou velikostí byl také pozorován proti Gram-pozitivní bakterii 

S. aureus s FIC indexem 0,8. Aditivní účinek také vykazovala kombinace amoxicilinu 

a AgNP-8nm proti S. uberis. Ostatní kombinace měly indiferentní efekt.  

V případě testování antibakteriálního účinku Penicilinu G v kombinaci s AgNP byly 

dosaženy podobné výsledky jako v případě amoxicilinu (tab. 3). MIC samotného penicilinu 

se pohybovaly v rozmezí 0,03 až > 32 µg/ml. S. aureus (MIC 1 μg/ml, breakpoint ≥ 0,25 

μg/ml), E. coli (MIC > 32 μg/ml, breakpoint ≥ 4 μg/ml) a A. pleuropneumoniae (MIC > 32 

μg/ml, breakpoint ≥ 4 μg/ml) byly k penicilinu rezistentní. Nejlepší výsledky byly dosaženy 

při kombinaci 6,3 µg/ml AgNP-8nm se 2 µg/ml penicilinu proti A. pleuropneumoniae, kdy 

se FIC index rovnal 0,3. 
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Tabulka 2. MIC [μg/mL] amoxicilinu (Amx) a výsledky kombinace amoxicilinu s AgNP 
 

Bakterie MIC Amx 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Amx AgNP-8nm Amx 

S. enterica (G-)a 1 25 1 2,0 I 12,5 1 2,0 I 

S. aureus (G+) 2 25 1 0,8 A 12,5 0,5 0,8 A 

E. coli (R)c > 32 25 > 32 2,0 I 6,3 > 32 2,0 I 

Appd (R, G-) > 32 12,5 8 0,4 S 12,5 8 0,6 A 

P. multocida (G-) 0,25 6,3 0,25 2,0 I 6,3 0,25 2,0 I 

S. uberis (G+) 0,25 > 50 0,25 2,0 I 50 0,125 1,0 A 
a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní k amoxicilinu 
d – App, A. pleuropneumoniae 

 
 
Tento synergní účinek byl nejsilnější ze všech provedených experimentů. Větší 

AgNP-28nm v kombinaci s penicilinem proti A. pleuropneumoniae vykazovaly pouze 

aditivní efekt. Aditivní účinek byl také pozorován v případě kombinace AgNP obou velikostí 

s penicilinem vůči S. aureus. Ostatní kombinace měly indiferentní efekt. 

 
Tabulka 3. MIC [μg/mL] penicilinu G (Pen) a výsledky kombinace penicilinu s AgNP 
 

Bakterie 
MIC 
Pen 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Pen AgNP-8nm Pen 

S. enterica (G-)a 2 25 1 1,5 I 12,5 1 1,5 I 

S. aureus (R, G+) 1 12,5 0,5 0,6 A 12,5 0,125 0,6 A 

E. coli (R)c > 32 25 > 32 2,0 I 6,3 > 32 2,0 I 

Appd (R, G-) > 32 25 8 0,6 A 6,3 2 0,3 S 

P. multocida (G-) 0,03 6,3 0,03 2,0 I 6,3 0,03 2,0 I 
a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní k penicilinu 
d – App, A. pleuropneumoniae 

 
 
Nejefektivnějším antibiotikem v kombinaci s AgNP byl gentamicin (tab. 4). 

Kombinace gentamicinu s AgNP-28nm vedla k aditivnímu účinku u bakterií S  enterica a P. 

multocida a synergnímu účinku u bakterií S. aureus, E. coli a A. pleuropneumoniae. 

S AgNP-8nm byl efekt aditivní u E. coli a P. multocida a synergní u S. aureus. Kombinace 
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3,1 µg/ml AgNP-28nm i AgNP-8nm se 2 µg/ml gentamicinu vedla k obnovení citlivosti 

rezistentní P. multocida k danému antibiotiku (MIC 8 μg/ml, breakpoint ≥ 8 μg/ml). Také 

rezistentní A. pleuropneumoniae (MIC 8 μg/ml, breakpoint ≥ 8 μg/ml) byla opět citlivá ke 

gentamicinu kombinovaném s AgNP. Kombinací gentamicinu s AgNP-28nm umožnilo 

snížit koncentraci antibiotika na 0,25 µg/ml.  

 
Tabulka 4. MIC [μg/mL] gentamicinu (Gen) a výsledky kombinace gentamicinu s AgNP 
 

Bakterie 
MIC 
Gen 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Gen AgNP-8nm Gen 

S. enterica (G-)a 1 12,5 0,25 0,8 A 12,5 0,25 1,3 I 

S. aureus (G+) 2 25 0,25 0,4 S 6,3 0,5 0,5 S 

E. coli (R)c > 32 6,3 8 0,4 S 3,1 16 0,8 A 

Appd (R, G-) 8 25 0,25 0,5 S 25 8 2,0 I 

P. multocida (R, G-) 8 3,1 2 0,8 A 3,1 2 0,8 A 
a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní ke gentamicinu 
d – App, A. pleuropneumoniae 

 

 

MIC samotného kolistinu se pohybovaly mezi 4 až 8 µg/ml (tab. 5) a tedy všechny 

testované bakterie byly k tomuto antibiotiku rezistentní (breakpoint ≥ 2 μg/ml). V kombinaci 

kolistinu s AgNP-28nm byl společný účinek pouze aditivní a to u všech bakteriálních 

kmenů.  

 
Tabulka 5. MIC [μg/mL] kolistinu (Col) a výsledky kombinace kolistinu s AgNP 

 

Bakterie 
MIC 
Col 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Col AgNP-8nm Col 

S. enterica (R, G-)a, c 4 12,5 2 1,0 A 6,3 2 1,0 A 

E. coli (R, G-) 8 12,5 2 0,8 A 1,6 2 0,5 S 

Appb (R, G-) 8 25 2 0,8 A 25 8 2,0 I 

P. multocida (R, G-) 8 3,1 1 0,6 A 3,1 1 0,6 A 
a – G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní ke kolistinu 
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Aditivní účinek byl také pozorován pro kombinaci kolistinu s AgNP-8nm proti 

S. enterica a P. multocida. Při kombinaci 3,1 µg/ml AgNP-28nm nebo AgNP-8nm 

s kolistinem se rezistentní P. multocida stala ke kolistinu citlivou, protože MIC kolistinu 

klesla na 1 µg/ml. Kombinace 2 µg/ml kolistinu s 1,6 µg/ml AgNP-8nm měla synergní 

antibakteriální účinek proti E. coli.  

 

AgNP jsou dobře známy svojí výjimečnou antimikrobiální aktivitou proti lidským 

patogenům a mají schopnost zvyšovat účinek jiných antimikrobiálních látek (viz kapitoly 2 

a 4). Bohužel není příliš studií, které by se zabývaly vlivem AgNP proti bakteriím 

způsobujícím nemoci u zvířat. Přitom rezistence zvířecích bakterií představuje stejně velký 

problém jako rezistence humánních bakterií. Rezistentní kmeny, které způsobují závažné 

nemoci tzv. hospodářských zvířat např. mastitida (S. uberis) nebo respirační choroby 

(A. pleuropneumoniae) se rychle rozšiřují.260  

Většina produktů se stříbrem určených pro veterinární sektor se vyskytuje ve formě 

dezinfekcí pro povrchy. Existují také různé kapky, masti, gely nebo spreje pro potlačení 

infekcí (TraumaPet Ag, Auxivet). AgNP se také používají jako prebiotika v krmení.261 

V této studii se testovala čtyři různá antibiotika v kombinaci s AgNP proti bakteriím 

způsobujících nemoci zvířat, přičemž některé byly k danému antibiotiku rezistentní. 

Antibakteriální aktivita AgNP silně závisí na jejich velikosti,2,64–66 proto byly syntetizovány 

AgNP o dvou velikostech, aby bylo možné určit, zda i zvýšený účinek antibiotik je ovlivněn 

rozměry AgNP.   

Menší AgNP měly opravdu silnější antibakteriální účinky. Mohou totiž snadněji 

pronikat póry v buněčné membráně, uvolnit větší množství iontů stříbra a generovat více 

ROS.262 Větší plocha povrchu ku objemu činí navíc AgNP více reaktivní.263 Růst Gram-

pozitivních bakterií byl inhibován méně než Gram-negativních bakterií, což odpovídá dříve 

publikovaným studiím.55,57,264 Tento fakt může být připsán tenčí peptidoglykanové vrstvě 

Gram-negativních bakterií ve srovnání s pevnou peptidoglykanovou buněčnou stěnou 

Gram-pozitivních bakterií.  

Amoxicilin je beta-laktamové antibiotikum, které inhibuje syntézu bakteriální 

buněčné stěny, a používá se pro léčbu řady infekcí u zvířat. Amoxicilin například léčí nemoci 

způsobené infekcí A. pleuropneumoniae, která způsobuje závažná respirační onemocnění 

prasat.265 Bohužel se vyskytují případy rezistence bakterií k amoxicilinu.266 V rámci 

testování antibakteriální aktivity amoxicilinu v kombinaci s AgNP bylo prokázáno, že AgNP 

zvyšují účinek antibiotika proti A. pleuropneumoniae a dokonce MIC amoxicilinu byla 
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snížena pod hranici breakpointu, což znamená, že takovou bakterii lze v tomto případě 

hodnotit jako citlivou k amoxicilinu. Kombinovaný účinek AgNP a amoxicilinu proti 

A. pleuropneumoniae byl synergní v případě AgNP-28nm a pouze aditivní v případě AgNP-

8nm. Zvýšený účinek  amoxicilinu v kombinaci s AgNP  také publikoval Shahverdi a kol. 

proti S. aureus na základě hodnocení velikosti inhibiční zóny za použití diskové metody.21 

Použití diskové difuzní metody se však nezdá vhodné, jelikož neexistuje parametr, podle 

kterého by se dalo určit, zda je interakce synergní nebo pouze aditivní. Otázkou také zůstává 

do jaké míry AgNP difundují skrz pevný agar.  

Podobné výsledky jako s amoxicilinem byly pozorovány u penicilinu G, který také 

náleží do skupiny beta-laktamových antibiotik. Nejsilnější pozorovaný synergní účinek se 

projevil při kombinaci AgNP-8nm s penicilinem proti Gram-negativní 

A. pleuropneumoniae.  

Nejvíce pozitivních výsledků bylo dosaženo kombinací AgNP s gentamicinem. 

Stejně jako jiné aminoglykosidy je mechanismem účinku gentamicinu ireverzibilní navázání 

na ribozomální podjednotku 30S bakterie a intereference s proteinovou syntézou. Celkově 

byly pozorovány čtyři aditivní a čtyři synergní účinky gentamicinu a AgNP. Podobně Birla 

a kol. pozorovali zvýšený účinek gentamicinu v přítomnosti AgNP proti E. coli a S. aureus.22 

Naopak v některých studiích kombinace genatmicinu a AgNP neměla žádný zvýšený 

antibakteriální účinek.21,26 Důležitým výsledkem této studie bylo obnovení citlivosti 

původně rezistetních bakterií A. pleuropneumoniae a P. multocida ke gentamicinu po 

kombinaci s AgNP. A. pleuropneumoniae je Gram-negativní bakterie, která způsobuje 

pleuropneumonii prasat, vysoce nakažlivé závažné respirační onemocnění. Mezi prasaty se 

přenáší aerosolem nebo přímým kontaktem a vyskytuje se jako chronická nebo akutní 

infekce, kterou provází těžké klinické příznaky v nejhorších případech následované rychlou 

smrtí. P. multocida je Gram-negativní bakterie, která infikuje domestikovaná zvířata a 

způsobuje onemocnění jako je např. cholera drůbeže. Stříbro by tedy mohlo být řešením při 

léčbě těchto závažných onemocnění v situacích, kdy nebudou antibiotika účinná. 

Kolistin je polypeptidové antibiotikum s baktericidním účinkem proti Gram-

negativním bakteriím. Jeho účinek spočívá v destabilizaci buněčné membrány. Používá se 

při léčbě infekcí u lidí i zvířat. V humánní medicíně však přichází na řadu až poté, co jiná 

antibiotika v léčbě infekce selžou. U hospodářských zvířat je kolistin používán k léčbě 

infekcí způsobených bakteriemi čeledi Enterobacteriaceae. Především v důsledku vzniku 

rezistence k jiným skupinám antibiotik se spotřeba kolistinu u zvířat v posledních letech 

zvyšuje. Kolistin by se však také měl ponechávat jako druholiniová léčba zvířat, aby se 
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předešlo vzniku rezistence. V poslední době se bohužel případy rezistence začaly objevovat 

i u kolistinu.267 Ze čtyř kmenů bakterií, které byly zvoleny k testování, byly všechny kmeny 

ke kolistinu rezistentní. Při kombinaci AgNP s kolistinem byl zaznamenán ve většině 

případů pouze aditivní antibakteriální efekt, avšak u enterobakterie E. coli se projevila 

synergie. Důležité je také, že 3,1 µg/ml AgNP snížilo potřebnou dávku kolistinu pod hranici 

breakpointu u bakterie P. multocida, která se tak stala ke kolistinu citlivou. 
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8. Synergie AgNP a antibiotik vůči bakteriím citlivým 

k antibiotikůmc 

AgNP byly opět syntetizovány podle výše popsané modifikované Tollensovy metody, 

která spočívá v redukci diaminstříbrného komplexu sacharidy, kterým zde byla D-maltóza. 

AgNP byly během syntézy stabilizovány přídavkem želatiny s výslednou koncentrací 

0,05 %. Charakterizace AgNP probíhala pomocí metod DLS, TEM a UV/Vis spektroskopie. 

AgNP připravené Tollensovým procesem dosahovaly průměrné velikosti 28 nm s velmi 

úzkou distribucí velikosti, jak lze vidět z křivky lognormální distribuce velikosti částic 

pořízené metodou DLS (obr. 6a) a jak je patrné ze snímků pořízených TEM (obr. 6b). 

V UV/Vis absorpčním spektru AgNP byl zaznamenán úzký pík povrchového plazmonu u 

vlnové délky 410 nm, což také odpovídá částicím těchto rozměrů (obr. 6c). Změřená hodnota 

zeta potenciálu -28 mV znamená vysokou agregační stabilitu připravených AgNP. 

  AgNP musely být před testováním synergie stabilizovány želatinou, která je pro tento 

účel vhodná, protože je netoxickou přírodní látkou. Po smíchání s kultivačním médiem 

v poměru 1 : 1 byla pozorována částečná agregace částic stříbra, která se projevila změnou 

barvy koloidu, nárůstem v průměrné velikosti částic, sekundárním píkem v UV/Vis spektru 

a také snížením zeta potenciálu.  Průměrná velikost částic se zvýšila na 85 nm, absorpční pík 

u 410 nm se snížil a objevil se sekundární pík u 550 nm (obr. 7a). Zeta potenciál poklesl na 

hodnotu -13 mV. Obrázek 7 ukazuje snímky z TEM AgNP po přípravě (obr. 7b) a po 

stabilizaci želatinou (obr. 7c). Nestabilizované AgNP tvořily agregáty velikosti stovek nm 

(obr. 7b) na rozdíl od stabilizovaných AgNP, které zůstaly dobře separovány (obr. 7c). 

Pokles zeta potenciálu a agregace AgNP byl způsoben kationty přítomnými v kultivačním 

médiu. Obecně AgNP snadno v prostředí s vysokou iontovou silou snadno agregují, 

obzvláště jsou-li kationty multivalentní. Opačně nabité kationty jsou přitahovány 

k negativně nabitému povrchu AgNP a snižují jejich negativní zeta potenciál. AgNP se pak 

nemohou dostatečně odpuzovat, přibližují se, spojují se a následně agregují a sedimentují. 

Želatina byla přidána až po syntéze a neovlivnila tak jejich charakterizaci, např. měření 

                                                           
c Výsledky publikovány v: Panáček, A., Smékalová, M., Kilianová, M., Prucek, R., Bogdanová, K., Večeřová, 
R., Kolář, M., Havrdová, M., Płaza, G. A., Chojniak, J., Zbořil, R. a Kvítek, L. Strong and Nonspecific 
Synergistic Antibacterial Efficiency of Antibiotics Combined with Silver Nanoparticles at Very Low 
Concentrations Showing No Cytotoxic Effect. Molecules 21(1), 26 (2016). 
 



 

50 
 

velikosti. Takto nízká koncentrace želatiny však na velikost neměla vliv a byla dostatečná 

pro stabilizaci AgNP v kultivačním médiu, jak potvrdily snímky z TEM a měření DLS. 

 

 
 

Obrázek 6. Lognormální rozložení velikosti získané z měření DLS (a), snímky z TEM (b) 
a UV/Vis absorpční spektra AgNP s průměrnou velikostí 26 nm a úzkou distribucí velikosti 
částic (c).  
 

 

 
 
Obrázek 7. UV/Vis absorpční spektra (a) želatinou stabilizované (plná čára) a 
nestabilizované (čárkovaná čára) disperze AgNP v kultivačním médiu v poměru 1 : 1, TEM 
snímky nestabilizovaných (b) a želatinou stabilizovaných AgNP (c). 

 

 
Pro stanovení MIC AgNP, antibiotik a jejich kombinace byla využita šachovnicová 

diluční metoda. Antibiotika byla ředěna geometrickou řadou a kombinována s AgNP 

o koncentraci nižší než jejich MIC. Podle bakteriálního kmene byly použity koncentrace 
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AgNP 0,6; 1,25; 2,5 a 5 mg/l. 100 µl média M.-H. (Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, NJ, USA) o definované koncentraci antibiotik a AgNP bylo inokulováno 

bakteriemi o koncentraci 105–106 CFU/ml (CFU – colony-forming units). MIC byla určena 

jako nejnižší koncentrace testovaných látek, která viditelně inhibuje růst bakterií po 

24 hodinách (37 °C). 

 K testování byly použity tyto bakteriální kmeny (značení dle České sbírky 

mikroorganismů, Masarykova univerzita, Brno): E. coli CCM 4225, P. aeruginosa CCM 

3955 a S. aureus CCM 4223. Aplikovaná antibiotika jsou shrnuta v tabulce 6.  

 

Tabulka 6. Použitá antibiotika rozdělená podle mechanismu účinku a jejich zkratky. 
 

Inhibice syntézy 
buněčné stěny Inhibice proteosyntézy 

Inhibice syntézy nukleových 
kyselin 

Narušení funkce 
cytoplazmatické 
membrány 

Ampicilin (AMP) a Gentamicin (GEN) f Oxolinová kyselina (OXO) k Kolistin (COL) m 
Ampicilin/sulbaktam 
(AMS) a Tetracyklin (TET) g Ofloxacin (OFL) k  
Piperacilin (PIP) a Amikacin (AMI) f Ciprofloxacin (CIP) k  
Piperacilin/tazobaktam 
(PPT) a Chloramfenikol (CMP) h Kotrimoxazol (COT) l  
Penicilin (PEN) a Erytromycin (ERY) i   
Oxacilin (OXA) a Klindamycin (CLI) j   
Cefazolin (CZL) b    
Cefuroxim (CRX) b    
Cefoxitin (CXT) b    
Cefepim (CPM) b    
Cefoperazon (CPR) b    
Ceftazidim (CTZ) b    
Meropenem (MER) c    
Teikoplanin (TEI) d    
Vankomycin (VAN) d    
Aztreonam (AZT) e    

Kategorie antibiotik podle jejich chemické struktury: (a) peniciliny; (b) cefalosporiny; (c) karbapenemy; 
(d) glykopeptidy; (e) monobaktamy; (f) aminoglykosidy; (g) tetracykliny; (h) amfenikoly; (i) makrolidy; 
(j) linkosamidy; (k) chinolony; (l) sulfonamidy; (m) polypeptidy. 

 

 

Výsledky testování antibakteriální aktivity antibiotik v kombinaci s AgNP jsou 

shrnuty v tabulkách 7–9. Z hodnot MIC antibiotik a antibiotik v kombinaci AgNP je patrné, 

že synergický účinek byl pozorován u všech použitých antibiotik a u všech bakteriálních 

kmenů. 

V případě E. coli se projevil výrazný synergický účinek v koncentracích AgNP 2,5 

mg/l a 5 mg/l (MIC AgNP = 7,5 mg/l). Při kombinaci antibiotik s AgNP o těchto 

koncentracích se MIC antibiotik snížily o dva až tři řády oproti antibiotikům aplikovaným 
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bez AgNP. Při nižších koncentracích AgNP byl synergický efekt pozorován u GEN, COL a 

OFL s MIC více jak dvakrát nižšími, než byly MIC antibiotik samotných. E. coli byla vůči 

samotnému AMP rezistentní, antibiotikum nevykazovalo žádnou antibakteriální aktivitu ani 

v nejvyšší použité koncentraci 32 mg/l (breakpoint = 8 mg/l). V kombinaci s AgNP proti 

E. coli se aktivita AMP znovu obnovila a E. coli byla vůči AMP znovu senzitivní. Při 

koncentraci AgNP 2,5 mg/l se snížila MIC AMP na 0,03 mg/l.  

V případě P. aeruginosa byly MIC antibiotik v kombinaci s AgNP (2,5 mg/l a 

5 mg/l) také o dva až tři řády nižší než při aplikaci antibiotika samotného. V případě nižších 

koncentrací AgNP byla pozorována synergie s MER, GEN a COL (MIC více než dvakrát 

nižší). 

Bakterie S. aureus byla citlivější k AgNP více než další testované bakterie s MIC 

rovné 5 mg/l, což se také promítlo do silnějšího synergického efektu. Nejvyšší použitá 

koncentrace 2,5 mg/l vedla k nejvyššímu poklesu MIC antibiotik, o dva až tři řády. Při 

koncentraci 1,25 mg/l AgNP byl také pozorován synergický efekt téměř pro všechna 

antibiotika s poklesem MIC antibiotik o jeden řád. Také u nejnižší koncentrace 0,6 mg/l 

AgNP byl u S. aureus pozorován téměř ve všech případech (PEN, AMS, TET, COT, ERY, 

CLI, CIP, TEI a VAN) synergický účinek s více jak dvojnásobným poklesem MIC. Naopak 

u E. coli a P. aeruginosa bylo snížení MIC antibiotik výjimečné.  

 

Tabulka 7. MIC antibiotik (mg/l) v kombinaci s AgNP v koncentracích nižších než MIC 
(7,5 mg/l) pro E. coli CCM 4225. 
 

  AMP AMS CZL CRX CXT GEN COT COL OXO OFL TET AZT 

ATB + 0 
mg/l AgNP - 8 2 1 1 0,5 4 0,5 0,5 0,03 4 0,03 

ATB + 0,6 
mg/l AgNP - 8 2 1 1 0,03 2 0,125 0,5 0,015 4 0,03 

ATB + 1,25 
mg/l AgNP - 8 2 1 1 0,06 2 0,125 0,5 0,015 2 0,03 

ATB + 2,5 
mg/l AgNP 0,03 0,03 0,0019 0,00097 0,00097 0,00048 2 0,00097 0,5 0,00024 1 0,0078 

ATB + 5 
mg/l AgNP 0,00097 0,00097 0,00097 0,00097 0,00097 0,00048 0,0019 0,00048 0,00097 0,00024 0,00048 0,0019 
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Tabulka 8. MIC antibiotik (mg/l) v kombinaci s AgNP v koncentracích nižších než MIC 
(7,5 mg/l) pro P. aeruginosa CCM 3955. 
 

  PIP PPT AZT MER CTZ CPR CPM GEN AMI COL OFL CIP 

ATB + 0 
mg/l AgNP 4 4 4 1 1 4 2 0,25 1 0,5 1 0,125 

ATB + 0,6 
mg/l AgNP 4 4 4 1 1 4 1 0,03 0,25 0,125 1 0,03 

ATB + 1,25 
mg/l AgNP 2 4 4 0,5 1 4 1 0,015 0,25 0,06 1 0,03 

ATB + 2,5 
mg/l AgNP 0,015 0,0039 0,00097 0,0019 0,00024 0,00048 0,00024 0,00048 0,00048 0,00048 0,00024 0,00024 

ATB + 5 
mg/l AgNP 0,0078 0,0039 0,00097 0,0019 0,00024 0,00048 0,00024 0,00048 0,00048 0,00048 0,00024 0,00024 

 

 

Tabulka 9. MIC antibiotik (mg/l) v kombinaci s AgNP v koncentracích nižších než MIC 
(5 mg/l) pro S. aureus CCM 4223. 
 

  PEN OXA AMS CMP TET COT ERY CLI CIP GEN TEI VAN 

ATB + 0 
mg/l AgNP 0,125 0,25 0,5 4 0,25 1 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 1 

ATB + 0,6 
mg/l AgNP 0,015 0,25 0,125 4 0,015 0,03 0,06 0,015 0,03 0,25 0,03 0,03 

ATB + 1,25 
mg/l AgNP 0,015 0,03 0,06 2 0,015 0,0078 0,06 0,015 0,015 0,06 0,015 0,00097 

ATB + 2,5 
mg/l AgNP 0,00006 0,00048 0,00048 0,00048 0,00012 0,0019 0,00012 0,00012 0,00012 0,00048 0,00097 0,00048 

 

 

Dosažené výsledky této studie prokázaly silný synergický účinek většiny antibiotik 

v kombinaci s AgNP za použití mikrodiluční metody. AgNP byly použity ve velmi nízkých 

koncentracích, nižších než jejich MIC, na rozdíl od některých studiích, kde byly AgNP nebo 

antibiotika použity v koncentracích rovných nebo dokonce vyšších než jejich MIC. 

V některých studiích dokonce nebyl vždy prokázán synergický kombinovaný účinek.21,24,268–

270 V této studii byla použita pro testování synergie mikrodiluční metoda, která neomezuje 

difuzní schopnost AgNP. AgNP s přídavkem želatiny byly v kapalném médiu stabilní a 

mikrodiluční metoda tedy byla pro testování synergie vhodnější než disková.  

Práce využívající mikrodiluční metodu a zároveň AgNP o koncentracích nižší než 

jejich MIC byly publikovány autory Li, Markowska a Singh (42-44 v čl).158,271,272 Li a kol. 

testovali synergický efekt amoxicilinu a AgNP vůči E. coli. Ačkoliv amoxicilin není zahrnut 

v této studii, můžeme výsledky porovnat s ampicilinem na základě jeho podobné chemické 

struktury, mechanismu účinku a využití k léčbě infekcí. Li a kol. zaznamenali synergický 

účinek 0,15 g/l amoxicilinu a 5 mg/l AgNP.158 V porovnání s těmito výsledky jsme dosáhli 
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lepšího efektu kombinací 0,03 mg/l ampicilinu a 2,5 mg/l AgNP. Singh a kol. pozorovali 

zvýšený účinek různých antibiotik v kombinaci s AgNP, nejlepších výsledků však také 

dosáhly při použití beta-laktamových antibiotik.272 Autoři Markowska a kol. prokázali 

synergní účinek u ampicilinu, strepomycinu, rifampicinu a tetracyklinu.271 Kombinace 

AgNP s oxacilinem, ciprofloxacinem, meropenemem a ceftazidimem žádný synergický 

účinek neprojevila na rozdíl od této práce, kde se osvědčilo široké spektrum antibiotik 

s různými mechanismy účinku a chemickou strukturou proti různým bakteriálním kmenům 

za použití mikrodiluční metody. Dalším významným zjištěním bylo obnovení citlivosti 

bakterií E. coli rezistentních k ampicilinu antibiotikům (MIC antibiotika klesla pod hodnotu 

breakpointu) v kombinaci s AgNP. Tento efekt byl dříve popsán v práci Brown a kol., kteří 

prokázali, že AgNP funkcionalizované ampicilinem byly účinné proti E. coli rezistentní 

k ampicilinu.160 Tento mechanismus vedoucí ke zvýšení citlivosti bakterií k antibiotiku po 

aplikaci s AgNP nebo dokonce k obnovení citlivosti bakterie by mohl být vysvětlen 

nespecifickým antibakteriálním působením AgNP. AgNP a antibiotika inhibující syntézu 

buněčné stěny mohou kooperovat v narušování buněční stěny. AgNP může usnadňovat 

přenos hydrofilních antibiotik k povrchu buňky, zvyšovat permeabilitu membrány a tím 

umožnit lepší vstup antibiotik do buňky. Inhibice aktivity bakteriálních enzymů, díky kterým 

jsou bakterie rezistentní, může být dalším mechanismem, jak AgNP obnovují účinek 

antibiotika a citlivost bakterií.  

Zajímavým faktem bylo, že synergický efekt všech použitých antibiotik v kombinaci 

s AgNP proti všem Gram-negativním a Gram-pozitivním bakteriím byl podobný bez 

výraznějších rozdílů v závislosti na typu antibiotika, jejich mechanismu účinku nebo 

chemické struktury, z čehož lze usuzovat, že synergický efekt antibiotika a AgNP je 

nespecifický. AgNP nepůsobí toxicky vůči bakteriím pouze jediným způsobem, např. 

poškozením buněčné stěny nebo inhibicí proteosyntézy či syntézy nukleových kyselin jako 

antibiotika. Je známo, že AgNP působí na více buněčných úrovních, mění permeabilitu 

membrány,273 membránový potenciál274 a akumulují se v membráně, což vede k tvorbě tzv. 

„pits“ v buněčné stěně.275 Také ovlivňují metabolismus purinů a inhibují enzymy jako je 

tryptofanáza nebo enzymy respiračního řetězce a narušují tak důležité metabolické procesy 

v bakterii.273 Při aerobních podmínkách se uvolňují ionty stříbra z povrchu nanočástic, které 

vstupují do buněk a následně se tvoří ROS, které poškozují DNA, RNA, proteiny a lipidy.276 

Negativní působení AgNP na buňku různými způsoby vede k celkovému oslabení 

mechanismu rezistence bakterie, která pak ztrácí svoji schopnost odolávat 

působení antibiotik.  
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Absence nežádoucí cytotoxicity je důležitá pro potenciální využití AgNP 

v medicinálních aplikacích, kde by preparáty, pomůcky nebo např. implantáty obsahovaly 

AgNP v kombinaci s antibiotiky pro zamezení rozvoje infekce. Společně s antibakteriální 

aktivitou byla tedy rovněž posuzována cytotoxicita samotných AgNP a některých vybraných 

antibiotik a také jejich kombinace v koncentracích, které vykazovaly antibakteriání účinnost 

(tab. 10). Také byl hodnocen index toxicity LD50 vybraných antibiotik, AgNP a jejich 

kombinace. Metodika testování cytotoxicity byla mírně pozměněna, aby se zamezilo 

potenciálnímu aditivnímu vlivu antibiotik, která jsou při kultivaci buněk standardně 

přítomna. Buňky NIH/3T3 byly kultivovány v médiu DMEM (Dulbecco´s Modified 

Eagle´s médium, Life Technologies) bez suplementace antibiotiky během třech pasáží, aby 

byly získány buňky bez antibiotik. Poté byly buňky nasazeny do 96jamkové destičky (TPP, 

Biotech) o hustotě 2 × 104 buněk na jamku. Po 4 hodinách byly k buňkám přidány toxikanty 

a destičky byly inkubovány v inkubátoru s vlhčenou atmosférou s obsahem 5 % CO2 při 

37 °C po dobu 24 hodin. Následně bylo do každé jamky přidáno 20 µl roztoku thiazolylové 

modře (MTT, 5 mg/ml). Po 4 hodinách byl roztok MTT byl odstraněn a k utvořeným 

formazanovým krystalům bylo přidáno 100 µl dimethylsulfoxidu. Absorbance byla měřena 

při 570 nm na čtečce destiček Infinite PRO M200 (Tecan, Rakousko). Počet přeživších 

buněk byl vypočítán jako podíl absorbance vzorku a absorbance kontroly násobený 100krát 

a vyjádřen v procentech životaschopnosti. Každá koncentrace byla testována v tripletu a celý 

experiment byl opakován dvakrát. 

 
Tabulka 10. Koncentrace AgNP a antibiotik použité při určování cytotoxicity. 
 

AgNP/ATB MIC [mg/l] 
koncentrace nižší 
než MIC [mg/l] 

Ag NP 7,5 2,5 

AMS 8 0,003 

CZL 2 0,0019 

MER 1 0,0019 

CMP 4 0,00048 

GEN 0,5 - 

VAN 1 - 

TET 4 - 

CIP 0,25 - 

COT 4 - 

COL 0,5 - 
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Hodnoty parametru LD50 antibiotik se pohybovaly od 120 mg/l do 250 mg/l 

v závislosti na použitém antibiotiku (tab. 11). Po kombinaci s AgNP index LD50 klesl na 

hodnoty 90 mg/l až 180 mg/l (7,5 mg/l AgNP) a 80 mg/l až 150 mg/l (15 mg/l AgNP). 

V případě hodnocení cytotoxicity v koncentracích antibiotik rovných MIC inhibovala 

antibiotika samotná životaschopnost buněk pouze slabě na 80 % až 90 % oproti kontrole 

(obr. 8). V případě AMS odpovídala životaschopnost buněk 78 % a v případě MER 77 %, 

což se dá také považovat za slabý pokles. AgNP samotné v koncentraci odpovídající jejich 

MIC také slabě ovlivnily životaschopnost buněk, která oproti kontrole klesla na 82 %. 

Hodnota LD50 AgNP byla stanovena na 30 mg/l. Po kombinaci antibiotik s AgNP klesla 

jejich životaschopnost na hodnoty v rozsahu 71 % až 80 % ve srovnání s kontrolou.  

 

Tabulka 11. Index toxicity LD50 [mg/l] antibiotik bez AgNP a v kombinaci s AgNP o 
koncentraci 7,5 mg/l a 15 mg/l. 
 

  AMS CZL MER CMP GEN VAN TET CIP COT COL 
Atb + 0 mg/l AgNP 160 200 250 200 250 200 200 120 120 120 

Atb + 7,5 mg/l AgNP 100 130 180 150 180 150 180 100 100 100 
Atb + 15 mg/l AgNP 80 90 130 100 150 100 150 90 90 80 

 
 

 
 
Obrázek 8. Životaschopnost buněk po aplikaci antibiotik, AgNP a jejich kombinace 
v koncentracích rovných MIC. 
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Největší cytotoxický vliv byl zaznamenán u antibiotik AMS, CZL, MER a CMP 

v kombinaci s AgNP, životaschopnost buněk klesla na 71 %, 73 %, 72 % a 73 %. 

Kombinace antibiotik a AgNP v koncentracích rovných MIC, které inhibovaly savčí buňky 

nejvíce, byly dále použity v testech cytotoxicity, tentokrát v koncentracích pod jejich MIC. 

Za použití antibiotik a AgNP v takto nízkých koncentracích samostatně, nebyla pozorována 

žádná inhibice životaschopnosti buněk oproti kontrole. Byla-li antibiotika kombinována 

s AgNP, poklesla životaschopnost buněk na 90 % až 95 % ve srovnání s kontrolou (obr. 9) 

 

 
 

 

Obrázek 9. Životaschopnost buněk po aplikaci antibiotik, AgNP a jejich kombinace 
v koncentracích nižších než MIC. 
 

 

Kombinace antibiotik s AgNP vykazovala synergické antibakteriální účinky při tak nízkých 

koncentracích AgNP, které nebyly cytotoxické pro buňky NIH/3T3. Žádné z antibiotik ani 

AgNP v koncentracích rovných MIC neprojevily výraznou toxicitu a při jejich kombinaci 

v koncentracích pod jejich MIC bylo zaznamenáno pouze mírné snížení životaschopnosti 

buněk. Jak bylo dříve publikováno AgNP samy o sobě v koncentraci nižší než 30 mg/l 

nejsou cytotoxické pro lidské buňky, nevykazují toxické účinky vůči krvi a vůči 

environmentálně významným organismům.34,35,277,278 Dosud nebyla pozorována žádná 

toxicita komerčně dostupných AgNP na člověka v nízkých koncentracích (viz kapitolu 6.3). 
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9. Synergie AgNP a antibiotik vůči multirezistentním 

enterobakteriímd 

Podobně jako v předchozím případě i v této studii byly použity AgNP o velikosti 

28 nm připravené pomocí modifikované Tollensovy metody a stabilizovány 0,05% 

želatinou. AgNP dosahovaly průměrné velikosti 28 nm s velmi úzkou distribucí velikostí, 

jak potvrdily snímky z TEM (obr. 10a). Pík povrchové plazmonové rezonance byl 

zaznamenán u 405 nm (obr. 10b), což odpovídá částicím těchto velikostí.  

 

 

Obrázek 10. Snímky z TEM (a) a UV/Vis absorpční spektra (b) AgNP vyjadřující úzkou 
distribuci velikosti částic. 

 

 

Pro testování antibakteriální aktivity byly použity tyto bakterie: ESBL-pozitivní E. 

coli (ESBL – širokospektré beta-laktamázy), ESBL-pozitivní K. pneumoniae, AmpC-

pozitivní E. coli (AmpC – cefalosporinázy) a KPC-pozitivní K. pneumoniae (KPC – 

karbapenemázy). Jako kultivační médium bylo použito médium M.-H. (Becton, Dickinson 

and Company). Každý kmen byl identifikován standardními mikrobiologickými metodami 

pomocí automatického systému Phoenix (Becton Dickinson) a MALDI-TOF (matricí 

asistovaná laserová desorpce/ionizace s hmotnostním analyzátorem) doby letu Biotyper 

(Bruker Daltonics). Všechny kmeny byly testovány na přítomnost genů kódujících produkci 

                                                           
d Výsledky publikovány v: Panáček, A., Smékalová, M., Večeřová, R., Bogdanová, K., Röderová, M., Kolář, 
M., Kilianová, M., Hradilová, Š., Froning, J. P., Havrdová, M., Prucek, R., Zbořil R. a Kvítek, L. Silver 
nanoparticles strongly enhance and restore bactericidal activity of inactive antibiotics against multiresistant 
Enterobacteriaceae. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 142, 392–399 (2016). 
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enzymů ESBL a AmpC použitím specifického setu primerů.279 Karbapenemázové geny byly 

amplifikovány pomocí PCR (polymerázová řetězová reakce) podle metody uvedené 

v publikaci Monteiro a kol.280 Vybrané vzorky byly sekvenovány. 

Při testování kombinovaného účinku s AgNP byla použita tato antibiotika: cefotaxim 

(COX), ceftazidim (CZD), meropenem, ciprofloxacin a gentamicin.  

Pro stanovení MIC AgNP, antibiotik a jejich kombinace byla využita šachovnicová 

diluční metoda. Antibiotika a AgNP byly odděleně ředěny médiem M.-H. geometrickou 

řadou. Koncentrace AgNP po přípravě byla 108 mg/l a konečné koncentrace po ředění byly 

následující: 54, 27, 13,5, 6,8, 3,4, 1,7, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 a 0,05 mg/l. Při určování synergie 

byly sledovány MIC každého antibiotika v kombinaci se 4 různými koncentracemi AgNP 

vždy pod hodnotuou MIC AgNP, tedy MICAg/2, MICAg/4, MICAg/8 and MICAg/16. Pro 

každé testování antibakteriálního účinku byla použita čerstvá suspenze bakterií. Bakterie 

byly kultivovány po 24 hodin při 35 °C na krevním agaru a poté bylo připraveno inokulum, 

jehož optická hustota byla měřena denzitometrem (Densi-La-Meter, LACHEMA, Česká 

republika). Kolonie bakterií byla suspendována v roztoku NaCl, tak aby konečná optická 

hustota dosáhla hodnoty 0,5 McFarlandovy stupnice zákalu, což odpovídá přibližně 1–2 × 

108 CFU/ml E. coli. Poté se inokulum ředilo M.-H. médiem na koncentraci 106 CFU/ml. 

Hodnocení antibakteriální aktivity bylo provedeno podle testovacích protokolů CLSI (Ústav 

pro klinické a laboratorní standardy) a EUCAST (Evropská komise pro testování 

antimikrobiální citlivosti) a MIC byla určena jako nejnižší koncentrace testovaných látek, 

která viditelně inhibuje růst bakterií po 24 hodinách (35 °C) a následně byla inhibice 

potvrzena přeočkováním na M.-H. agar (Becton, Dickinson nd Company, Franklin Lakes, 

NJ, USA). Nakonec byl vypočítán FIC index. Účinek byl hodnocen podle kritérií: synergie 

(FIC ≤ 0,5), aditivita (0,5 < FIC ≤ 1), indiference (1 < FIC ≤ 2) a antagonismus (FIC > 2). 

(viz kapitola 3). 

Připravené AgNP stabilizované želatinou projevily vysokou antibakteriální aktivitu 

vyjádřenou velmi nízkými MIC (tab. 12). Růst multirezistentních bakterií byl inhibován při 

aplikaci AgNP v koncentracích řádově jednotek mg/l. Největší aktivita AgNP se projevila u 

ESBL-pozitivní E. coli (MIC = 0,8 mg/l), naopak nejvyšší koncentrace AgNP musela být 

použita pro inhibici růstu ESBL-pozitivní K. pneumoniae (MIC = 6,75 mg/l). V tabulce 12 

jsou také uvedeny MIC antibiotik a jejich breakpointy (EUCAST)281 pro rozlišení 

senzitivních a rezistentích kmenů.  
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Tabulka 12. Experimentálně určené MIC AgNP a antibiotik a klinické breakpointy dle 
databáze EUCAST pro testované multirezistentní kmeny bakterií 
 

bakterie 
MIC AgNP 

[mg/l] 

MIC/breakpoint antibiotik [mg/l] 

COX CZD MER CIP GEN 
ESBL-pozitivní E. 
coli 0,8 4/1 (R)a 16/1 (R) 0,06/2 (S) ˃ 32/0,5 (R) 0,5/2 (S) 
AmpC-pozitivní E. 
coli 3,4 8/1 (R) 32/1 (R) 0,06/2 (S) 32/0,5 (R) 0,5/2 (S) 
KPC-pozitivní  
K. pneumoniae 3,4 ˃ 16/1 (R) > 64/1 (R) ˃ 32/2 (R) ˃ 32/0,5 (R) 1/2 (S) 
ESBL-pozitivní K. 
pneumoniae 6,75 ˃ 32/1 (R) 32/1 (R) 0,06/2 (S) 0,2/0,5 (S) ˃ 32/2 (R) 
aR – rezistentní kmen; S – citlivý kmen 
 

 

Tabulky 13–16 shrnují MIC AgNP a vypočítané FIC indexy kombinace AgNP 

s různými antibiotiky. AgNP významně zvyšovaly aktivitu antibiotik vůči testovaným 

multirezistentním kmenům. U všech kombinací byla pozorována synergie. Výjimku tvořila 

pouze KPC-pozitivní K. pneumoniae, kdy byl kombinovaný účinek AgNP a COX pouze 

aditivní.  

Na rozdíl od bakterií rezistentních k antibiotikům se u citlivých bakterií neprojevil 

kombinovaný účinek tak markantně. Pouze dvě ze sedmi kombinací AgNP s antibiotiky 

působily synergicky (AgNP-GEN proti ESBL-pozitivní E. coli a AmpC-pozitivní E. coli), 

dvě kombinace byly aditivní (AgNP-CIP proti ESBL-pozitivní K. pneumoniae a AgNP-

GEN proti KPC-pozitivní K. pneumoniae) a tři indiferentní (AgNP-MER proti ESBL-

pozitvní E. coli, AmpC-pozitivní E. coli a ESBL-pozitivní K. pneumoniae). Meropenem má 

silné antibakteriální účinky sám o sobě, a proto kombinovaný účinek s AgNP byl v případě 

MER-citlivých bakterií pouze aditivní nebo indiferentní. Navíc se u meropnemu nikdy 

nesnížila MIC meropenemu v kombinaci s AgNP pod hodnotu 0,06 mg/l, tedy MIC 

meropenemu samotného.  

AgNP úspěšně posilovaly účinek antibiotik ve všech koncentracích, dokonce i při 

koncentraci MICAg/16. Nejlepších výsledků však bylo dosaženo při aplikaci AgNP 

v koncentracích MICAg/2 a MICAg/4, kdy MIC antibiotik dosahovaly řádově 100násobně 

nižších hodnot, což jsou hodnoty nižší, než jsou hodnoty jejich breakpointů. Všechny 

testované multirezistentní bakterie se tak při kombinaci antibiotika s AgNP v subinhibičních 

koncentracích staly k antibiotikům opět citlivé. V koncentraci AgNP rovné MICAg/8 byly 

MIC antibiotika rovny hodnotě breakpointu nebo nižší v těchto případech: ESBL-pozitivní 

E. coli exponovaná COX nebo CIP, AmpC-pozitivní E. coli exponovaná COX a ESBL-
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pozitivní K. pneumoniae exponovaná COX, CZD a GEN. Snížení hodnot MIC antibiotik na 

nebo pod úroveň breakpointu nebylo pozorováno v případě KPC-pozitivní K. pneumoniae. 

V nejnižší koncentraci AgNP, tedy MICAg/16, MIC antibiotik, které byly rovny nebo nižší 

než hodnota breakpointu, byly zaznamenány pouze v případě COX proti všem testovaným 

multirezistentním bakteriím kromě KPC-pozitivní K. pneumoniae. V případě ostatních 

antibiotik se jejich MIC nesnížila pod hranici breakpointu nebo se nesnížila vůbec. 

Koncentrace AgNP rovna MICAg/8 a především MICAg/16 byly hraniční, protože se začal 

vytrácet zvýšený antibakteriální účinek kombinace AgNP a antibiotik. 

 

Tabulka 13. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o 
koncentracích nižších než MIC (0,8 mg/l) pro ESBL-pozitivní E. coli  
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP 4 

0,40 
(0,1) 16 

0,36 
(0,13) 0,06 

1,23 
(0,19) > 32 

0,22 
(0,16) 0,5 

0,50 
(0,17) 

atb + 0,4 mg/l 
AgNP 0,03 S 0,125 S 0,06 I 0,125 S 0,125 S 
atb + 0,2 mg/l 
AgNP 0,125  0,125  0,06  0,125  0,125  
atb + 0,1 mg/l 
AgNP 1  2  0,06  0,5  0,125  
atb + 0,05 mg/l 
AgNP 1  16  0,06  2  0,125  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, I, indiference 

 

 

Tabulka 14. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o 
koncentracích nižších než MIC (3,4 mg/l) pro AmpC-pozitivní E. coli. 
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP 8 

0,28 
(0,1) 32 

0,28 
(0,1) 0,06 

1,23 
(0,2) 32 

0,34 
(0,11 0,5 

0,48 
(0,2) 

atb + 1,7 mg/l 
AgNP 0,03 S 0,125 S 0,06 I 0,125 S 0,125 S 
atb + 0,8 mg/l 
AgNP 0,03  0,125  0,06  0,125  0,125  
atb + 0,4 mg/l 
AgNP 1  2  0,06  8  0,125  
atb + 0,2 mg/l 
AgNP 1  8  0,06  16  0,125  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, I, indiference 
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Tabulka 15. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o 
koncentracích nižších než MIC (3,4 mg/l) pro KPC-pozitivní K. pneumoniae. 
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP > 16 

0,59 
(0,26) > 64 

0,38 
(0,26) > 32 

0,37 
(0,25) > 32 

0,33 
(0,11) 1 

0,55 
(0,3) 

atb + 1,7 mg/l 
AgNP 0,03 A 0,125 S 0,06 S 0,125 S 0,125 A 
atb + 0,8 mg/l 
AgNP 2  0,125  0,06  0,5  0,125  
atb + 0,4 mg/l 
AgNP > 16  2  4  8  0,125  
atb + 0,2 mg/l 
AgNP > 16  > 64  > 32  16  1  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, A, aditivita, I, indiference 

 
Tabulka 16. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o 
koncentracích nižších než MIC (6,8 mg/l) pro ESBL-pozitivní K. pneumoniae. 
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP > 32 

0,18 
(0,14) 32 

0,20 
(0,14) 0,06 

1,23 
(0,2) 0,2 

0,98 
(0,16) > 32 

0,33 
(0,16) 

atb + 3,4 mg/l 
AgNP 0,03 S 0,125 S 0,06 A 0,125 A 0,125 S 
atb + 1,7 mg/l 
AgNP 0,03  0,125  0,06  0,125  1  
atb + 0,8 mg/l 
AgNP 0,03  0,125  0,06  0,2  2  
atb + 0,4 mg/l 
AgNP 1  2  0,06  0,2  16  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, A, aditivita 

 

Enterobakterie jsou Gram-negativní bakterie, které se přirozeně vyskytují ve 

střevech. Jsou indikátorem fekálního znečistění. Představují nejčastější patogen člověka, i 

když většina kmenů je pro člověka neškodná. Mohou způsobovat vážná onemocnění (např. 

Shigella, Salmonella, některé kmeny E. coli). Mezi infekce patří například bakterémie, 

pneumonie, vedlejší infekce při operacích a infekce močového traktu, průjmy. Jsou častým 

původcem nosokomiálních infekcí. Nejvíce jsou riziku vystaveni pacienti na jednotkách 

intenzivní péče, děti a lidé s poruchou imunity. Navíc se zvyšující se odolností enterobakterií 

vůči cefalosporinům třetí a čtvrté generace a fluorochinolům a karbapenemům se zužuje 

možnost volby léčby. Řešením by mohla být kombinace antibiotik s AgNP, které zvyšují 

jejich účinek a v některých případech znovuobnovují citlivost bakterií, které jsou k danému 

antibiotiku rezistentní. Posílený účinek antibiotik pomocí AgNP byl prokázán v mnoha 
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studiích (viz kapitolu 4). Avšak ne vždy byl výsledný účinek synergní, ale pouze aditivní a 

použité bakterie byly k antibiotikům samotným vesměs citlivé.  

V této studii bylo prokázáno, že AgNP značně zvyšují účinek antibiotik vůči 

multirezistentním bakteriím ve velmi nízkých koncentracích. Posílený antibakteriální účinek 

se projevil u všech testovaných antibiotik, obzvláště u těch, ke kterým byly bakterie 

rezistentní. U citlivých bakterií se kombinovaný efekt neprojevil tak výrazně. Účinek byl 

pouze ve dvou případech ze sedmi synergický, ve třech aditivní a ve zbytku indiferentní. 

Antibakteriální účinek byl totiž u citlivých bakterií silný již v případě použití samotných 

AgNP. Např. u meropenemu se synergie projevila pouze u rezistentní bakterie. I přes 

synergní účinek však neklesla hodnota MIC kombinace AgNP a meropenemu pod hodnotu 

MIC meropenemu vůči citlivým bakteriím.  

AgNP velmi výrazně posilovaly účinek antibotik ve všech testovaných 

koncentracích. Nejvíce byl zesílen účinek antibiotik při MICAg/2 a MICAg/4, kdy MIC 

antibiotik dosahovaly až 100násobně nižších hodnot a v případě rezistentních bakterií se 

hodnoty MIC dostaly pod breakpointy a staly se tak z tohoto pohledu opět citlivými 

k antibiotikům. Při MICAg/8 a MIC/Ag16 kombinovaný účinek také nebyl zanedbatelný, 

avšak tato zředění byla hraniční, protože MIC antibiotik se pohybovaly mírně pod 

breakpointy nebo jim byly rovny, a posílený účinek antibiotik se začal postupně vytrácet. 

Existují různé publikace, které se zabývají synergií AgNP a antibiotik vůči citlivým 

ale i rezistentním bakteriím. Markowska a kol. zkoumali synergii streptomycinu a 

rifampicinu s AgNP vůči P. aeruginosa. Avšak synergii pozorovali pouze u citlivého kmene 

k antibiotiku, rezistentní P. aeruginosa k streptomycinu a rifampicinu si svoji rezistenci 

zachovala i přes kombinaci antibiotik s AgNP.271 Také Singh a kol. testovali možný synergní 

účinek AgNP a antibiotik vůči citlivým i rezistetním bakteriím, zde však použitím diskové 

difuzní metody.272 Kombinovaný účinek byl většinou slabý. Při experimentech použili 

AgNP o koncentraci 30 µg na disk, což byla koncentrace, při které AgNP samy vykazovala 

antibakteriální účinek. Za použití diluční metody však poté potvrdili synergii AgNP a 

antibiotik u citlivých i rezistentních bakterií. Koncentrace AgNP byla 75 mg/l, což je sice 

koncentrace menší než MIC, ale je již cytotoxická pro lidské buňky, což tedy vylučuje 

aplikaci v praxi.56,171 V této studii bylo potřeba k vyvolání synergie řádově 100krát nižších 

koncentrací AgNP. Brown a kol. pozorovali synergii zlatých a stříbrných nanočástic 

funkcionalizovaných ampicilinem. Synergický účinek se objevil dokonce i u 

multirezistentních kmenů bakterií P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes a MRSA.160 

AgNP však byly použity v relativně vysokých koncentracích v porovnání se zde 
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prezentovanými výsledky. Sen a kol. studovali synergický efekt 15 mg/l AgNP v kombinaci 

s 50 mg/l ampicilinu, 10 mg/l azitromycinu, 10 mg/l cefepimu a 20 mg/l tetracyklinu u 

rezistentních bakterií. Samotné AgNP o této koncentraci však inhibovaly růst 50 % 

testovaných bakterií při použití samotných AgNP v této koncentraci.282  

Synergní efekt a posílení účinku antibiotik pomocí AgNP může být vysvětlen již 

zmíněným více úrovňovým působením stříbra na buněčné struktury a metabolické procesy. 

Díky tomuto mnohaúrovňovému mechanismu účinku mohou AgNP zabíjet patogenní 

mikroorganismy nebo inhibovat jejich růst, a to včetně vysoce rezistentních bakteriálních 

kmenů řádově v koncentracích jednotek g/l až desítek mg/l.2,29,34,63,274 Při koncentracích 

AgNP pod hodnoty MIC svoji aktivitu ztrácí, ale do jisté míry mohou ještě poškozovat 

buněčnou stěnu a zvyšovat permeabilitu membrány a ovlivňovat bakteriální metabolické 

procesy. Stříbro také může inhibovat produkci enzymů, které způsobují rezistenci nebo 

dokonce přímo inhibovat proces hydrolýzy antibiotik. Inhibice degradace antibiotik enzymy 

ESBL, AmpC a KPC může nastat buď přímou inaktivací enzymu nebo změnami ve struktuře 

antibitotika chemickou nebo fyzikální interakcí molekuly antibiotika a povrchem AgNP, 

které se mohou na antibiotikum adsorbovat.  

Pro detekci produkce beta-laktamáz bakteriemi, které byly exponovány antibiotikům 

a kombinaci antibiotika a AgNP, byl použit test DDST (double-disk synergy test, diskový 

difuzní test s inhibitorem betalaktamáz) ve shodě s metodologií EUCAST.283 Antibiotické 

disky cefotaximu, aztreonamu (ATM), cefepimu (FEP), ceftazidimu, ceftazidimu + 

klavulanátu (CCA) a amoxilinu + klavulanátu (AMC) pro double disk synergy test byly 

zakoupeny od firmy Bio Rad (Francie). DDST spočívá v inhibici beta-laktamáz inhibitorem 

kyselinou klavulanovou. V případě pozitivního výsledku se zvětší inhibiční zóna a rozšíří se 

směrem k disku, který obsahuje inhibitor. Tvoří se tak charakteristický tvar zóny mezi disky 

s inhibitorem a bez něj (obr. 11).169 Při DDST byly na agarové půdy umístěny disky s COX, 

ATM, FEP a CZD v požadované vzdálenosti od disku, který obsahoval AMC. Zároveň byl 

na agar umístěn disk obsahující CCA v požadované vzdálenosti od disku s CZD (obr. 11).  
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Obr. 11. DDST pro detekci ESBL. 

 

 

Test byl považován za pozitivní na přítomnost ESBL, pokud se rozšířila inhibiční 

zóna cefalosporinu nebo aztreonamu směrem k disku s amoxicilin-klavulanátem a pokud 

byla inhibiční zóna kolem disku s ceftazidimem-klavulanátem větší než kolem disku se 

samotným ceftzidimem. Všechny testy byly vyhodnocovány po 24 hodinové inkubaci při 

37 °C. Kombinovaný účinek antibiotik a AgNP byl poté testován tak, že disperze AgNP byla 

přidána do ještě tekutého agaru v takové koncentraci, která dosahovala poloviční hodnoty 

MIC, což je dostačující pro zřetelný synergický efekt. Pro ESBL-pozitivní K. pneumoniae 

činila polovina MIC 3 mg/l a pro ESBL-pozitivní E. coli 0,4 mg/l.  

U obou kmenů byly testy pozitivní na produkci beta-laktamáz. Po kultivaci na agaru 

bez AgNP se objevily typické inhibiční zóny aztreonamu a cefalosporinů protáhlé směrem 

k amoxicilin/klavulanátu (obr. 12a a 13a). Také inhibiční zóna ceftazidimu/klavulanátu byla 

zvětšená ve srovnání s inhibiční zónou ceftazidimu. Naopak produkce ESBL nebyla 

detekovaná, pokud byly bakterie kultivovány na agaru s 0,4 mg/l (ESBL-pozitivní E. coli) a 

3 mg/l (ESBL-pozitivní K. pneumoniae) AgNP. Nebyly pozorovány protáhlé zóny směrem 

k amoxicilin/klavulanátu a zvětšené zóny ceftazidimu/klavulanátu (obr. 12b a 13b) a jasně 

byl zřetelný synergický efekt AgNP a antibiotik, jak je zřejmé z velkých inhibičních zón 

kolem každého antibiotika.  
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Obrázek 12. Pozitivní (a) a negativní (b) detekce produkce ESBL ESBL-pozitivní E. coli 
exponované antibiotikům (a) a antibiotikům v kombinaci s AgNP (b). 

 

 

 

 

Obrázek 13. Pozitivní (a) a negativní (b) detekce produkce ESBL ESBL-pozitivní 
K. pneumoniae exponované antibiotikům (a) a antibiotikům v kombinaci s AgNP (b). 
 

 

Mechanismus spolupůsobení AgNP a antibiotik založený na obnově aktivity 

antibiotika byl také potvrzen pomocí AFM. Pro tyto účely byla ESBL-pozitivní 

K. pneumoniae kultivována v přítomnosti 1 mg/l cefotaximu a 0,01 mg/l cefotaximu 

kombinovaného s 1,7 mg/l AgNP v M.-H. médiu při 37 °C po dobu 24 hodin. Poté byly 

bakterie separovány centrifugací a promyty PBS (fosfátový pufr s NaCl, p.a., Sigma-

Aldrich). Bakterie byly 1 hodinu fixovány 2% glutaraldehydem (p.a., Sigma-Aldrich) a poté 

byly třikrát promyty PBS a postupně dehydrovány po 15 minutových krocích v roztocích 
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ethanolu (30%, 50%, 70% a 90%). Dehydrované bakterie byly deponovány na muskovit 

(slídu) a byly zobrazeny mikroskopem atomárních sil Ntegra Spectra (NT-MDT, Moskva) 

v semikontaktním módu pod okolními podmínkami (44–45 % vlhkosti a teplotě 22–23 °C). 

Bez aplikace AgNP byly bakteriální buňky vystavené antibiotiku nepoškozené, ale 

při expozici antibiotiku spolu s AgNP bylo obtížné charakterizovat buněčnou stěnu. To bylo 

dáno sníženou rigiditou buněčné stěny a tedy obnovením aktivity cefotaximu v subinhibiční 

koncentraci, který jakožto beta-laktamové antibiotikum, inhibuje tvorbu buněčné 

stěny. Buňky se také jevily plošší a širší. 

Buňky vystavené působení cefotaximu bez kombinace s AgNP nevykazovaly dle 

snímků AFM poškození buněčné stěny (obr. 14a), naopak při současném působení 

cefotaximu s AgNP byl ve snímku i profilu znatelný šum (obr. 14b). Příčinou byla narušená 

rigidita buněčné stěny působením antibiotika a tedy obnovení aktivity cefotaximu 

v subinhibiční koncentraci v kombinaci s AgNP.  

 

 

 

Obrázek 14. Snímky z mikroskopu atomárních sil a profil (obr. dole) ESBL-pozitivní K. 
pneumoniae exponované cefotaximu (a) a cefotaximu v kombinaci s AgNP (b). 
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I v tomto případě byla hodnocena cytotoxicita antibiotik a AgNP s cílem vyloučit 

případný negativní vliv na savčí buňky. Cytotoxicita byla hodnocena v koncentracích 4 mg/l 

AgNP a 2 mg/l antibiotika. Stejné koncentrace byly použity v případě jejich kombinace. 

Metodika testování cytotoxicity byla stejná jako v předchozí kapitole. 

Díky jejich účinnosti při velmi nízkých koncentracích jsou AgNP neškodné a nemají 

žádný cytotoxický vliv na savčí buňky, jak potvrdil test cytotoxicity na buněčné linii 

NIH/3T3. AgNP, antibiotika i jejich kombinace v koncentracích 2 mg/l a 4 mg/l nebyly 

cytotoxické vůči savčím buňkám ve srovnání s kontrolními buňkami. Životaschopnost 

exponovaných buněk AgNP klesla na 97 % (4 mg/l) a 98 % (2 mg/l) ve srovnání s kontrolou, 

a tedy nebyl pozorován významný cytotoxický vliv AgNP. Pokud byla antibiotika 

kombinována s AgNP, životaschopnost savčích buněk mírně klesla na 98 % až 95 % ve 

srovnání s kontrolou v závislosti na použitém antibiotiku (obr. 15). Jak jsme ukázali, 

synergický antibakteriální účinek však nastává při mnohem nižších koncentracích stříbra, a 

proto můžeme jakýkoliv cytotoxický vliv kombinace AgNP s antibiotiky vyloučit pro 

koncentrace efektivní vůči rezistentním kmenům.  

 

Obrázek 15. Životaschopnost buněk NIH/3T3 exponovaných AgNP, antibiotikům a 
kombinaci AgNP a antibiotik. 
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10. Tvorba rezistence bakterií k AgNP a její překonáníe 

O nanočásticích stříbra se uvažuje jako o prostředku, který by mohl nahradit nebo 

doplnit klasická antibiotika, ke kterým si bakterie rychle a snadno tvoří rezistenci. 

Nanočástice stříbra mají skvělé antibakteriální vlastnosti a zvyšují účinek antibiotik, jsou-li 

použity společně. Dalším využitím by mohla být různé obvazy např. k léčbě popálenin, 

diabetické nohy a jinde, kde je potřeba eliminaci vzniku bakteriální infekce. Nabízí se také 

využití ve formě kapek, mastí nebo sprejů které se již dnes využívají ve veterinární praxi. 

V těchto případech se již o mnoho let dříve úspěšně využívalo iontové stříbro.45  

Logickou otázkou tedy je, zda si bakterie také jednoduše nevytvoří rezistenci 

k AgNP po opakované a dlouhodobé expozici subinhibičním koncentracím. Opakovaná a 

dlouhodobá expozice je jednou z příčin vzniku rezistence bakterií k antibiotikům. Dosud 

publikované práce popisovaly pouze rezistenci k iontovému stříbru nebo k stříbrným iontům 

uvolněným z povrchu AgNP. Jak se však ukázalo, bakterie mohou odolávat i AgNP jako 

takovým. Mechanismus, kterým bakterie stříbru odolávají, není založen na eliminaci 

působení iontového stříbra ani oxidativního stresu způsobeného iontovým stříbrem, jak bylo 

dříve publikováno,206,208,209 ale bakterie jsou schopny narušit agregační stabilitu AgNP 

během opakované kultivace a minimalizovat nebo úplně zrušit jejich antibakteriální účinek. 

Tato studie byla provedena s cílem ověřit možnost tvorby rezistence bakterií vůči 

AgNP. Pro účely této studie byly opět použity AgNP s průměrnou velikostí 28 nm o 

koncentraci 108 mg/l, které byly připraveny modifikovaným Tollensovým postupem. Navíc 

byla v této studii připravena stejným způsobem disperze AgNP o koncentraci 432 mg/l, 

pouze byly koncentrace všech reakčních komponent kromě NaOH čtyřnásobné. 

Průměrná velikost a zeta potenciál AgNP byly určeny pomocí metody DLS na 

přístroji Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Snímky z TEM byly pořízeny pomocí 

mikroskopu JEM 2010 (Jeol, Japan) a snímky HRTEM (TEM s vysokým rozlišením) byly 

pořízeny pomocí mikroskopu TITAN 60–300 (FEI, USA) opatřeným HAADF (detektorem 

elektronů difraktovaných pod velkými úhly). Dále bylo provedeno chemické mapování 

pomocí STEM-EDS (rastrovací transmisní elektronová mikroskopie-energiově disperzní 

spektroskopie) s akvizičním časem 20 min. Absorpční spektra pro záznam píku povrchového 

                                                           
eVýsledky publikovány v: Panáček, A., Kvítek, L., Smékalová, M., Večeřová, R., Kolář, M., Röderová, M., 
Dyčka, F., Šebela, M., Prucek, R., Tomanec, O. a Zbořil, R. Bacterial resistance to silver nanoparticles and 
how to overcome it. Nature Nanotechnology 13, 65–71 (2018). 
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plazmonu AgNP byla pořízena UV/Vis spektrofotometrem Specord S 600 (Analytik Jena, 

Germany). 

Pro studium tvorby rezistence byly zvoleny sbírkové bakteriální kmeny, E. coli CCM 

3954 a P. aeruginosa CCM 3955 (Sbírky mikroorganismů Masarykovy univerzity v Brně) 

a E. coli 013 (Sbírka Ústavu mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého). 

Bakterie byly opakovaně (20krát) vystavovány subinhibičním koncentracím AgNP a rovněž 

AgNO3 na mikrotitračních destičkách. Disperze AgNP a AgNO3 o koncentraci 1 mmol/l 

(108 mg/l stříbra) byly postupně ředěny M.-H. médiem (Becton, Dickinson and Company) 

na výsledné koncentrace 54, 27, 13,5, 6,75, 3,38, 1,69 and 0,89 mg/l. Po naředění byla poté 

do jamek očkována inokula o koncentraci 106 CFU/ml. Inkubace probíhala při 37 °C 

po dobu 24 hodin. Po každém inkubačním kroku se zaznamenaly MIC AgNP a AgNO3, tedy 

nejnižší koncentrace testované látky v řadě, která ještě viditelně inhibovala růst 

mikroorganismů. Ihned po 24 hodinách kultivace bylo z jamek obsahujících tři nejvyšší 

subinhibiční koncentrace stříbra odebráno 10 µl suspenze bakterií v M.-H. médiu a po 

smíchání přeneseno na krevní agar (TRIOS). Agar byl poté inkubován při 37 °C po 24 hodin. 

Bakterie, které rostly na agaru, byly poté použity jako inokulum o hustotě 106 CFU/ml 

v dalším kultivačním kroku na mikrotitrační destičce. Výše popsaná procedura se považuje 

za jeden kultivační krok v použité metodice tvorby rezistence bakterií ke stříbru. Pro 

kontrolu byla v desátém a dvacátém kroku určena MIC AgNP nebo AgNO3 inhibující 

referenční kmeny pro potvrzení vzniku rezistence u opakovaně exponovaných kmenů. Pro 

stanovení konečných MIC po 20. kultivačním kroku byla aplikována disperze AgNP o 

koncentraci 432 mg/l. Inhibice růstu ke stříbru senzitivních a rezistentních bakteriálních 

kmenů byla potvrzena inkubací na agaru, který obsahoval AgNP o koncentracích 20 a 

40 mg/l při 35 °C po dobu 24 hodin. 

Z narůstajících hodnot MIC AgNP uvedených v tabulce 17 je patrné, že si bakterie 

v průběhu opakované kultivace při subinhibičních koncentracích postupně vytvářely 

rezistenci vůči AgNP. Nejrychleji získala rezistenci E. coli CCM 3954. Již v šestém 

kultivačním kroku se MIC zvýšila z původních 3,38 mg/l na 13,5 mg/l a od osmého kroku 

dosahovala nejvyšší možné koncentrace 54 mg/l (při použití disperze AgNP o koncentraci 

108 mg/l. Kmeny P. aureginosa CCM 3955 a E. coli 013 se staly rezistentní od 13. kroku. 

Všechny kmeny si poté nadále udržovaly svoji rezistenci při každém přeočkování. Aby se 

zjistila konkrétní hodnota MIC u bakterií se získanou rezistencí, byly použit disperze AgNP 

o koncentraci 432 mg/l připravené podobným způsobem jako AgNP používané v 

předchozích testech. U všech rezistentních kmenů byla zaznamenána výrazně vyšší MIC 
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AgNP než u kmenů citlivých. MIC AgNP u obou testovaných kmenů E. coli byla určena na 

hodnotu 108 mg/l, zatímco vůči P. aureginosa byla MIC AgNP rovna 54 mg/l (tab. 18). 

 
Tabulka 17. MIC AgNP u Gram-negativních bakterií určovaná po 20 po sobě jdoucích 
kultivačních krocích. 
 

bakterie 

MIC [mg/l] 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

E. coli CCM 3954 3,38 6,75 3,38 6,75 6,75 13,50 13,50 54,00 > 54 > 54 
P. aeruginosa CCM 
3955 1,69 3,38 0,89 1,69 3,38 3,38 1,69 1,69 3,38 3,38 
E. coli 013 13,50 27,00 13,50 27,00 13,50 13,50 13,50 13,50 13,50 13,50 

bakterie  

MIC [mg/l] 

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

E. coli CCM 3954 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 
P. aeruginosa CCM 
3955 6,75 27,00 54,00 > 54 54,00 54,00 > 54 54,00 > 54 54,00 
E. coli 013 27,00 27,00 54,00 27,00 27,00 54,00 > 54 54,00 > 54 > 54 

 

Tabulka 18. MIC AgNP určené pro bakterie citlivé (dříve neexponované AgNP) a 
rezistentní (po 20 kultivačních krocích s AgNP). 
 

 MIC [mg/l] MIC [mg/l] 

 AgNP-citlivé AgNP-rezistentní 

E. coli CCM 3954 3,38 108 
P. aeruginosa CCM 3955 1,69 54 

E. coli 013 13,5 108 
 

Při opakované kultivaci bakterií s iontovým stříbrem nedocházelo k nárůstu MIC. 

V tomto případě tedy nebyla rezistence vyvolána. Navíc u kmenů rezistentních k AgNP 

nebyly v případě jejich kultivace s AgNO3 potvrzeny vyšší hodnoty MIC. To znamená, že 

se v tomto případě nejedná o křížovou rezistenci. Bakterie se získanou odolností vůči AgNP 

jsou stále citlivé k AgNO3. Je to tedy jasným důkazem toho, že bakteriální rezistence 

k AgNP je specifická a spojená právě s nanočásticovou podstatou stříbra a že mechanismem 

rezistence není pouze eliminace uvolněných iontů stříbra.  

Postupný vývoj bakteriální rezistence k AgNP byl také doprovázen postupnou 

agregací a sedimentací AgNP na dně jamek mikrotitrační destičky a změnou barvy disperze 

ze žluté na hnědou až černou (obr. 16). Naopak v přítomnosti senzitivních bakterií disperze 

AgNP ředěná M.-H. médiem zůstala žlutohnědá díky zachování povrchového plazmonu, 

který je typický pro AgNP o velikostech několika jednotek až desítek nm (obr. 17). Tvorba 

agregátů nebyla u citlivých referenčních kmenů pozorována a barva disperze se během 
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kultivace nezměnila, agregační stabilita tedy nebyla ovlivněna a antibakteriální vlastnosti 

zůstaly zachovány. Agregační stabilita AgNP po kultivaci se senzitivními bakteriemi byla 

prokázána TEM (obr. 18a,b). Naopak v případě rezistentních bakterií docházelo ke tvorbě 

černého precipitátu tvořeného agregáty AgNP o velikostech řádově stovek nm (obr. 18c,d). 

Agregace AgNP způsobená rezistentní E. coli je dobře viditelná na snímcích z TEM 

(obr. 18e,f).  

 
 

Obrázek 16. Postupná agregace a precipitace AgNP na mikrotitrační destičce s E. coli 3954 
rezistentní k AgNP po 0, 4, 8, 12, 16 a 24 hodinách kultivace. Koncentrace AgNP se 
postupně snižuje od 54 mg/l k 0,84 mg/l od druhé po osmou řadu. První řada obsahuje 
disperzi AgNP (108 mg/l) bez bakterií nebo kultivačního média.  
 

 
 
Obrázek 17. Absence agregace AgNP na mikrotitrační destičce s E. coli CCM 3954 citlivou 
k AgNP po 0, 8, 16 a 24 hodinách kultivace. Koncentrace AgNP se postupně snižuje od 
54 mg/l k 0,84 mg/l od druhé po osmou řadu. První řada obsahuje disperzi AgNP (108 mg/l) 
bez bakterií nebo kultivačního média.  
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Obrázek 18. Vysoká agregační stabilita AgNP po kultivaci s E. coli citlivé k AgNP ukázaná 
na snímcích z TEM (a, b), agregované AgNP po 24 h kultivace s AgNP-rezistentní E. coli 
CCM 3954 (c, d), agregace AgNP způsobená rezistentní E. coli CCM 3954 (e, f).  

 

 

Schopnost AgNP inhibovat nebo neinhibovat růst citlivých a rezistentních E. coli 

CCM 3954 byla potvrzena kultivací na agarových půdách obsahujících AgNP v 

koncentracích 20 mg/l a 40 mg/l. Bakterie rezistentní k AgNP kultivované na agaru s AgNP 

nebyly inhibovány na rozdíl od bakteriích citlivých k AgNP, jejichž růst byl zcela inhibován. 

(obr. 19). 
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Obrázek 19. Čistá agarová miska (a), agarová miska s 20 mg/l AgNP (b) a 40 mg/l AgNP 
(c), pomnožené citlivé bakterie E. coli CCM 3954 na misce s čistým agarem (d), na misce 
s 20 mg/l AgNP (e) a 40 mg/l AgNP (f), pomnožené rezistentní bakterie E. coli CCM 3954 
na misce s čistým agarem (g), na misce s 20 mg/l AgNP (h) a 40 mg/l AgNP (i). 

 

 

V případě růstu AgNP-rezistentní E. coli byla navíc během kultivace na agaru 

pozorována agregace AgNP okolo bakteriálních kolonií. Původně žluté zbarvení způsobené 

AgNP se kolem bakterií změnilo na šedou (obr. 20).  
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Obrázek 20. Šedé zbarvení agaru okolo kolonií E. coli CCM 3954 rezistentní k AgNP 
způsobené agregací AgNP po 24hodinové kultivaci. 
 
 

Ve snaze překonat mechanismus rezistence spočívající v agregaci byla provedena 

dodatečná stabilizace AgNP běžně používanými netoxickými polymery (2% PAA, 2% GEL 

– želatina, 2% PEG – polyethylenglykol, 2% TWEEN 80), které velice dobře stabilizují 

disperze AgNP a předchází jejich agregaci. Výsledky MIC ukázaly, že bakterie E. coli CCM 

3954 rezistentní k AgNP si rezistenci ponechává i v přítomnosti stabilizovaných AgNP. 

Bakterie rezistentní k AgNP jsou zřejmě schopny tuto překážku snadno překonat (tab. 19).  

 
Tabulka 19. MIC nestabilizovaných a stabilizovaných AgNP pro E. coli CCM 3954 citlivou 
a rezistentní k AgNP. 
 

 

MIC [mg/l] 

nestabilizované AgNP 
stabilizované AgNP 

PEG PAA GEL TW 
AgNP-citlivá E. coli 3,38 3,38 1,69 1,69 3,38 
AgNP-rezistentní E. coli 108 54 54 54 54 

 
  

Agregační stabilita koloidních částic v kapalinách je určena (mimo jiné) kompeticí 

van der Waalsových přitažlivých a elektrostatických odpudivých sil mezi koloidními 

částicemi se stejným povrchovým nábojem. Zeta potenciál AgNP použitých v této studii byl 

-28 mV, což postačuje k zajištění dlouhodobé agregační stability. Podle teorie DLVO,27 

která popisuje agregaci nabitých koloidních částic, může být agregace vyvolána přidáním 

vhodných protiiontů, které eliminují povrchový náboj částic. Tento mechanismus agregace 

vyvolaný použitím kationtového polyelektrolytu popisuje publikace Kvítek a kol.29 

Agregace AgNP je snadno monitorována UV/Vis spektrofotometrií. Absorpční spektra 

AgNP zředěných v M.-H. médiu v poměru 1 : 1 (V/V) před a po kultivaci s AgNP-citlivým 
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a AgNP-rezistentním kmenem E. coli CCM 3954 zobrazuje obrázek 21a. Charakteristický 

pás povrchového plazmonu dobře dispergovaných koloidních AgNP postupně mizí v 

přítomnosti AgNP-rezistentního kmene E. coli CCM 3954 v důsledku agregace AgNP. 

Naopak v přítomnosti AgNP-citlivého kmene intenzita povrchového plazmonového pásu 

zůstává nezměněna i po 24 hodinách kultivace (obr. 21a). To naznačuje, že bakterie 

rezistentní k AgNP vyvolávají jejich agregaci extracelulární sekrecí látky, která zůstává 

adsorbována na povrchu agregátů. Touto látkou je pravděpodobně látka s vysokou 

molekulovou hmotností, jako jsou proteiny. Proteinové extrakty připravené za použití 

různých rozpouštědel byly proto podrobeny analýze hmotnostní spektrometrií (MS) a 

tandemovou hmotnostní spektrometrií (MS/MS) k identifikaci proteinů, které by mohly být 

odpovědné za pozorovanou agregaci AgNP. Pro účely hmotnostní spektroskopie byly 

agregáty AgNP separovány z 500 ml (10 × 50 ml) bakteriální suspenze obsahující 27 mg 

stříbra centrifugací po dobu 2 minut při 100 × g. Pelet byl jednou promyt destilovanou vodou 

a doplněn do 6 ml destilovanou vodou na koncentraci 4,5 mg/l. Suspenze precipitovaných 

agregátů stříbra byla rozdělena do 4 alikvotů do zkumavek o objemu 1,5 ml a 

zcentrifugována. Pro proteinovou extrakci byly alikvoty inkubovány s 1 ml 0,1% kyseliny 

trifluoroctové (TFA), 2,5% TFA, 2% NH4OH a 5% NH4OH. Extrakty získané po 

24hodinové inkubaci při 37 °C a třepání (800 rpm) byly vakuově usušeny a proteiny byly 

poté rozpuštěny v 50 µl 50 nM NH4HCO3 (za pomoci 5minutové sonifikace). Poté bylo 

přidáno 1,5 µl 200 µM trypsinu pro digesci proteinů a směs byla inkubována přes noc při 

37 °C. Po vakuovém sušení byly peptidy získané digescí přečištěny použitím špiček ZipTip-

C18 (Merck-Millipore, Tullagreen-Carrigtwohill, Ireland) podle instrukcí výrobce. Vzorky 

peptidů byly rozpuštěny v 10 µl 0,1% TFA a separovány pomocí LC/MS Dionex 

UltiMate3000 RSLCnano (Thermo Fisher Scientific, Germering, Germany) spojené s 

iontovou pastí amaZon speed s technologií ETD (fragmentace přenosem elektronu) s 

iontovým zdrojem CaptiveSpray (Bruker, Bremen, Germany). Rychlost skenování byla 

8100 u/s pro MS i MS/MS. Jako kolizní plyn při kolizí indukované fragmentaci bylo použito 

helium. Data z MS/MS ve formátu MGF byla vyhodnocena pomocí softwaru Mascot Server 

2.4 (Matrix Science, London, UK) a databáze Swiss-Prot. 

Pomocí MS/MS analýzy se kromě extrakce v 0,1% trifluoroctové kyselině podařilo 

identifikovat řadu proteinů. Mimo jiné byly nalezeny 30S a 50S ribozomální proteiny a 

určité enzymy buněčného metabolismu E. coli, které signalizují buněčnou lýzu před nebo 

během extrakce. Nejčastěji vyskytující se protein v extraktu ve 2,5% TFA byl flagelin 

následovaný fimbriálním proteinem typu 1. Flagelin byl také nejčastěji vyskytujícím se 
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proteinem i při extrakci se zředěným NH4OH. Tabulka 20 sumarizuje peptidy sekvenované 

kolizí v MS/MS, které se jednoznačně shodují se sekvencemi flagelinu.  

 

Tabulka 20. Peptidy identifikované pomocí databáze Swiss-prot.  
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Flagelin je protein, který na povrchu bakteriálních buněk tvoří bičíky umožnující 

bakteriím pohyb. Je rozpoznáván TLR (toll-like receptor) receptory, které spouští imunitní 

odpověď organismu. Jako adhezivní protein je klíčovým pro tvorbu biofilmu díky jeho roli 

v počátečních fázích adheze buňky k povrchu. Nicméně fyzikálně-chemická interakce mezi 

flagelinem a AgNP, a především vztah mezi flagelinem a agregační stabilitou a 

antibakteriální aktivitou AgNP, nebyl dosud zkoumán a nebylo možno s jistotou říci, že 

flagelin přímo způsobuje agregaci. 

V dalším experimentu byl použit komerčně dostupný flagelin k ověření, zda AgNP 

budou agregovat po přidání suspenze flagelinu do disperze AgNP. Původní žlutohnědá barva 

disperze se ihned po přidání flagelinu změnila na šedou (obr. 22a) a po 24 hodinách (37 °C) 

byly na dně zkumavky pozorovány precipitáty (obr. 22b). Agregace po přidání flagelinu k 

disperzi AgNP byla potvrzena měřením zeta potenciálu a UV/Vis spektroskopií. UV/Vis 

spektra AgNP před a po přidání flagelinu jsou velmi podobná spektrům pořízeným před a 

po kultivaci s AgNP-rezistentní E. coli CCM 3954 (obr. 21). Absorpční pás povrchového 

plazmonu AgNP se v přítomnosti reistentní E. coli CCM 3954 postupně snižoval díky 

agregaci AgNP. V přítomnosti citlivého kmene zůstal pás povrchového plazmonu po 

24hodinové kultivaci stejný (obr. 21a). 

 

 

Obrázek 21. UV/Vis absorpční spektra AgNP zředěných M.-H. médiem před a po kultivaci 
s citlivým a rezistentním kmenem E. coli 3954 (a), UV/Vis spektra AgNP zředěných M.-H. 
médiem před a po přidání flagelinu (b). 
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Průměrná velikost AgNP se okamžitě zvětšila z 28 nm na 480 nm následkem tvorby 

agregátů. Zeta potenciál po přidání flagelinu se změnil z hodnoty -28 mV na -6,2 mV. Při 

takto nízké hodnotě zeta potenciálu nejsou repulzivní síly dostatečně vysoké k udržení AgNP 

v dostatečné vzájemné vzdálenosti. 

 

 

 
Obrázek 22. Vliv přídavku flagelinu k AgNP. Obrázky ukazují okamžitou agregaci AgNP 
po přidání flagelinu (a, vlevo) a stav po 24 hodinách od přídavku (b, velvo). Zkumavka 
vpravo u obou obrázků obsahuje stabilní AgNP bez flagelinu. 
 
 

Aby se dále potvrdila role flagelinu v agregaci AgNP, byla provedena charakterizace 

a chemické mapování agregátů stříbra pomocí HRTEM. Obrázky 23a a 23b jasně ukazují 

agregáty AgNP na povrchu a v těsné blízkosti bakteriální stěny. Chemické mapování 

odhalilo na povrchu agregátů stříbra přítomnost základních prvků proteinů, jako je uhlík, 

kyslík, dusík a síra (obr. 23). AgNP tvořící velké agregáty nevstupují dovnitř buňky, jak lze 

vidět na obrázku 23c a 23d, kde žádné AgNP nejsou uvnitř vidět. Na snímcích z HRTEM je 

také vidět tenká vrstva flagelinu adsorbovaná na povrchu agregátů (obr. 23i,j). 
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Obrázek 23. Chemické mapování agregátů stříbra v přítomnosti bakterií. Snímky HRTEM 
(a) a HAADF (b) agregátů stříbra na povrchu bakteriální buňky. Kombinované chemické 
mapování stříbra a dusíku (c), d–h jednoprvkové mapování stříbra (d), uhlíku (e), kyslíku 
(f), dusíku (g) a síry (h), HRTEM snímky stříbrných agregátů, které zobrazují kompaktní 
organickou vrstvu na povrchu AgNP (i, j) a kombinované chemické mapování stříbra, 
kyslíku a dusíku (k). 

 

 

Po úspěšném popisu mechanismu agregace AgNP, za který je zodpovědný flagelin 

produkovaný bakteriemi, bylo testováno, zda je bakteriální rezistence k AgNP způsobena 

změnami v genotypu nebo fenotypu. Celková genomová DNA kmenů E. coli rezistentího 

(NP516) a citlivého k AgNP byla izolována pomocí DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, 

Německo) podle manuálu výrobce. Vzorky bakteriální DNA (20 ng/µl) byly poslány do 

laboratoří firmy Institute of Applied Biotechnologies (Praha, Česká republika) pro získání 

sekvence metodou WGS (celogenomové náhodné sekvenování). Pro analýzu WGS byla 

použita platforma MiSeq (Illumina). Referenční soubor ve formátu FASTA byl stažen z 

nabídky genomů Illumina iGenomes a indexován Burrows-Wheeler Alignerem (BWA; 

verze 0.7.13). FASTQ soubory z pair-end sekvenování byly namapovány na indexovanou 

referenční FASTA sekvenci pomocí BWA-MEM algoritmu. K vizualizaci části genetických 

výsledků byla data z NGS (next-generation sekvenování) vyhodnocena pomocí nástroje 

Integrative Genomics Viewer IGV verze 2.3 (Broad Institute, Cambridge, UK). Jako 
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referenční sekvence pro alignment byla vybrána sequence E. coli K12 MG 1655 

(NC_00096.2). Mapování sekvencí neodhalilo žádné statisticky významné změny nukeotidů 

DNA flagelárního genu, který kóduje proteiny tvořící filamen (fliC), hook (flgE) a capping 

protein (fliD), ani genů kódujících hlavní transkripční regulátor FlhDC a flagelární regulátor 

FliA rezistentního kmene. Jako příklad, že nebyly pozorovány žádné statisticky významné 

změny mezi genomovými sekvencemi rezistentní a citlivé E. coli slouží obrázek 24 

zobrazený programem Integrative Genomics Viewer. Pro ilustraci byla vybrána část fliC 

genu, prvních 428 bp genové sekvence, a nebyly pozorovány žádné rozdíly nukleotidů mezi 

rezistentním a senzitivním kmenem E. coli. Barevné pásy reprezentují odlišnosti od 

referenční sekvence. Na základě těchto výsledků lze tvrdit, že produkce flagelinu jakožto 

mechanismus rezistence k AgNP nevyžaduje žádnou genetickou změnu.  

 

 

Obrázek 24. Prvních 428 párů bází genu fliC E. coli CCM 3954 rezistentní a citlivé k AgNP. 

 

 

V další části výzkumu jsme se především díky znalosti mechanismu rezistence 

bakterií k AgNP mohli zaměřit na možnost překonání vyvinuté odolnosti. Zvoleným 

přístupem byla aplikace inhibitoru bakteriálního flagelinu, který by potlačením produkce 

proteinu mohl zastavit agregační proces. Je známo, že produkce flagelinu bakteriemi může 

být inhibována extraktem z kůry granatového jablka (PGRE). Extrakt z kůry granátového 

jablka (PGRE) byl připraven podle postupu z publikace Asadishad a kol.284 Kůra byla 

nakrájena na malé kousky a sušena při 50 °C po dobu 24 hodin. K 15 g vysušené kůry bylo 

přidáno 200 ml destilované vody a umístěno do třepačky na 24 hodin při laboratorní teplotě. 
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Extrakt byl přefiltrován přes filtrační papír Whatman č. 1. Vzorek PGRE byl lyofilizován za 

účelem zjistit hmotnost sušiny (20 g/l). V případě kultivace E. coli CCM 3954 rezistentní k 

AgNP v přítomnosti AgNP a subinhibitorní koncentrace PGRE 0,6 % (w/w) (MIC PGRE 

byla určena na 2,5 % (w/w)) se MIC AgNP vůči rezistentní E. coli 013 v přítomnosti PGRE 

snížila z 54 mg/l na 13,5 mg/l a v případě rezistentní E. coli CCM 3954 na 6,75 mg/l. E. coli 

CCM 3954 rezistentní k AgNP v přítomnosti AgNP a subinhibitorní koncentrace PGRE tedy 

nebyla schopna odolávat antibakteriálnímu efektu AgNP, bakterie ztratily svoji získanou 

rezistenci. MIC AgNP vůči rezistentní E. coli 013 se v přítomnosti PGRE snížila na MIC 

původního citlivého kmene a v případě rezistentní E. coli CCM 3954 na srovnatelně nízkou 

hodnotu MIC citlivého referentního kmene. 

 

Pro ověření stálosti rezistence k AgNP byla E. coli rezistentní k AgNP opakovaně 

inkubována po dobu 120 hodin při 37 °C v 50 ml M.-H. média bez AgNP. Vhodné podmínky 

ke kultivaci byly zajištěny přeočkováním inokula do čerstvého média po 5, 24, 48, 72 a 96 

hodinách. Současně bylo 100 µl bakteriální suspenze naočkováno na M.-H. agarové misky, 

které byly inkubovány po dobu 24 hodin při 37 °C a kolonie byly použity pro stanovení MIC 

AgNP. MIC AgNP (108 mg/l) pro AgNP-rezistentní bakterie zůstala stejná i po šesti 

kultivačních krocích, bakterie si evidentně svoji rezistenci ponechávají. Stabilita rezistence 

byla dále potvrzena testem s PGRE, kdy po inkubaci rezistentního kmene se subinhibiční 

koncentrací PGRE zůstala MIC AgNP stále na hodnotě 108 mg/l. 
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11. Vliv média a stabilizačního činidla na toxicitu AgNP 

vůči Daphnia magnaf 

Byla studována chronická 21denní toxicita stabilizovaných a nestabilizovaných 

AgNP vůči organismu D. magna ve standardním a 2krát zředěném kultivačním médiu. 

Cílem bylo určit, zda má zředění kultivačního média vliv na stabilitu AgNP, a tím i vliv na 

mortalitu a na reprodukci a poukázat na důležitost důsledné charakterizace médií a AgNP a 

chování AgNP v médiích a stanovení toxicity všech složek disperze při vyhodnocováni testu 

toxicity. 

 

AgNP byly syntetizovány Tollensovou metodou, která je založena na redukci 

diamminstříbrného komplexu D-maltózou, jak je detailněji popsáno výše. AgNP byly také 

charakterizovány pomocí DLS, TEM a UV/Vis spektroskopií. Pro experimenty se 

stabilizovanými AgNP v neředěném médiu byla do připravené disperze AgNP přidána 

želatina o konečné koncentraci 0,005 % a v případě ředěného média želatina o konečné 

koncentraci 0,0001 %.  

Připravené sférické AgNP dosahovaly průměrné velikosti 28 nm s velmi úzkou 

distribucí velikosti částic. Výsledky získané pomocí DLS byly ověřeny snímky z TEM, které 

potvrdily přítomnost sférických částic s průměrem přibližně 30 nm (obr. 25). V UV/Vis 

absorpčním spektru byl zaznamenán typický absorpční pík povrchového plazmonu 

s maximem u 412 nm (obr. 26). 

 

  

Obrázek 25. Snímky AgNP z TEM při nižším (a) a vyšším (b) rozlišení.  

                                                           
f Přijato jako: Smékalová, M., Panáček, A., Jančula, D., Maršálek, B., Kolařík, J., Prucek, R., Kvítek, L. a 
Zbořil, R. Effects of culture medium conditions on stability, crystallinity and chronic toxicity of silver 
nanoparticles to Daphnia magna. Podáno do redakce časopisu Applied Materials Today. 
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Obrázek. 26. UV/Vis absorpční spectrum AgNP (10 mg/l). 

 

 

Monitorování stability AgNP o koncentraci 1 mg/l v neředěném a 2krát ředěném 

kultivačním médiu M4 bylo založeno na sledování změny polohy plazmonového 

rezonančního píku lokalizovaného původně u 412 nm. Spektra byla zaznamenávána pomocí 

UV/Vis spektrometru Specord S 600 (Analytic Jena) po dobu 24 hodin (nestabilizované 

AgNP) nebo 72 hodin (AgNP stabilizované želatinou). Snímky z TEM JEM-2010 (Jeol) 

nestabilizovaných částic byly pořízeny po 24 hodinách pro srovnání s jejich původní 

velikostí a tvarem.  

Jakmile se smíchaly AgNP s ředěným i neředěným médiem byla ovlivněna jejich 

agregační stabilita, jak bylo patrno z UV/Vis spekter (obr. 27a a 28a) a z nárůstu průměrné 

velikosti z 28 nm na 260 nm. Barva disperze se změnila ze žlutohnědé na modrošedou. 

Absorbance píku původních částic s maximem u 412 nm se postupně snižovala a zároveň se 

objevil sekundární pík s maximem 545 nm (neředěné médium) a 505 nm (2krát ředěné 

médium) ihned po smíchání s médiem. Pozice sekundárního maxima se v čase posouvala 

k vyšším vlnovým délkám, což koresponduje s narůstající velikostí částic.29 Po 24 hodinách 

byla stanovena průměrná velikost částic 420 nm.  TEM snímky pořízené 24 hodin po 

smíchání s ředěným i neředěným médiem potvrdily přítomnost velkých aglomerátů, které 

vznikly z původních malých AgNP (obr. 29). Navíc se v neředěném médiu rekrystalizací 

zformovaly velké částice o velikostech kolem 200 nm (obr. 29a,b). Tento mechanismus 

rekrystalizace byl popsán v práci Prucek a kol.285 
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Obrázek 27. UV/Vis absorpční spektra nestabilizovaných AgNP (10 mg/l) v nezředěném 
médiu M4 zaznamenaná během 24 hodin (a) a AgNP stabilizované 0,005% želatinou v 
nezředěném médiu M4 zaznamenaná během 72 hodin (b).  
 

 

 

 

Obrázek 28. UV/Vis absorpční spektra nestabilizovaných AgNP (10 mg/l) ve 2krát 
zředěném médiu M4 zaznamenaná během 24 hodin (a) a AgNP stabilizované 0,0001% 
želatinou ve 2krát zředěném médiu M4 zaznamenaná během 72 hodin (b). 
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Obrázek 29. Snímky z TEM velkých aglomerátů stříbra tvořených rekrystalizací a agregací 
pořízené 24 hodin po smíchání disperse AgNP s neředěným (a, b) a zředěným (c, d) 
kultivačním médiem. 
 

 

Aby se předešlo agregaci AgNP v kultivačním médiu, které je koncentrovaným 

elektrolytem, byly AgNP stabilizovány želatinou. Ke stabilizaci AgNP byly použity velmi 

nízké koncentrace želatiny, které neprojevily akutní toxicitu k dafniím, a to 0,005 % pro 

neředěné médium a 0,0001 % pro 2krát ředěné médium (obr. 30). 

 

 

Obrázek 30. Počet živých jedinců D. magna po expozici různým koncentracím želatiny v 
čase. 
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Želatina o koncentraci 0,005 % úspěšně stabilizovala AgNP, což potvrdila UV/Vis 

absorpční spektra, kde nebyly pozorovány žádné dramatické změny absorpčního pásu 

povrchového plasmou (obr. 27b) ve srovnání s nestabilizovanými AgNP (obr. 27a). Disperze 

si také držela svoji žlutohnědou barvu. V oblasti od 450 nm do 550 nm byla zaznamenána 

pouze velmi slabá absorpce, která naznačuje mírný nárůst průměrné velikosti AgNP (obr. 

27b). Měřením velikosti částic pomocí DLS pak byl potvrzen mírný nárůst velikosti částic 

na 33 nm, nicméně charakterizací pomocí TEM nebyla pozorována žádná rekrystalizace. 

Disperze AgNP s 0,0001 % želatiny byla méně stabilní ve srovnání s použitím vyšší 

koncentrace želatiny. Došlo k postupnému snižování pásu povrchového plazmonu 

s maximem u 412 nm a zvýšení průměrné velikosti částic na 80 nm po 24 hodinách (obr. 

28b). Po 24 hodinách byla pozorována částečná agregace AgNP stabilizovaných 0,0001 % 

želatiny následována sedimentací. Takto nízká koncentrace želatiny není dostačující k úplné 

stabilizace AgNP, ale zpomaluje agregaci a předchází rekrystalizaci AgNP do větších 

aglomerátů (za podmínek, při kterých byly testy prováděny).  

 
Sladkovodní korýš D. magna byl použit jako standardní testovací organismus. Ve 

všech toxicitních experimentech nebyly organismy starší než 24 hodin. Dafnie byly pořízeny 

z centra RECETOX (Masarykova Univerzita, Brno). Jako kultivační médium bylo 

připraveno standardní Elendtovo médium M4 (CSN ISO 10706, 2001) obsahující základní 

anorganické soli a vitamíny. Hodnota pH média byla 7,2. 

Při testování chronické toxicity se postupovalo podle směrnice OECD (Organizace 

pro hospodářskou spolupráci a rozvoj) 211 pro testování chemikálií.286 Deset jedinců 

rozdělených do deseti kádinek s 50 ml média bylo exponováno po 21 dní. Dafnie byly 

kultivovány v cyklu 16 hodin světlo a 8 hodin tma při 18–22 °C. Organismy byly denně 

krmeny řasou Pseudokirchneriella subcapitata. Koncentrace nestabilizovaných AgNP 

v neředěném médiu byly 0,5–8,0 mg/l a stabilizovaných AgNP 0,001–1,000 mg/l. 

Koncentrace stabilizovaných i nestabilizovaných AgNP ve 2krát zředěném médiu byly 

0,03–0,50 mg/l. Jako negativní kontrola bylo použito samotné médium M4. Médium a 

toxikanty byly měněny za čerstvé každé tři dny. Během 21denní expozice byly každý den 

zaznamenávány počty přeživších dospělců a počty nově narozených jedinců. Rovněž byly 

zaznamenávány den první reprodukce, celkový počet potomků a délka dospělců na konci 

testu. Nakonec se spočítala hodnota EC50 (efektivní koncentrace). Pro analýzu statisticky 

významných rozdílů mezi charakteristikami jedinců z exponované skupiny a kontrolou byl 

aplikován neparametrický Kruskal-Wallisův test (p < 0,05).  
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Byla také testována akutní toxicita želatiny, aby se určilo, jaké koncentrace želatiny 

pro stabilizaci AgNP se již nemohou použít, neboť by výrazně ovlivnily výsledky testování 

toxicity AgNP. Pro tyto účely bylo 10 jedinců odděleně v kádinkách s 50 ml média M4 

exponováno želatině po dobu 96 hodin. Kultivace probíhala při 18–22 °C s cyklem 16 hod 

světlo a 8 hod tma. Organismy byly krmeny řasou P. subcapitata od druhého dne. 

Koncentrace želatiny byla 0,001–0,025 %. Počet přeživších jedinců byl zaznamenáván 

každý den během 96hodinové expozice. Jako kontrola bylo použito čisté medium M4.  

Součástí testů chronické toxicity stabilizovaných AgNP bylo i testování chronické 

toxicity samotné želatiny v příslušných koncentracích 0,0001 % pro 2krát ředěné médium a 

0,005 % pro neředěné médium. 

 

Jak se zřetelně ukázalo, nestabilizované AgNP v neředěném médiu měly nejnižší 

negativní dopad na populaci dafnií ze všech provedených experimentů. Pro testování byly 

použity vyšší koncentrace AgNP v rozsahu 0,5–8 mg/l (obr. 31a). Počet přeživších postupně 

klesal s rostoucí koncentrací AgNP. Expozice nejvyšší použité koncentraci 8 mg/l vedla ke 

100% mortalitě hned v první den experimentu. Nejnižší použitá koncentrace 0,5 mg/l pak 

neukázala žádný negativní vliv na dospělce kromě úhynu jednoho jedince 21. den, který 

taktéž uhynul v kontrolní skupině.  

Přestože koncentrace 0,5; 1 a 2 mg/l neměly žádný nebo jen mírný toxický vliv na 

životaschopnost rodičovských organismů, byla reprodukce silně ovlivněna v celém 

koncentračním rozsahu AgNP od 0,5 až po 8 mg/l (obr. 31b). S rostoucí koncentrací AgNP 

byl počet potomků nižší a čas první snůšky byl opožděn. Celkový počet potomků na konci 

experimentu klesl na 62 % kontroly dokonce u nejnižší použité koncentraci 0,5 mg/l. 

Koncentrace 2 mg/l AgNP vedla k opoždění první snůšky o jeden den (kontrola 7,6 dne) a 

při dvojnásobné koncentraci 4 mg/l dokonce vzrostl na 14,5 dne. Při koncentraci 8 mg/l se 

pak nevylíhly žádní potomci. Délka dospělců na konci testu postupně klesala s rostoucí 

koncentrací AgNP z 5 mm (kontrola) na 4,1 mm (4 mg/l). EC50 (reprodukce) byla určena na 

1 mg/l AgNP.  
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Obrázek 31. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných 
nestabilizovanému AgNP v neředěném médiu M4 během 21 dní.  

 

 

Aby mohla být studována toxicita AgNP v jejich původní neovlivněné velikosti, 

AgNP byly stabilizovány želatinou. Želatina o koncentraci 0,005 % zcela zabránila agregaci 

v neředěném médiu během 3denního experimentu (obr. 27b), přičemž test akutní toxicity 

čisté želatiny o stejné koncentraci neodhalil žádné nežádoucí účinky (obr. 30). Stabilizované 

AgNP projevily mnohem vyšší toxicitu než nestabilizované AgNP, jak potvrdil pokles počtu 

přeživších dospělců během testu chronické toxicity (obr. 32a). Toxicita byla zaznamenána 

již během prvních tří dnů testování, kdy třetí den byla pozorována 80% mortalita pro nejvyšší 

testovanou koncentraci AgNP 1 mg/l, 60% pro 0,1 mg/l a 20% pro 0,01 mg/l. Nejnižší 

koncentrace 0,001 mg/l neprojevila žádný toxický vliv během těchto tří dnů, nicméně počet 

dospělců klesl čtvrtý den na 7 a dokonce na jednoho jedince 6. den a 100% mortality bylo 

dosaženo 7. den. Od devátého dne nezbyl žádný přeživší jedinec v přítomnosti AgNP ve 

všech testovaných koncentracích.  

Překvapivě se želatina během testování chronické toxicity také projevila toxicky, 

nicméně až mezi 6. a 10. dnem, tedy v době, kdy přežil jediný či dokonce žádný jedinec 

vystavený AgNP pro všechny koncentrace stříbra (obr. 32a).  

V přítomnosti stabilizovaných AgNP se nenarodili žádní potomci. Želatina také 

značně ovlivnila reprodukci dafnií (obr. 32b). Potomci v přítomnosti čisté želatiny dosáhli 

celkového počtu pouze 61 oproti kontrolní skupině s počtem 1794 potomků.  
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Obrázek 32. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných 
stabilizovanému AgNP 0,005% želatinou v neředěném médiu M4 během 21 dní.  

 

 

Nestabilizované AgNP ve 2krát zředěném médiu byly více toxické (obr. 33) než 

nestabilizované AgNP v nezředěném médiu (obr. 31). S rostoucí koncentrací AgNP 

postupně ubýval počet přeživších dospělců a při nejvyšší použité koncentraci 0,5 mg/l byl 

po 21 dnech pouze dva. Expozice AgNP o koncentracích 0,06 mg/l a 0,03 mg/l nebyly pro 

dospělce letální kromě jednoho jedince 14. den vystavenému 0,03 mg/l AgNP.  

Při všech testovaných koncentracích AgNP také postupně klesal počet potomků 

(obr. 33b). Oproti 1102 potomkům, kteří se narodili v kontrole bez AgNP, klesl celkový 

počet potomků na konci testu na 180 v přítomnosti 0,5 mg/l AgNP. Ačkoliv uhynul jeden 

jedinec při 0,03 mg/l počet potomků byl při této koncentraci AgNP nejen nepatrně vyšší 

(1176) než u 0,06 mg/l (1040) ale navíc byla pozorována hormeze. Nebyla však ovlivněna 

ani doba první snůšky ani délka dospělců u žádné ze skupin. 

Vypočítaná EC50 AgNP pro reprodukci byla 0,32 mg/l.  

 

 

 
Obrázek 33. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných 
nestabilizovanému AgNP ve 2krát zředěném médiu M4 během 21 dní.  
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Dafnie postupně umíraly při vystavení celému rozsahu koncentrací AgNP 

stabilizovaných 0,0001% želatinou od 0,03 mg/l do 0,5 mg/l (obr. 34a). Na konci testu s 

AgNP o koncentraci 0,5 mg/l nepřežil žádný dospělec a počet potomků byl pouze 19. 

Koncentrace 0,25 mg/l AgNP byla přirozeně toxičtější než následujících 0,13 mg/l kromě 

vyššího počtu přeživších dospělců 19. a 20. den. Nicméně při obou koncentracích byl stejný 

konečný počet dospělců, tedy tři. AgNP o koncentraci 0,06 mg/l byly mírně toxické, kdy 

jeden jedinec zemřel 16. den a pouze 4 jedinci přežili na konci testu. Nejnižší koncentrace 

AgNP 0,03 mg/l také vedla ke smrti jednoho jedince 19. den a na konci testu zbylo 5 jedinců. 

Mírnou toxicitu vykazovala také želatina ke konci testu, nikoli však v rozsahu, který by 

ovlivnil interpretaci toxicity samotných AgNP (obr. 34a). 

V koncentračním rozsahu AgNP od 0,5 mg/l do 0,06 mg/l byl zaznamenán také 

postupný pokles celkového počtu potomků s rostoucí koncetrací AgNP (obr. 34b). Taktéž 

byla pozorována hormeze v nejnižší použité koncentraci AgNP 0,03 mg/l, kdy celkový počet 

potomků dosáhl 1739 oproti 1534 jedincům v kontrolní skupině. Ačkoliv želatina měla za 

následek méně mrtvých dospělců než AgNP o koncentraci 0,06 mg/l (1237), celkový počet 

potomků byl ve skupině za přítomnosti želatiny nižší (1123). 

Vypočítaná EC50 AgNP pro reprodukci byla 0,16 mg/l.  

Doba první snůšky se v žádné ze skupin statisticky významně nelišila od kontrolní 

skupiny (8,8 dne). Délka dospělců se významně lišila od kontroly po expozici 0,25 mg/l 

AgNP, kdy se snížila ze 4,8 mm na 3,3 mm. 

 

 

 
Obrázek 34. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných 
stabilizovanému AgNP 0,0001% želatinou ve 2krát zředěném médiu M4 během 21 dní.  
 

 

Rozpustné sloučeniny stříbra a AgNP jsou vysoce toxické pro vodní organismy. 

Toxicita AgNP se často připisuje iontům stříbra uvolněným z jejich povrchu. Různé studie 
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ukazují, že AgNP jsou pro dafnie toxické v koncentracích od několika mikrogramů až po 

miligramy na litr. Z toho plyne, že toxicita AgNP velmi závisí na okolních podmínkách, což 

je třeba brát v potaz při interpretaci výsledků testování toxicity. V této studii bylo cílem 

charakterizovat chronickou toxicitu AgNP vůči D. magna s ohledem na koncentraci média 

a použití stabilizačního činidla.  

Byly pozorovány jasné známky efektu dávka/odpověď nestabilizovaných AgNP na 

mortalitu a reprodukci D. magna v nezředěném M4 médiu (obr. 31a,b). Pozorovaná toxicita 

však byla mnohem menší než dříve publikované toxické koncentrace AgNP. Nejnižší 

koncentrace s pozorovanými negativními účinky na délku dospělců na konci testu byla 

2 mg/l a vypočítaná EC50 pro reprodukci dosáhla 1 mg/l. Naopak bylo publikováno, že např. 

AgNP pokryté vrstvou uhlíku o koncentraci 50 µg/l mohou inhibovat reprodukci a redukovat 

délku dospělců,287 a EC10 PVP-stabilizovaných AgNP v chronickém testu toxicity dosáhly 

hodnot 0,92 µg/l pro D. magna, 2,25 µg/l pro D. pulex a 3,45 µg/l pro D. galeata.288 

Důvodem nízké toxicity byla agregace a rekrystalizace původních malých 28nm 

AgNP do větších částic. Je známo, že antibakteriální aktivita a cytotoxicita klesá s rostoucí 

velikostí částic (viz kapitoly 2.1 a 6.1). Po smíchání AgNP s kultivačním médiem se 

postupně snižoval absorpční pík povrchového plazmonu původních nanočástic a objevil se 

nový sekundární pík u větších vlnových délek, který značí přítomnost agregátů větších než 

100 nm.289 Navíc se sekundární píky postupně posunovaly k vyšším vlnovým délkám, což 

také značí zvětšování částic (obr. 27a), jak také potvrdily snímky z TEM. TEM snímky 

pořízené 24 hodin po smíchání AgNP s médiem potvrdily, že původní malé částice byly 

přítomny spolu s částicemi nově zformovanými rekrystalizací o průměru kolem 200 nm (obr. 

29a,b). Oxidační činidla a koordinační ligandy hrají klíčovou roli v procesu rekrystalizace, 

protože způsobují tzv. (oxidative etching) oxidační leptání a rozpouštění AgNP, které 

podporuje růst nových krystalů. Rekrystalizované částice jsou výsledkem dvou 

kooperujících procesů – oxidace a redukce. Nulavalentní částice, které vzikají redukcí soli 

kovu a postupně rostou do nanokrystalu, mohou být za přítomnosti oxidovadel a 

koordinačních ligandů znovu oxidovány do iontové formy. Umožňuje to regulovat velikost, 

tvar a krystalinitu během nukleace a růstu.251,285,290  

V přítomnosti oxidačních činidel se AgNP rozpouští a produkuje iontové stříbro, 

které je pro vodní organismy velmi toxickou formou stříbra. Proto je toxicita vůči korýšům, 

jakou jsou dafnie, připisována především uvolněnému iontovému stříbru z povrchu 

AgNP.287,291 Přesto některé studie ukázaly, že mechanismus toxicity AgNP se liší od 

mechanismu toxicity stříbrných solí.250 Toxicita způsobená ionty stříbra může být 
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redukována za přítomnosti jiných sloučenin, jako jsou komplexní činidla a rozpuštěné 

organické látky.292,293 Při našich experimentech bylo pravděpodobně iontové stříbro 

komplexováno kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), komponentou média M4, a 

proto lze předpokládat, že toxicita způsobená iontovým stříbrem byla redukována. Další 

snížení koncentrace přítomných uvolněných iontů stříbra mohlo nastat v přítomnosti řas 

použitých jako potrava pro dafnie. Podobně Blinova a kol. při použití AgNP stabilizovaných 

PVP (PVP-AgNP) a Sakamoto a kol. při použití nestabilizovaných AgNP pozorovali nižší 

chronickou toxicitu než akutní, což přičítají právě přídavku řas v chronickém testu.292,294 

Navíc exudáty řas mohou výrazně snižovat toxicitu kovů obecně.295 

Jak bylo zmíněno výše, toxicita částic nepřímo koreluje s jejich velikostí. Proto je 

stabilita částic důležitým parametrem, který rozhoduje o jejich toxicitě. Malé částice lépe 

penetrují do buněk než velké částice a snáze uvolňují ionty stříbra.244,296 Kromě 

stabilizačních činidel je stabilita AgNP velmi závislá na okolních faktorech jako pH nebo 

iontová síla.252,253 Když se tedy koncentrace elektrolytu sníží zředěním média, měla by podle 

DLVO teorie vzrůst stabilita AgNP.27 Bylo publikováno několik málo studií, které se 

zabývaly vlivem zředění kultivačního média na stabilitu AgNP a akutní toxicitu k dafniím. 

Römer a kol. objevili, že standardní OECD médium musí být zředěno alespoň 10krát, aby 

se významně potlačila agregace citrátem stabilizovaných AgNP a zároveň toto zředění nijak 

neovlivnilo mobilitu nebo fekunditu organismů v nepřítomnosti AgNP.256 Nejnižší 

koncentrace s pozorovanými negativními účinky se snížila z 11,2 µg/l na 2,5 µg/l.258 

Podobně 10násobné zředění standardního OECD média (s chloridy) neovlivnilo agregační 

stabilitu PVP-AgNP.257 

 K minimalizaci toxicity želatiny byla použita velmi nízká koncentrace 0,0001 %. Při 

takto nízké koncentraci stabilizační látky muselo být kultivační médium 2krát zředěno, aby 

se potlačila nebo zpomalila agregace. Podle očekávání byla agregace nestabilizovaných 

AgNP ve zředěném médiu pomalejší a malé částice zůstávaly v médiu po delší dobu, což 

ukazuje pozvolnější klesání primárního absorpčního maxima v čase než za použití 

neředěného média (obr. 28a). Ve zředěném médiu byly tedy AgNP toxičtější (obr. 33a,b) 

než v neředěném (obr. 31a,b) jak z pohledu mortality rodičovských organismů, tak 

z pohledu reprodukce. Hodnoty EC50 pro reprodukci byly 0,32 mg/l ve zředěném a 1 mg/l 

v neředěném médiu. Životaschopnost dospělců a jejich reprodukce v kontrolní skupině bez 

toxikantů nebyla ovlivněna zředěním média.  

 Přidáním 0,0001 % želatiny se ještě zvýšila stabilita AgNP (obr. 28b). Značná část 

AgNP zůstala stabilní po dobu tří dnů, což je doba, po které se v chronickém testu 
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vyměňovaly toxikanty za nové. Stabilizované AgNP byly pak pro dospělce toxičtější a silněji 

ovlivnily reprodukci (obr. 34a,b) než nestabilizované částice. U nejnižší testované 

koncentrace stabilizovaných i nestabilizovaných AgNP, tedy 0,03 mg/l, se projevila 

hormeze, kdy byl konečný počet potomků vyšší než v kontrolní skupině. Podobné 

pozorování bylo publikováno dříve, kdy reprodukce dafnií exponovaných 2 µg/l ve 

21denním chronickém testu toxicity byla 2krát vyšší než v kontrolní skupině.297 V jiné studii 

se v multigeneračním experimentu dokonce v některých generacích D. pulex a D. galeata 

projevila tolerance k AgNP.288 

 Vypočítané hodnoty EC50 stabilizovaných a nestabilizovaných AgNP v ředěném 

médiu byly 0,16 mg/l pro stabilizované AgNP a 0,32 mg/l pro nestabilizované AgNP, a tedy 

stabilizované AgNP byly toxičtější než nestabilizované.   

 Želatina se i ve velmi nízké koncentraci 0,0001 % projevila na konci 21denního testu 

také mírně toxicky (obr. 34a,b). Její toxicita však neměla vliv na životaschopnost jedinců při 

expozici AgNP o nejnižší použité koncentraci.  

Za použití vyšší koncentrace želatiny (0,005 %) zůstaly AgNP stabilní (obr. 27b) a 

se svojí malou velikostí (28 nm) byly v neředěném médiu mnohem toxičtější než AgNP 

nestabilizované, které podlehly agregaci nebo rekrystalizaci. Při všech koncentracích 

AgNP ≥1 µg/l došlo k rychlému úhynu dospělců a organismy se nereprodukovaly (obr. 

32a,b). Ve skupině s želatinou se narodilo pouze 16 potomků (obr. 32b). Disperze nanočástic 

mají několik různých komponent. Kromě částic samotných zde mohou být přítomny např. 

ionty uvolněné z povrchu částic, zbytky reaktantů, sloučeniny použité ke stabilizaci nebo 

modifikaci povrchu částice. Každá z těchto složek může přispívat k celkové toxicitě 

disperze, a proto by každá ze složek měla být testována zvlášť a měl by se vyhodnotit 

příspěvek k toxicitě. Použitá želatina o koncentraci 0,005 % toxicky v chronickém testu, 

přestože v akutním testu toxicity (obr. 30) organismy neovlivnila. Závislost toxicity 

nanočástic na použitém stabilizačním činidle byla publikována i dříve.246 Toxicita celku, 

která se projevuje navenek, může pocházet pouze od jedné ze složek disperze a nanočástice 

samotné toxické nemusí být vůbec.298 Alkilany a kol. pozorovali, že surfaktant 

cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), který použili při syntéze nanotyček byl 

cytotoxický, ale samotné nanotyčky nikoliv. Stabilizační činidlo může také měnit náboj 

nanočástic a redukovat tak elektrostatickou bariéru mezi buňkou a částicí.299 Proto množství 

a typ stabilizačního činidla musí být vzato v úvahu při vyhodnocování testu toxicity 

nanomateriálů. 
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Závěr 

 Dizertační práce prezentuje ve své teoretické i praktické části poznatky z oblasti 

biologické aktivity nanočástic stříbra vůči eukaryotním a prokaryotním organismům. Práce 

na jedné straně vyzdvihuje antimikrobiální vlastnosti AgNP a jejich synergické působení 

s antibiotiky vůči citlivým a vysoce rezistentním bakteriím a zároveň na straně druhé varuje 

před možností vzniku bakteriální rezistence podobně jako u antibiotik a před jejich 

toxikologickými a ekotoxikologickými riziky. 

Pro studium biologických vlastností byly převážně aplikovány kulovité AgNP 

s průměrnou velikostí 28 nm, které byly syntetizovány ověřenou a spolehlivou metodou 

vycházející z Tollensovy reakce, která spočívá v redukci amoniakálního komplexu stříbra 

redukujícími sacharidy. Pro posouzení vlivu velikosti AgNP na společný antibakteriální 

účinek s antibiotiky byly navíc připraveny částice s menší průměrnou velikostí 8 nm 

redukcí silnějším činidlem tetrahydridoboritanem sodným.  

První část experimentální práce je zaměřena na studium společného 

antibakteriálního účinku AgNP v kombinaci s antibiotiky. Dosažené výsledky této studie 

prokázaly, že AgNP posilují účinek celé řady antibiotik proti různým druhům nejen 

lidských, ale i zvířecích Gram-pozitivních a Gram-negativních bakterií, a to nezávisle na 

mechanismu účinku a chemické struktuře použitých antibiotik. Pozitivní výsledky 

přineslo testování synergie nejen vůči bakteriím citlivým k antibiotikům, ale i vůči 

multirezistentním enterobakteriím. Synergický antibakteriální efekt AgNP v kombinaci 

s antibiotiky vůči citlivým i rezistentním bakteriím byl dosažen při velmi nízkých 

koncentracích, řádově až v desetinách mg/l stříbra. Takto nízké koncentrace AgNP 

v kombinaci s antibiotiky nevykazovaly cytotoxický účinek vůči savčím buňkám a 

nepředstavují tak toxikologické riziko pro vyšší organismy. Navíc v případě rezistentních 

bakterií došlo k obnovení citlivosti bakterií k antibiotikům v kombinaci s AgNP, jinými 

slovy byla úspěšně překonána bakteriální rezistence vůči antibiotikům, pokud se 

aplikovala společně s AgNP.  

V druhé části experimentální práce se podařilo vyvolat a následně objasnit 

mechanismus rezistence bakterií E. coli a P. aeruginosa k AgNP po opakované expozici 

subinhibičním koncentracím AgNP. Rezistence k AgNP byla indukována poměrně 

snadno a brzy, již ve 13. kultivačním kroku vykazovaly testované bakterie zvýšenou 

odolnost vůči AgNP. Příčinou indukované rezistence je produkce proteinu flagelinu, který 
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způsobuje agregaci AgNP za vzniku rozměrných sedimentujících částic stříbra, které 

nevykazují antibakteriální účinnost. Tento doposud v odborné literatuře nepopsaný objev 

má obrovský význam nejen v prevenci vzniku rezistence bakterií, ale i v oblasti eliminace 

vysoce infekčních bakterií. 

Poslední část práce popisuje výsledky studie vlivu koncentrace živného média a 

stabilizačních činidel na stabilitu a dlouhodobou toxicitu AgNP vůči organismus 

D. magna. AgNP bez dodatečné povrchové stabilizace snadno a rychle podléhají agregaci 

díky vysoké iontové síle živného média a následně až rekrystalizaci do větších útvarů 

doprovázené ztrátou toxicity. Naopak v případě aplikace živného média s poloviční 

koncentrací a v případě želatinou stabilizovaných AgNP byla jejich toxicita k D. magna 

výrazně vyšší vzhledem k zachování malého rozměru a tím vysoké biologické aktivity 

AgNP. 
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Summary 

Theoretical and practical part of dissertation thesis discussed discoveries related 

to biological activity of silver nanoparticles against eukaryotic and prokaryotic 

organisms. On the one hand, the thesis is focused on antimicrobial properties of AgNPs 

and their synergistic action with antibiotics against highly resistant bacteria and, on the 

other hand, deals with possible occurrence of bacterial resistance to AgNPs similar to 

antibiotics and their toxicological and eco-toxicological risks. 

For study of biological properties, spherical AgNPs with mean diameter of 28 nm 

were applied. AgNPs were synthesized by reliable method derived from Tollen’s reaction, 

which is based on reduction of ammonia complex of silver by reducing saccharides. Also, 

smaller AgNPs with mean diameter of 8 nm was prepared by reduction with stronger 

reducing agent sodium borohydride for assessment of size effect on antibacterial activity. 

The first part of experimental work is focused on study of combined antibacterial 

action of AgNPs with antibiotics. The results proved that AgNPs enhance the activity of 

many antibiotics against different species of human and animal Gram-positive and Gram-

negative bacteria. This enhancement was shown with no dependence on mechanism of 

action or chemical structure of antibiotics. Positive results of synergy testing was shown 

not only against bacteria sensitive to antibiotics but also against multi-resistant 

Enterobacteriaceae. Synergic antibacterial effect of AgNPs in combination with 

antibiotics against both, sensitive and resistant bacteria, was achieved in very low 

concentrations, in the order from tenths to units of mg/l. These concentrations of AgNPs 

does not exhibit toxic effects against mammalian cells and does not pose a toxicological risk 

for higher organisms. Moreover, in the case of resistant bacteria, restoration of sensitivity to 

antibiotics caused by combination of AgNPs was shown. 

The second part of experimental work deals with resistance of bacteria to AgNPs. 

Resistance to AgNPs was successfully induced in E. coli and P. aeruginosa and mechanism 

of this resistance was elucidated. The resistance was caused by exposition the bacteria to 

sub-inhibitory concentrations of AgNPs and was observed only after 13 exposition steps, 

when bacteria exhibit increased tolerance to AgNPs. The observed induced resistance is 

based on production of protein flagellin, which causes aggregation of AgNPs and formation 

of large particles of silver, which sediment and does not exhibit antibacterial activity. This 
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phenomenon, which has never been described in literature before, has importance in 

prevention of emergence of resistance and in the elimination of highly infectious bacteria. 

The last part of work describes the influence of culture medium concentration and 

surface stabilizers to stability and long-term toxicity of AgNPs against crustacean D. 

magna. AgNPs without additional surface stabilization subject to fast aggregation as 

result of high ionic strength of culture medium. The aggregation is accompanied with 

recrystallization to bigger particles and loss of toxicity. On the contrary, in case of using 

2-fold diluted medium and AgNPs stabilized by gelatine, the toxicity against D. magna 

was significantly higher, because small diameter and AgNP biological activity was 

unaffected. 
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Seznam použitých zkratek 

AFM mikroskopie atomárních sil 
AgNP nanočástice stříbra 
AMC amoxilin + klavulanát 
AMI amikacin 
AMP ampicilin 
AmpC cefalosporinázy 
AMS ampicilin/sulbaktam 
ATM aztreonam 
AZT aztreonam 
BHI bujón z mozkosrdcové infuze 
BWA Burrows-Wheeler Alignerem 
CCA ceftazidim + klavulanát 
CFU jednotky tvořící kolonie 
CIP ciprofloxacin 
CLI klindamycin 
CLSI Institut pro klinické a laboratorní standardy 
CMP chloramfenikol 
COL kolistin 
COT kotrimoxazol 
COX cefotaxim 
CPM cefepim 
CPR cefoperazon 
CRX cefuroxim 
CReSA centrum pro výzkum nemocí zvířat 
CTAB cetyltrimethylamonium bromid 
CTZ ceftazidim 
CXT cefoxitin 
CZD ceftazidim 
CZL cefazolin 
DDST diskový difuzní test s inhibitorem betalaktamáz 
DLS dynamický rozptyl světla  
DLVO teorie stability lyofobních koloidů (dle jmen: Derjagin, Landau, Verwey 

a Overbeek) 
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle‘s médium 
EC50 (EC10) koncentrace látky, která způsobí určitý efekt u 50 (10) % testovaných 

organismů 
EDS energiově disperzní spektroskopie 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
EPS extracelulární polymerní látky 
ERY erytromycin 
ETD fragmentace přenosem elektronu 
EUCAST Evropská komise pro testování antimikrobiální citlivosti 
FEP cefepim 
FIC frakční inhibiční koncentrační index 
GEL želatina 
GEN gentamicin  
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HAADF detektor elektronů difraktovaných pod velkými úhly 
HRTEM transmisní elektronová mikroskopie s vysokým rozlišením 
HSV herpes simplex virus 
KPC karbapenemázy 
LD50  dávka látky, která je smrtelná pro 50 % testovaných organismů 
LOAEL nejnižší dávka látky, při které je ještě pozorován významný nepříznivý 

účinek na organismus  
M.-H. Müller-Hinton  
MALDI-TOF matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace s hmotnostním 

analyzátorem doby letu 
MER  meropenem  
MIC minimální inhibiční koncentrace 
MTT thiazolylová modř 
NGS next-generation sekvenování 
OECD Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj 
OFL  ofloxacin 
OXA oxacilin 
OXO  oxolinová kyselina 
PAA kyselina polyakrylová  
PCR polymerázová řetězová reakce 
PEG polyethylenglykol 
PEN penicilin  
PGRE extrakt z kůry granátového jablka 
PIP piperacilin  
PPT piperacilin/tazobaktam 
PVP polyvinylpyrrolidon  
SAM Sequence Alignment/Map 
SARS  syndrom náhlého selhání dýchání  
SDS  dodecyl sulfát sodný 
SERRS povrchem zesílený rezonanční Ramanův rozptyl 
SERS povrchem zesílená Ramanova spektroskopie 
STEM rastrovací transmisní elektronová mikroskopie 
TCRV virus Tacaribe 
TEI teikoplanin 
TEM transmisní elektronová mikroskopie 
TET  tetracyklin 
TFA kyselina trifluoroctová 
TLR toll-like receptor 
TNBC triple negativní karcinom prsu 
TW  tween 
VAN vankomycin    
WGS whole-genome shotgun 
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Abstract 

Due to their wide uses in both domestic and industrial applications it is important to consider 

possible releases of silver nanoparticles (AgNPs) into the environment and the possible consequences. 

Thus, the potential toxicity of AgNPs to aquatic organisms has been intensively studied recently. 

However, culture media composition and stability of AgNPs seriously affect dose-response 

relationship. In present study the chronic toxicity of AgNPs to Daphnia magna in undiluted and 2-

fold diluted media was examined. Both gelatin-stabilized and non-stabilized AgNPs were synthesized 

and their stability was assessed by transmission electron microscopy and UV/Visible spectroscopy. 

The half maximal effective concentrations (EC50 values) for D. magna reproduction of non-stabilized 

AgNPs in undiluted medium, non-stabilized AgNPs in 2-fold diluted medium and AgNPs stabilized 

with 0.0001% (w/v) gelatin in 2-fold diluted medium were found to be 0.96, 0.32 and 0.16 mg/L, 

respectively. AgNPs stabilized with 0.005% gelatin did not aggregate and marked toxicity was 

observed across the AgNP concentration range from 0.001 to 1 mg/L. On the contrary, AgNPs with 

low stability in media were subjected to aggregation and re-crystallization towards large particles, 

which reduced their toxicity. Thus, the results demonstrate the importance of rigorous 

characterization of media composition for robust assessment of AgNPs’ toxicological effects. 

 

Keywords: Silver nanoparticles; aggregation; environmental toxicity; Daphnia magna 

 

Abbreviations: AgNPs, silver nanoparticles; TEM, transmission electron microscopy; EC50, half 

maximal effective concentration; Ag+, silver ions; OECD, Organisation for Economic Co-Operation 

and Development; PVP, Polyvinylpyrrolidone; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; CTAB, 

cetyltrimethylammonium bromide; DLVO, Derjagin, Landau, Verwey and Overbeek; LOAEC, 

lowest observed adverse effect concentration. 



 

 

Introduction 

Silver nanoparticles are well known mainly for their strong antimicrobial activity 2,34. 

Together with their easy manufacturing and manipulation, AgNPs have become the most popular 

nanomaterial used in various commercial, medical and sanitary products 1,47. Due to an increased 

amount of AgNPs applications, there is a high risk of aquatic environmental pollution and toxic effect 

on aquatic organisms. Toxicity studies have demonstrated that AgNPs are toxic to diverse aquatic 

organisms, including algae, cyanobacteria, plants, molluscs, crustaceans and fish, as illustrated by the 

following examples. They reportedly decrease photosystem II quantum yields of algae and impair 

growth of algae and cyanobacteria 234,300. They can cause oxidative stress and change antioxidant 

enzyme activities in aquatic plants and animals 235,237,238. They can retard the growth and development 

of marine benthic invertebrate larvae and reduce larval settlement rates 239. They can also 

bioaccumulate in and damage fish gills, liver and muscle 241,301. Moreover, they can retard 

development, cause heart abnormalities and reduce both hatching rates and body lengths of fish larvae 
242,243.  

Their toxicity mechanisms have not been fully elucidated, but some studies indicate that their 

toxicity could be ascribed to silver ions (Ag+) released from nanoparticle surfaces 300, while others 

suggest their toxicity is more likely particle-specific 237, or a combination of both 234,238.  

Various studies have shown that AgNPs can have acute or chronic toxic effects on Daphnia 

spp. at concentrations ranging from a few micrograms to milligrams per litre upwards, depending 

(inter alia) on the nanoparticles’ preparation method, size, surface coating and surface charge 302–305. 

More than 70% of AgNPs enter these organisms through ingestion of algae 302,306. Consequently, 

silver is accumulated in their bodies around gills and the gut 246,288. Exposure to 0.1 mg/L of AgNPs 

reportedly change neonates’ feeding behaviour, induces lesions and reduces both their body size and 

amounts of brown lipid storage droplets 247. Exposure to just 0.002 mg/L may also affect their 

swimming ability 307. Furthermore, a toxicogenomic study showed that AgNPs induce DNA damage 

in D. magna 249,250. 

However, numerous factors in aquatic environments affect AgNPs’ stability and thus their 

physico-chemical properties and toxicity. Inter alia, their aggregation and dissolution depend on pH, 

ionic strength and presence of oxidizing agents and other compounds 251–253. The importance of media 

composition has been highlighted in several recent studies. Yue et al. found that exposure to citrate-

coated AgNPs in three media with varying ionic strength and chloride contents had differing toxicity 

against a fish gill cell 254. Similarly, organic carbon content, pH and chloride content reportedly affect 

silver ions toxicity to the fish Pimephales promelas 255. 



 

 

A few recent studies have examined long-term effects of diluting artificial medium on the stability of 

AgNPs with different stabilizing agents 256,257 and found that standard OECD medium should be 

diluted 10-fold to avoid aggregation (without affecting D. magna viability). In addition, Römer et al. 

found that diluting the medium increased the toxicity of citrate-stabilized AgNPs against D. magna 
258. However, the chronic toxicity of AgNPs to D. magna in diluted standard media has not been 

previously assessed. Thus, in the study presented here we examined effects of medium dilution on 

the chronic toxicity AgNPs to D. magna, by exposing the organism to undiluted and 2-fold diluted 

Elendt M4 medium. Effects of culture medium conditions on stability and crystallinity of silver 

nanoparticles was also investigated. 

 

Materials and methods 

Preparation and characterization of AgNPs 

AgNPs were synthesized according to Kvítek et al. 308 via reduction of [Ag(NH3)2]+ by D-

maltose using the following (p.a. grade) chemicals: 1 mM silver nitrate (Fagron), 5 mM ammonium 

hydroxide (28 to 30% [w/w], Sigma-Aldrich), 9.6 mM sodium hydroxide (Lach-ner) and 10 mM 

D(+)-maltose monohydrate (Sigma-Aldrich). Reduction was completed within a few minutes. For 

experiments with stabilized AgNPs, gelatin (p.a. grade, Penta) was added to a final concentration of 

0.005% (w/v) into undiluted medium or 0.0001% (w/v) into 2-fold diluted medium to prepared AgNP 

dispersions to prevent aggregation of nanoparticles. All experiments were carried out at room 

temperature (approx. 21 °C). 

The AgNPs’ size distributions were determined by the dynamic light scattering (DLS) method 

using a 90 Plus Particle Size Analyzer (Brookhaven Instr. Co., USA) and transmission electron 

microscopy (TEM) using a JEM 2010 (Jeol, Japan), which also enabled determination of their shapes.  

 

Stability of AgNPs in media 

We evaluated the stability of the prepared AgNPs in both undiluted and 2-fold diluted Elendt 

M4 medium (at a silver concentration of 1 mg/L) by monitoring changes in their diameter using DLS 

technique, surface plasmon band at 412 nm by UV/Vis spectrophotometry (Specord S 600 Analytik 

Jena, Germany) over 24 h for non-stabilized AgNPs or 72 h for gelatin-stabilized AgNPs. In addition, 

TEM images of non-stabilized particles were taken after 24 hours to compare their sizes and shapes 

to those of fresh AgNPs. 

Graphite furnace atomic absorption spectroscopy (GFAAS) using ContrAA 600 (Analytik 

Jena AG, Germany, detection limit 0.01 μg/L) equipped with a high-resolution Echelle double 



 

 

monochromator (spectral band width of 2 pm at 200 nm) and with a continuum radiation source 

(xenon lamp) was used to determine a concentration of dissolved silver in order to consider possible 

toxic effect of free ionic silver released from stabilized and non-stabilized AgNPs. For this purpose 

total concentrations of AgNPs in undiluted or diluted media were 0.01, 0.1, 1, 10 mg/L and 0.01, 0.1, 

1 mg/L, respectively. Determinations of dissolved ionic silver were performed immediately after 

mixing the AgNP dispersion (both stabilized and non-stabilized) with the media (both diluted and 

undiluted) and after three day period. Before measurements, AgNP dispersions were centrifuged for 

30 min at 12000 x g in order to remove silver nanoparticles and aggregates. Obtained supernatants 

were dissolved in 2% HNO3 and analysed by GFAAS. No organisms were present during these 

experiments. 

 

Organisms and medium 

The freshwater crustacean D. magna was used as a standard test organism. In all toxicity 

experiments, juveniles not older than 24 h (obtained from RECETOX, Masaryk University, Brno, 

Czech Republic) were used. The animals were maintained in standard Elendt’s M4 solution (CSN 

ISO 10706, 2001) containing basic inorganic salts and vitamins prepared at pH 7.2, and this medium 

was used in all tests either undiluted or diluted 2-fold. 

 

21-d chronic toxicity tests 

According to Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD) Guideline 

211 for testing chemicals, sets of 10 neonates were exposed to the AgNPs in vessels containing 50 

mL medium for 21 days 286, under 16/8 h light/dark cycles at 18 to 22 °C. The organisms were fed 

with Pseudokirchneriella subcapitata green algae daily and exposed to non-stabilized and stabilized 

AgNPs at 0.5 to 8.0 mg/L and 0.001 to 1.000 mg/L, respectively, in undiluted media, and to both non-

stabilized and stabilized AgNPs at 0.03 to 0.50 mg/L in 2-fold diluted media. M4 medium with no 

AgNPs was used as a negative control. Sets of neonates were also exposed to 0.005% gelatin in 

undiluted medium and 0.0001% gelatin in 2-fold diluted medium without AgNPs to test for possible 

adverse effects of gelatin. Medium and toxicants were replaced with fresh medium and toxicants 

every three days. During each 21-d exposure period the number of surviving parents and numbers of 

neonates were recorded daily. The time to first brood and total number of juveniles at the end of 

exposure were also determined. At the end of the experiments lengths of parental organisms were 

measured, 21-d EC50 values were calculated, and the nonparametric Kruskal-Wallis test (p < 0.05) 

was applied to evaluate the significance of differences between treated groups and controls. 



 

 

 

Results 

Synthesis and characterisation of AgNPs 

To synthesize the AgNPs used in the toxicity tests we applied the modified Tollens process, 

involving reduction of the complex cation [Ag(NH3)2]+. This reliably generates AgNPs of 28 nm 

diameter with a very narrow size distribution, as confirmed by TEM images showing that our 

preparations contained spherical particles with diameters of approximately 30 nm (Fig. S1). 

Moreover, UV/Vis absorption spectra of our AgNPs showed the typical surface plasmon absorption 

peak at 412 nm (Fig. S2).  

 

Stability of AgNPs in undiluted and 2-fold diluted M4 media 

Mixing AgNPs with either undiluted or diluted culture medium strongly affected the 

aggregation stability of silver particles, manifested by immediate increase in particle diameter from 

28 nm to hundreds of nm and by changes in both colour and UV/Vis absorption spectra (Fig. 1a and 

2a). The colour of dispersions changed from yellowish to blue-grey, while the absorption peak of 

fresh particles at 412 nm continuously decreased and secondary peaks emerged at 545 nm and 505 nm 

after mixing with undiluted and 2-fold diluted media, respectively. The positions of the maxima also 

shifted toward longer wavelengths with time, indicating increases in particle diameter from original 

28 nm to final hundreds of nm after 24 hours which is in agreement with previous studies 29. TEM 

images confirmed the presence of large agglomerates arising from primary small AgNPs after mixing 

with either undiluted or 2-fold diluted culture media (Fig. 3). Moreover, large silver crystals with 

diameters of nearly 200 nm formed in undiluted culture media (Fig. 3a and 3b), possibly via re-

crystallization of the initially small AgNPs induced by electrolytes 285. 

To prevent particle aggregation in culture media containing various electrolytes the 

biocompatible AgNP-stabilizing agent gelatin was used at very low concentrations that have no acute 

toxic effects on D. magna: 0.005% and 0.0001% in undiluted and 2-fold diluted culture media, 

respectively (Supplementary data). The presence of 0.005% gelatin eliminated the marked changes 

observed in the particle diameter and surface plasmon band of non-stabilised particles (Fig. 1a and 

1b) and the colour of AgNP dispersions, confirming its stabilizing effect. Only slight increase in 

particle diameter up to 33 nm and slight light absorption in the region of 450 nm to 550 nm was 

observed in its presence, indicating very slight aggregation (Fig. 1b), and no evidence of re-

crystallization was detected. In the presence of 0.0001% gelatin AgNP dispersions were less stable 

than in 0.005% gelatin, as manifested by a gradual decline in the surface plasmon peak at 412 nm 



 

 

(Fig. 2b). Also particle diameter increased up to 80 nm after 24 hours. We observed some aggregation 

and subsequent sedimentation of particles stabilised by 0.0001% gelatin after 24 hours. Thus, such 

low gelatin concentrations appear to be insufficient for complete stabilization of AgNPs but sufficient 

to retard aggregation and prevent re-crystallization of silver particles into large silver agglomerates 

(under our test conditions). 

Concentrations of free silver ions released from both non-stabilized and stabilized AgNPs into 

diluted and undiluted culture media were considerably low and were found to be of the same order of 

magnitude (˂ 0.06 µg/L) within three days in media.  

 

Toxicity of non-stabilized AgNPs in undiluted medium 

Of the tested permutations, non-stabilized AgNPs in undiluted M4 medium clearly had the 

weakest negative impact on D. magna survival (Fig. 4a), and the number of surviving adult 

individuals exposed to AgNPs gradually decreased with increases in silver concentration. Exposure 

to AgNPs at the highest concentration (8 mg/L) led to 100% mortality during the first day of D. magna 

breeding, and just three and two adults exposed to 4 mg/L of AgNPs survived for 6 and 21 days, 

respectively. Lower silver concentrations from 2 to 0.5 mg/L had less toxic effects on D. magna 

adults. Only two individuals exposed to 2 mg/L of AgNPs died on day 10 (from the start of exposure) 

and three on day 19. All individuals exposed to 1 mg/L of AgNPs survived until day 13, and nine of 

10 individuals survived until the end of the exposure. AgNPs had no apparent effect on the survival 

of adults at the lowest test concentration (0.5 mg/L silver), as just one individual died during day 20 

both at this concentration and in the control group that was not exposed to AgNPs. 

Although AgNPs did not affect the viability of adult D. magna at 0.5 mg/L, and concentrations 

of 1 and 2 mg/L had moderate toxic effects, exposure to all tested concentrations (0.5 to 8 mg/L) 

markedly affected their reproductive ability (Fig. 4b). The number of neonates that hatched and the 

time to first brood was delayed as the concentration of AgNPs increased. The total number of 

juveniles was 38% lower than the control number at the end of exposure to the lowest AgNP 

concentration (0.5 mg/L). Moreover, the time to first brood increased from 7.6 days for controls to 

8.6 days at 2 mg/L and 14.5 days at 4 mg/L, and no neonates hatched at the highest silver 

concentration (8 mg/L). The body length of adult D. magna gradually decreased with increasing silver 

concentration from 5 mm (control group) to 4.1 mm (at 4 mg/L of AgNPs). The reproduction EC50 

was determined to be 1 mg/L of AgNPs. 

 

 

 



 

 

Toxicity of stabilized AgNPs in undiluted medium 

Gelatin was used to stabilize AgNPs to determine their toxicity at their original nanoparticle 

size. At 0.005% it successfully prevented aggregation of AgNPs in undiluted medium during a 3-d 

experiment (Fig. 1b), and no adverse effects of pure gelatin at this concentration on D. magna adults 

were detected in acute toxicity tests (Fig. S3). Stabilized AgNPs had significantly stronger toxic 

effects on D. magna than non-stabilized AgNPs, as fewer individuals survived in their presence 

during the tests (Fig. 5a). Toxic effects of AgNPs were noted within the first three days. On day 3 of 

the tests, mortality rates at silver concentrations of 0.01, 0.1 and 1.0 mg/L were 20, 60 and 80%, 

respectively. At the lowest silver concentration (0.001 mg/L) no toxic effects were detected during 

the first three days, but the number of surviving adults decreased to seven individuals on the 4th day 

and to one individual on the 6th day. No individuals survived in the presence of stabilized AgNPs at 

any concentration beyond the 9th day of the tests. 

 It should be noted that gelatin showed toxic effects on adult individuals during chronic 

toxicity tests (Fig. 5), as some individuals exposed to pure gelatin died during the 6th and 10th days 

(Fig. 5a). Moreover, both stabilized AgNPs and gelatin alone severely affected the reproduction 

ability of adult D. magna (Fig. 5b); just 61 neonates were produced in the presence of pure gelatin, 

compared to 1794 in the control conditions. 

 

Toxicity of non-stabilized AgNPs in 2-fold diluted medium 

In 2-fold diluted medium non-stabilized AgNPs were more toxic (Fig. 6a) than in undiluted 

medium (Fig. 4a), and their toxicity was dose-dependent. At 0.06 mg/L no adults died, at 0.03 mg/L 

one adult died on day 14, but only 20% of the adults survived the full 21-d exposure at the highest 

concentration (0.5 mg/L). In addition, the total number of juveniles generally declined with increases 

in the concentration of non-stabilized AgNPs in diluted medium (Fig. 6b). The total number of 

juveniles dropped to 180 at the end of exposure to 0.5 mg/L AgNPs, from 1102 individuals in control 

conditions. Moreover, although one adult individual died at 0.03 mg/L, more juveniles were produced 

at 0.03 mg/L than at 0.06 mg/L of AgNPs. However, the non-stabilized particles did not significantly 

affect either the time to first brood or the length of parents. Moreover, hormesis was observed at the 

lowest AgNP concentration, 0.03 mg/L (Fig. 6b). The calculated EC50 for reproduction of non-

stabilized AgNPs in diluted media was 0.32 mg/L. 

 

 

 



 

 

Toxicity of stabilized AgNPs in 2-fold diluted medium 

In the diluted medium the number of D. magna adults that survived and numbers of juveniles 

declined with increases in concentration of stabilised AgNPs (Fig. 7). During exposure to the highest 

tested concentration (0.5 mg/L) all adults died and just 19 juveniles were produced. At 0.25 mg/L the 

AgNPs had consistently more toxic effects than at 0.13 mg/L, except for lower numbers of survivors 

on days 19 and 20, but there were only three surviving adults in both cases at the end of exposure. At 

0.06 mg/L one adult died on day 16 and four individuals survived until the end of exposure. Exposure 

to the lowest AgNP concentration (0.03 mg/L) also led to death of one individual, on day 19, and five 

survived the full exposure. Gelatin also showed slight toxicity at the end of the 21-d experiment, but 

not sufficient to affect results of AgNP toxicity tests (Fig. 7a). 

The total number of juveniles declined with increases in concentration of stabilised AgNPs 

from 0.06 to 0.5 mg/L (Fig. 7b). However, hormesis was detected at the lowest tested concentration 

(0.03 mg/L), at which more juveniles were produced (1739) than in the control group (1534). 

Although gelatin killed less adults than AgNPs at a concentration of 0.06 mg/L, fewer juveniles were 

produced in the presence of pure gelatin (1123) than in the presence of stabilised AgNPs (1237). The 

calculated EC50 of stabilized AgNPs in diluted media was 0.16 mg/L. 

The presence of stabilised AgNPs did not significantly change the time to first brood from the 

control duration (8.8 days), and only significantly affected the mean length of adults at 0.25 mg/L, 

where it dropped from 4.8 mm (for controls) to 3.3 mm. 

 

Discussion 

Soluble silver compounds and AgNPs are considered to be highly toxic to aquatic organisms, 

but it is unclear whether the toxicity of AgNPs is largely due to their nano-size or release of dissolved 

ions from their surfaces. In various studies they have displayed toxic effects on D. magna at 

concentrations ranging from a few micrograms to milligrams per litre. However, the toxicity of 

nanoparticles is strongly dependent on the surrounding environment, which should be considered 

when assessing results of such studies. In this work we aimed to characterize the chronic toxicity of 

AgNPs to D. magna with respect to stability and crystallinity of silver nanoparticles influenced by 

media condition. 

We observed clear dose-dependent effects of non-stabilized AgNPs on D. magna mortality 

and reproduction in undiluted M4 medium (Fig. 4a and 4b). However, the toxicity was far lower than 

reportedly observed in studies of other preparations’ chronic toxicity. The lowest observed effective 

concentration in our study for impairing the length of D. magna and time to first brood was 2 mg/L, 



 

 

and the calculated EC50 for D. magna reproduction was 1 mg/L. In contrast, concentrations of 

carbonate-coated AgNPs as low as 50 µg/L can reportedly inhibit reproduction and reduce the length 

of parents 309, and EC10 values of 0.92, 2.25 and 3.45 µg/L for chronic toxicity of 

polyvinylpyrrolidone (PVP)-coated AgNPs towards D. magna, D. pulex and D. galeata, respectively, 

have been published 288. 

Aggregation and re-crystallization of the primary small (28 nm) AgNPs into larger particles 

presumably account for the low toxicity we observed, as it is well known that nanoparticles’ 

antibacterial activity and toxicity are negatively correlated with their size 310,311. When AgNPs were 

mixed with medium, the absorption peak of the original particles was supressed and secondary peaks 

emerged at longer wavelengths, indicating the presence of aggregates larger than 100 nm 289. 

Furthermore, the secondary peaks gradually shifted to longer wavelengths, indicating that aggregates 

were growing (Fig. 1a), as confirmed by TEM. TEM images taken 24 h after mixing AgNPs with 

medium also clearly show that original small nanoparticles were present together with newly formed 

particles with diameters up to 200 nm (Fig. 3a and 3b), formed by re-crystallization. Oxidative species 

and coordination ligands play key roles in this process by causing so-called oxidative etching and 

dissolution of AgNPs, which promote the growth of new crystals.  Oxidative etching is an important 

part of the metal nanocrystals synthesis. The re-crystallized particles are result of two cooperative 

processes – oxidation and reduction. Original zerovalent species produced by reduction of salt 

precursor and folowed by growth into nanocrystals can be re-oxidized to the ionic form when 

oxidative species and coordination ligand for the metal ions are present. It enables to control size, 

shape and crystallinity during nucleation and growth 251,285,290. 

In the presence of oxidizing agents, AgNPs dissolve and produce Ag+, which is a highly toxic 

form of silver to aquatic organisms. Thus, toxicity to cladocerans (such as D. magna) is often 

attributed mainly to Ag+ released from AgNPs 291,309. However, there are indications that the 

mechanism of AgNPs’ toxicity may differ from that of silver salt solutions 250. Notably, toxicity due 

to release of Ag+ should theoretically be reduced by the presence of other compounds such as 

complexing agent and dissolved organic matter 293,312. In our study, concentration of free Ag+ in 

medium was below 0.06 μg/L which represents very low concentration. Considerable amounts of any 

Ag+ released could have been complexed by ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), a component 

of M4 medium. Further reductions in free Ag+ concentration could occur in the presence of algae 

used as feed. Accordingly, Blinova et al. 312 and Sakamoto et al. 294 respectively found that the chronic 

toxicity of PVP-coated and non-coated AgNPs was lower than their acute toxicity, as measured by 

standard protocols, and suggested that this could have been due to the addition of algae as food in the 

chronic tests. Moreover, algae exudates can significantly decrease metal toxicity generally 295. 



 

 

Because concentrations of Ag+ in media were lower than concentrations of ionic silver sufficient to 

evoke chronic toxic effects (units of µg/L) we concluded that Ag+ ions are not directly responsible 

for the observed toxic effects 313,314. 

Particles’ toxicity is generally inversely correlated to their size. Thus, the stability of AgNPs 

plays important roles in their toxic effects, for two main reasons: small particles can penetrate into 

organisms’ bodies more easily than large particles, and they more readily release Ag+ 296,302. In 

addition to capping agents, the stability of AgNPs strongly depends on environmental factors, such 

as pH and ionic strength 252,253. When concentrations of electrolytes are decreased by diluting media 

colloidal stability should increase, according to Derjagin, Landau, Verwey and Overbeek (DLVO) 

theory 27. Thus, a few studies have addressed effects of diluting medium on the stability and acute 

toxicity of AgNPs to D. magna. Notably, Römer et al. 256 found that: standard OECD medium must 

be reduced at least 10-fold to reduce aggregation of citrate-stabilized AgNPs significantly, such 

dilution does not affect the test organisms’ mobility or fecundity in the absence of toxins but reduces 

the lowest observed adverse effect concentration of citrate-stabilized AgNPs from 11.25 to 2.5 µg/L 
258. Similarly, 10-fold dilution of standard OECD medium (with chlorides) reportedly stabilises PVP-

AgNPs 257. 

In present study, we used gelatin at a concentration of just 0.0001% to minimize its toxicity 

and influence on AgNP toxicity. For this purpose, culture medium was diluted 2-fold to keep the 

AgNPs stable. As expected, the aggregation of non-stabilized AgNPs was slower in 2-fold diluted 

medium, and small AgNPs were present in the medium for a longer time, as manifested by a more 

gradual decrease in the UV/Vis absorption maximum of fresh AgNPs (Fig. 2a). Consequently, non-

stabilized AgNPs were more toxic in 2-fold diluted medium (Fig. 6a and 6b) than in undiluted 

medium (Fig. 4a and 4b) in terms of both mortality and reproduction endpoints (e.g. EC50 values 

calculated from reproduction data were 0.32 and 1 mg/L, respectively, in these media). The viability 

and reproduction of parents in AgNP-free controls group were not affected by the dilution.  

 Adding just 0.0001% gelatin to AgNPs in 2-fold diluted medium further increased their 

stability (Fig. 2b). Considerable proportions of small AgNPs remained stable for three days. 

Moreover, stabilized AgNPs were more toxic to adults and more strongly impaired reproduction than 

non-stabilized AgNPs in diluted medium, as shown in Figs. 6 and 7. Interestingly, hormetic responses 

were observed to both stabilized and non-stabilized AgNPs, as more offspring were produced at the 

lowest concentrations used in 2-fold diluted medium than in controls. Similarly, Pokhrel and Dubey 

found that reproduction was 2-fold higher than control rates in 21-d tests when D. magna were treated 

with 2 µg/L AgNPs 297. However, variations in tolerance to AgNPs among generations of D. pulex 

and D. galeata have been observed in multi-generation experiments 288.  



 

 

Calculated EC50 values for stabilized and non-stabilized AgNPs were 0.16 and 0.32 mg/L, 

respectively, indicating that stabilized AgNPs are more toxic than non-stabilized AgNPs in diluted 

media. A particularly interesting finding in the context of present study is that gelatin was also slightly 

toxic, according to measurements at the end of 21 days exposure (Fig. 7a and 7b), despite the low 

concentration (0.0001%) used. However, gelatin toxicity was not reflected in AgNPs’ toxicity at the 

lowest concentration used. When a higher gelatin concentration (0.005%) was used for stabilization, 

AgNPs retained their initial characteristics more strongly in undiluted medium (Fig. 1b), and the 

particles with the original small size (28 nm) were much more toxic than their non-stabilized 

counterparts. At all concentrations ≥1 µg/L AgNPs induced rapid mortality of adults and only 16 

neonates were produced in medium with gelatin (Fig. 5). Dispersions of nanoparticles have various 

components: in addition to core particles there may be (inter alia) dissolved ions released from 

nanoparticle surfaces, capping agents, antifouling molecules and chemicals remaining from synthesis. 

Any of these components could contribute to the toxicity of dispersions, so all of them should be 

evaluated to assess sources of toxicity rigorously. In present study, gelatin at a concentration of 

0.005% exhibited chronic toxicity (Fig. 5) but not acute toxicity (Fig. S3) in standard tests. Thus, 

changing of the gelatin every three days apparently affected D. magna adversely in the chronic tests. 

The dependence of nanoparticles’ toxicity on capping agents has been previously noted 246. Indeed, 

the toxicity of nanomaterial solutions may apparently arise solely from free capping agent 298. The 

cited authors observed that free cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) used as a structure-

directing agent for gold nanorods was cytotoxic, but not the gold nanorod solution. Capping agents 

can also change particles’ surface charges, thereby reducing the electrostatic barrier between cells 

and particles 299. Therefore, the amount and type of stabilizing agent should be carefully considered 

when assessing results of toxicity tests. 

 

Conclusion  

The results of present study clearly show that toxicological effects of AgNPs depend on the 

concentrations of medium constituents and stabilizing agent(s). Presumably due to its relatively high 

ionic strength, undiluted medium promoted aggregation and re-crystallization of non-stabilized 

AgNPs and reduction of their toxicity. The toxicity of AgNPs was markedly higher in 2-fold diluted 

medium, but the dilution did not affect the test organisms’ viability in the absence of contaminants. 

Concentration of free Ag+ released from AgNPs was considerably low in all performed experiments 

proving that toxicity is not driven only by ionic silver but it is also particle-specific. Overall, the 

results highlight the necessity of rigorously defining conditions, and assessing effects of all 

potentially relevant factors, in toxicity tests. 
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Figures 

 

Fig. 1 UV/Vis absorption spectra of (a) non-stabilized silver nanoparticles (AgNPs, 10 mg/L) in 

undiluted M4 medium recorded during 24 h and (b) AgNPs stabilized with 0.005% of gelatin in 

undiluted M4 medium recorded during 72 h. 

 

 

Fig. 2 UV/Vis absorption spectra of (a) non-stabilized silver nanoparticles (AgNPs, 10 mg/L) in 2-

fold diluted M4 medium recorded during 24 h and (b) AgNPs stabilized with 0.0001% of gelatin in 

2-fold diluted M4 medium recorded during 72 h. 

 

 

 



 

 

 

Fig. 3 TEM images of large silver agglomerates formed by re-crystallization and aggregation 

recorded 24 h after mixing with undiluted (a, b) and diluted (c, d) culture media. 

 

 

Fig. 4 Numbers of (a) surviving adults and (b) offspring of Daphnia magna exposed to non-stabilized 

AgNPs in undiluted M4 medium during 21 days. 

 

 

 



 

 

 

Fig. 5 Numbers of (a) surviving adults and (b) offspring of Daphnia magna exposed to AgNPs 

stabilized with 0.005% of gelatin in undiluted M4 medium during 21 days. 

 

 

Fig. 6 Numbers of (a) surviving adults and (b) offspring of Daphnia magna exposed to non-stabilized 

AgNPs in 2-fold diluted M4 medium during 21 days. 

 

 

 

 

Fig. 7 Numbers of (a) surviving adults and (b) offspring of Daphnia magna exposed to stabilized 

AgNPs with 0.0001% gelatin in 2-fold diluted M4 medium during 21 days.  
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Úvod 

Nanočástice stříbra (AgNP) získaly v posledních desítkách let velkou pozornost mimo jiné díky 

jejich výrazné antimikrobiální aktivitě. V současnosti je předmětem výzkumu i synergický účinek 

nanočástic stříbra a antibiotik vzhledem k vývoji a rychlému rozšířování bakteriální rezistence k 

antibiotikům. Slibným řešením problematiky vzrůstající bakteriální odolnosti je obnovení účinku 

antibiotik pomocí kombinace s jinou antibakteriální látkou. Kombinace antibiotik s AgNP přináší 

několik výhod, mezi něž patří minimalizace požadované dávky antibiotika, potlačení vývoje bakteriální 

rezistence a zvýšení efektivity podávaného antibiotika. Část dizertační práce se proto zabývá studiem 

zvýšené aktivity antibiotik v kombinaci s AgNP. 

Předpokládané využití AgNP samostatně nebo v kombinaci s antibiotiky při léčbě infekcí vedlo 

k myšlence ověřit, zda si bakterie mohou k AgNP také vytvořit rezistenci stejně jako k antibiotikům. 

Další podstatné téma dizertační práce je tedy zaměřeno na vznik a popis mechanismu rezistence bakterií 

k AgNP po dlouhodobé a opakované expozici AgNP. Je také popsán způsob, jak tuto rezistenci 

překonat. 

Vzhledem k rozsáhlému využití AgNP lze předpokládat, že se částice budou uvolňovat do 

životního prostředí. Toxicita AgNP je proto intenzivně studována a mnoho těchto studií jednoznačně 

prokázalo vysokou toxicitu k vodním organismům. Součástí dizertační práce je studium chronické 

toxicity AgNP vůči Daphnia magna v závislosti na koncentraci živného média a užití povrchového 

stabilizátoru, což výrazně ovlivňuje stabilitu AgNP a tím ve výsledku jejich dlouhodobou toxicitu.  
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Teoretická část 

12. Nanočástice stříbra 

Nanoobjekty (objekty o rozměrech 1 až 100 nm) se vyznačují odlišným fyzikálně-chemickým 

chováním od makroobjektů. Důvodem těchto odlišností je vzrůstající podíl atomů na povrchu částice ku 

celkovému počtu atomů s klesajícím rozměrem částice. Důležité postavení mají nanočástice kovů, 

zejména nanočástice stříbra, které se dají se využít např. v heterogenní katalýze, povrchem zesílené 

Ramanově spektroskopii nebo v biologických aplikacích.1–3 

Intenzivní zbarvení zejména vodných disperzí nanočástic kovů je způsobeno povrchovou 

plazmonovou rezonancí (SPR). Povrchový plazmon je jev, který se vysvětluje jako koherentní oscilace 

vodivostních elektronů po interakci s dopadajícím elektromagnetickým zářením. Elektrony se pohybují 

ve fázi shodné s budící vlnou, a pokud je frekvence tohoto elektromagnetického pole v rezonanci 

s koherentním pohybem elektronů, dojde k silné absorpci záření. Pro nanočástice stříbra nastává 

rezonance ve viditelné části spektra a částice ve vodné disperzi se tak jeví barevné.4 S rostoucí velikostí 

částic dochází k posunu maxima plazmonové absorpce k vyšším vlnovým délkám.5 

Rozptylu světla na koloidních částicích lze využít ke stanovení jejich průměrné velikosti. 

Použijeme-li laser jako zdroj koherentního záření, dochází k interferenci rozptýleného záření, která toto 

záření zesiluje nebo zeslabuje. Neustálý Brownův pohyb koloidních částic způsobuje fluktuace intenzity 

rozptýleného záření v čase kolem průměrné hodnoty, jedná se o dynamický rozptyl světla. Z časového 

průběhu kolísání intenzity lze zjistit rychlost pohybu částic a následně jejich rozměr. Na tomto principu 

je založena metoda měření distribuce velikosti částic zvaná Dynamic Light Scattering – DLS.6 

Nanočástice stříbra jsou nejčastěji připravovány ve formě vodných disperzí. Velikost 

připravených částic, morfologii, nebo polydisperzitu lze měnit poměrem a koncentrací reakčních složek, 

pH, teplotou nebo iontovou silou roztoku a volbou redukčního činidla. Polymerní a povrchově aktivní 

látky pak ovlivňují stabilitu koloidní disperze. Částice lze poté charakterizovat pomocí transmisní 

elektronové mikroskopie (TEM), DLS a UV/Vis spektroskopií. Populárními metodami přípravy jsou 

chemické redukce za použití různých organických a anorganických redukčních činidel, elektrochemické 

postupy přípravy a radiolýza. Jednoduchý způsob přípravy představuje Tollensův postup, který spočívá 

v redukci amoniakálního komplexního kationtu [Ag(NH3)2]+ redukujícími sacharidy.7  

Lyofobní koloidy obecně nejsou agregátně stálé a koloidně dispergovaná látka se snadno 

vylučuje např. při změně pH nebo přídavkem elektrolytu ve formě aglomerátů nebo agregátů primárních 

částic. Otázku stability disperzí elektricky nabitých nanočástic kovů popisuje teorie DLVO (Derjagin, 



 

6 
 

Landau, Verwey, Overbeek).8 Základní myšlenkou této teorie je vzájemné soupeření přitažlivých 

a odpudivých sil mezi dvěma koloidními částicemi. Pokud převáží síly odpudivé, vyvolané především 

elektrostatickou repulzí, nedojde ke styku částic, avšak převáží-li přitažlivé síly, vyvolané disperzními 

přitažlivými interakcemi (van der Waalsovými interakcemi), dojde k jejich spojení. 

Povrch koloidních částic nese elektrický náboj, který má význam pro jejich stabilitu a chování v 

elektrickém poli. Nabitá částice přitahuje protiionty a na jejím povrchu tak vzniká elektrická dvojvrstva. 

Existuje několik modelů, které elektrickou dvojvrstvu popisují. Nejrozšířenějším modelem je Gouy-

Chapman-Sternův model, kterým se dají vysvětlit mnohé rysy chování nanočástic v roztoku elektrolytu.9 

Blíže u povrchu je adsorpčními silami vázána kompaktní Sternova vrstva, na kterou navazuje difúzní 

část tvořená ionty přitahovanými elektrostatickými silami, která se nepohybuje s částicí. Na rozhraní 

pohyblivé a nepohyblivé části, tzv. pohybovém rozhraní, se ustavuje elektrokinetický potenciál (zeta 

potenciál, ζ-potenciál). Čím vyšší je jeho hodnota, tím stabilnější jsou částice díky silnějšímu 

elektrostatickému odpuzování částic. Zvýšení povrchového náboje částic tedy znamená větší agregační 

stabilitu. Přídavkem indiferentního elektrolytu se zvýší koncentrace protiontů, stlačí se elektrická 

dvojvrstva, klesne elektrokinetický potenciál a spolu s ním i stabilita částic. Z hlediska agregační 

stability je také důležitá hodnota pH, protože povrchový náboj může být ovlivněn disociací funkčních 

skupin na povrchu a adsorpcí H3O+ a OH-.9 Zvýšení stability naopak může být dosaženo adsorpcí 

ionických povrchově aktivních látek (PAL), které zvyšují povrchový náboj a tím i elektrostatickou 

repulzi.7  

 

13. Antimikrobiální aktivita AgNP a synergie s antibiotiky 

Antimikrobiální vlastnosti nesou různé druhy kovových nanočástic, nanočástice stříbra se však 

jeví nejefektivnější, ať už vůči bakteriím, virům, plísním nebo jiným mikroorganismům.10–15  

Stříbrné ionty jsou velmi silným baktericidem. Dezinfekce pomocí kovového stříbra a jeho 

sloučenin je známá už staletí. V současné době však nachází stříbro uplatnění ve formě zdravotnických 

prostředků jako je sterilní krytí, endotracheální trubice, katetry či cévní náhrady pro eliminaci lokálních 

bakteriálních infekcí a tvorby bakteriálního biofilmu16–19. V druhé polovině 20. století se začala zkoumat 

i antimikrobiální aktivita koloidního stříbra. Od té doby bylo publikováno tisíce prací na téma 

antibakteriální aktivity AgNP, velké množství studií se pak věnuje antivirálním a antimykotickým 

účinkům AgNP. AgNP jsou toxické i pro multirezistentní bakterie jako S. typhus,20 MRSA,11 P. 

aeruginosa,21 a mnoho dalších. 

V současnosti se rozmáhá vývoj textilních materiálů s antibakteriální složkou.22 Tyto textilie pak 

mohou být využity pro výrobu funkčního oblečení, jako sterilní krytí při léčbě popálenin nebo různých 
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infekcí, na elektromagnetické stínění nebo jako membrány do filtrů na čištění vody.23,24 Výkumy také 

podporují myšlenku využití AgNP v medicíně např. k povrchové úpravě nástrojů nebo kontaktních 

čoček.3,25 

Má se za to, že za antibakteriální aktivitu jsou zodpovědné ionty stříbra uvolněné z povrchu 

nanočástic, avšak některé studie prokázaly, že antimikrobiální aktivita je spojena i s malým rozměrem 

částic.26,27 Zdá se, že AgNP působí na bakterie na několika úrovních. V přítomnosti AgNP dochází 

k rychlé tvorbě reaktivních forem kyslíku (ROS), které mají za následek oxidativní stres.28 Způsobují 

morfologické změny, rozpad buněčné stěny a membrány,29 interagují s thiolovými skupinami proteinů 

účastnících se metabolických procesů,30 způsobují kondenzaci DNA a ztrátu replikační schopnosti,31 

deaktivují enzymy respiračního řetězce32 atd.  

Antibakteriální aktivita AgNP závisí na jejich velikosti.11,33–36 Menší AgNP mají větší plochu 

povrchu vzhledem k objemu a do kontaktu s bakterií přijde velká část oblasti povrchu, proto s bakteriemi 

více interagují. Nejúčinější se zdají být AgNP o průměrných velikostech nižších než 10 nm.35 

Morfologie částic je také určujícím parametrem antibakteriální aktivity. Např. podle práce autorů Pal a 

kol. trojhranné zkosené nanočástice inhibují bakteriální růst při 50–100krát menších koncentracích než 

sférické nanočástice.37  

Jednou z možností, jak bojovat proti infekcím způsobeným bakteriemi rezistentními k 

antibiotikům je kombinovaná terapie, kdy je antibiotikum posíleno jinou antimikrobiální nebo 

neantimikrobiální látkou (jiná antibiotika, kardiovaskulární léčiva, inhibitory beta-laktamáz atd).38 

V kombinaci s AgNP jsou antibiotika jednoznačně efektivnější bez ohledu na mechanismus účinku a 

chemickou strukturu antibiotika.39–43 Díky kombinaci se zvyšuje účinnost podávaného antibiotika, 

snižuje se potřebná dávka antibiotika i AgNP a tím se snižuje jejich toxicita vůči buňkám hostitelského 

organismu. Obnovuje se také schopnost antibiotika zabít bakterie, které k němu byly rezistentní. 

Mechanismem synergie by mohlo být např. usnadnění prostupu antibiotika změnou permeability 

membrány nebo kooperace při její destrukci. V případě beta-laktamových antibiotik by mohly AgNP 

inhibovat beta-laktamázy produkované rezistentními bakteriemi, které hydrolyticky štěpí beta-

laktamový kruh antibiotik. Synergie může být spojena s tvorbou hydroxylových radikálů, změnou 

ochranných funkcí buňky a antibiofilmovou aktivitou.43 AgNP mohou zvyšovat lokální koncentraci 

navázaných molekul antibiotika v jednom bodě na povrchu buňky a mohou usnadňovat transport 

antibiotika k povrchu bakterie.39  

Na synergický účinek má vliv velikost AgNP. Habash a kol. testovali synergii pro 10nm, 20nm, 

40nm, 60nm a 100nm AgNP s aztreonamem u P. aeruginosa. Částice větší než 40 nm žádnou interakci 

po kombinaci s antibiotikem neprojevily.44 Synergický účinek také závisí na stabilizačním činidle. 

V práci Kora a kol. byl kombinovaný účinek významější u AgNP stabilizovaných 
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polyvinylpyrrolidonem (PVP) než u AgNP stabilizovaných dodecyl sulfátem sodným (SDS) nebo 

citrátem.45  

 

14. Rezistence k AgNP 

Mikroorganismy rezistentní k těžkým kovům se běžně ve vodách v přírodě vyskytují.46 

Významnými zdroji stříbra, kterým jsou bakterie vystaveny, jsou např. vody z čističek odpadních vod 

nemocnic nebo továren. Rozsáhlé využívání AgNP ve spotřebitelské sféře také vede ke zvyšování 

množství stříbra v životním prostředí.47. Determinanty rezistence ke stříbru jsou velmi rozšířené a díky 

jejich lokalizaci na mobilních genetických elementech se usnadňuje horizontální přenos uvnitř 

ekosystému, což může dále vést k rozšíření nových fenotypů mezi bakteriální populace.48  

Obecně bakterie využívají mnoho způsobů, jak se zbavit těžkých kovů, ať už pasivních nebo 

aktivních. Např. využívají extracelulární polymerní látky (EPS), které kovy komplexují.49 Vnější 

membrána produkuje enzymy, které oxidují kovy, a vnější membránové vezikuly, které kovy 

vylučují.50,51 Modifikací transportních systémů v cytoplazmatické membráně mohou bakterie předcházet 

průniku částic kovů do buňky.52 Existují také nepřímé mechanismy, které napravují škody způsobené 

kovy  – např. eliminace ROS, reparace DNA nebo hydrolýza abnormálně složených proteinů.53–55 

Bakterie rezistentní ke stříbru byla poprvé izolována v roce 1960 z popáleniny, která byla 

ošetřována dusičnanem stříbrným.56 Mechanismus rezistence ke stříbru byl poprvé popsán u Gram-

negativní bakterie Salmonella enterica sérovar Typhymurim u pacienta s popáleninami v roce 1975. 

Domělým modelem této rezistence kódované na plazmidu pMG101 je transport přes ATPázu SilP, 

efluxní systém SilCFBA a periplazmatický chaperon pro přenos stříbra SilE.57 Asiani a kol. popisují, že 

SilE mění svoji konformaci v přítomnosti stříbra, funguje jako molekulární houba a jako první obrana 

proti stříbru, které začíná pronikat do periplazmy.58 Od té doby byly bakterie rezistentní na stříbro 

izolovány z klinického prostředí opakovaně.59–61  

Bakteriální rezistence byla dosud zkoumána především u iontového stříbra. Mechanismem 

takovéto rezistence může být elminiace iontů stříbra na méně toxické nižší oxidační stavy, nicméně více 

se uplatňuje aktivní eflux iontů stříbra z buňky.60,62–64 Společně s aktivním efluxem hraje výraznou roli 

v rezistenci k iontům stříbra snížená permeabilita membrány.65 Co se týká stříbra v nanočásticové formě, 

Gunawan a kol. studovali odezvu Bacillus sp. na dlouhodobou a opakovanou expozici nanočástic oxidu 

stříbra v matrici TiO2. Pozorovali vznik rezistence u bakterie Bacillus subtilis, která po dlouhodobé 

expozici stříbru začala dominovat v populaci mikrobiot. Ukázali, že B. subtilis má přirozenou schopnost 

adaptovat se na oxidativní stres způsobený iontovým stříbrem uvolněným z kompozitu.66 Khan a kol. 
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objevili, že Bacillus pumilus izolovaný z odpadních vod měl stejnou růstovou křivku v přítomnosti i 

nepřítomnosti AgNP. Ukázalo se, že mechanismus tolerance této bakterie k AgNP je nadměrná produkce 

exopolysacharidů, které obalí nanočástici a znemožní tak její interakci s buněčnou stěnou bakterie.67 

V další studii, u bakterie Escherichia coli byla rezistence vyvolána opakovanou expozicí AgNP. Po 225 

opakováních projevila exponovaná populace větší viabilitu než kontrolní skupina v přítomnosti různých 

koncentrací AgNO3 a 10nm AgNP modifikovaných citrátem68 

 

15. Toxicita Ag 

Hlavními faktory, které způsobují cytotoxicitu AgNP, jsou vznik ROS a uvolňování iontů stříbra, 

které právě vznik ROS katalyzují v přítomnosti různých forem kyslíku. AgNP a uvolněné stříbrné ionty 

interagují především s thiolovými skupinami molekul v cytoplazmě, buněčné membráně a membráně 

mitochondrií a dostávají se do jádra, kde poškozují DNA. Na reakci exponovaných buněk má vliv 

mnoho faktorů jako, tvar, povrchová úprava AgNP nebo typ buněk.69–72 Významným faktorem je 

velikost AgNP. Malé AgNP mají větší plochu povrchu, jsou aktivnější, snáze se rozpouští a katalyzují 

vznik ROS. Navíc lépe pronikají do buňky a skrze biologické bariéry.  

AgNP samy o sobě v koncentraci nižší než 30 mg/l nejsou cytotoxické pro lidské buňky12,73 a 

mohou tedy být potenciálně používány pro terapeutické účely, např. při lokálním ošetření ran, kde jsou 

jednoznačně vhodnější než iontové stříbro, a to do koncentrace 25 mg/l, jak jsme publikovali.g Ukázalo 

se totiž, že iontové stříbro výrazněji ovlivňuje životaschopnost buněk než AgNP a zvyšuje hladinu 

zánětlivých markerů. 

Pro vodní organismy jsou AgNP toxické na různých trofických úrovních – řasy, sinice, vodní 

rostliny, mušle, korýši, ryby apod. Většina studií vede k závěru, že toxicita je způsobená uvolněnými 

ionty stříbra s povrchu AgNP, zatímco jiní autoři se přiklání k teorii, že toxicita je spojena s charakterem 

částic nebo kombinací obojího.74–76 Je známo, že AgNP způsobují oxidativní stres a mění aktivitu 

antioxidačních enzymů ve vodních rostlinách i zvířatech.76–79  

Mnoho akutních ale i chronických toxicitních studií provedených s korýši Daphnia spp. 

prokázalo toxický vliv v různých koncentracích AgNP (µg/l–mg/l) v závislosti na metodě přípravy 

částic, jejich velikosti, povrchové modifikaci, náboji apod.80 Více než 70 % AgNP vstupuje do 

organismu korýše příjmem řas jako potravy.80,81 Následně se stříbro akumuluje v těle kolem žaber a 

střev.82 U exponovaných novorozenců byla zaznamenána menší velikost těla, změny stravování, menší 

                                                           
g Výsledky publikovány v: Galandáková, A., Franková, J., Ambrožová, N., Habartová, K., Pivodová, V., Zálešák, B., 
Šafářová, K., Smékalová, M. a Ulrichová, J. Effects of silver nanoparticles on human dermal fibroblasts and epidermal 
keratinocytes. Human and Experimental Toxicology 35(9), 946–957 (2016). 
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zásoby hnědé tukové tkáně a léze.83 Také je ovlivněna schopnost pohybu ve vodě a dochází k poškození 

DNA.84–86 

Ve vodním prostředí je stabilita AgNP ovlivněna působením různých faktorů, mění se tím jejich 

fyzikálně-chemické vlastnosti, a tedy i toxicita. Agregace a rozpouštění závisí na pH, iontové síle a 

přítomnosti oxidačních činidel a jiných sloučenin. Důležitost složení média byla zdůrazněna v mnoha 

současných studiích.87–90 V současnosti bylo publikováno několik málo studií, které se zabývaly vlivem 

dlouhodobého působení zředěných médií na stabilitu AgNP s různými stabilizačními činidly.91,92 

Ukázalo se, že použité médium musí být zředěno desetkrát, aby se předešlo agregaci částic, zatímco 

životaschopnost organismů při těchto podmínkách nebyla ovlivněna. Römer et al. objevili, že akutní 

toxicita AgNP stabilizovaných citrátem vůči D. magna vzrůstá s ředěním média.93 Chronická toxicita 

AgNP vůči dafniím ve zředěném médiu však nebyla toho času publikována. 

Dosud provedené studie na lidech neodhalily významné nebezpečí plynoucí z dlouhodobé 

expozice stříbru. Munger a kol. provedli studii na lidech, kteří byli exponováni orálně AgNP o 

koncentraci 10 ppm po dobu 3, 7 a 14 dní a AgNP o koncentraci 32 ppm po dobu 14 dní. Nebyly zjištěny 

žádné významné metabolické, hematologické, urinální nálezy, žádné morfologické změny srdce, plic 

nebo abdominálních orgánů.94 Sledování pracovníků v továrně, kteří pracují s AgNP a jsou vystaveni 

nízkým dávkám stříbrného prachu a rozpuštěného stříbra v mezních hraničních hodnotách, neukázalo 

žádný negativní dopad na jejich zdraví.95 Při testování dermální toxicity výrobku Acticoat obsahem 

AgNP určeného ke sterilnímu krytí rán s  nebyly u 30 pacientů prokázány žádné biochemické nebo 

hematologické indikátory toxicity.96 

Nízká toxicita u lidí může být zapříčiněna tím, že tělní tekutiny obsahují velké množství 

chloridových a sulfidových iontů, které se stříbrnými ionty tvoří nerozpustné soli.97 
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Experimentální část 

16. Synergický účinek AgNP a antibiotik vůči zvířecím 

bakteriímh 

Sférické AgNP o průměrné velikosti částic 28 nm (AgNP-28nm) byly syntetizovány pomocí 

známé modifikované Tollensovy metody,11 jejíž principem je redukce diaminstříbrného komplexu 

sacharidy. Syntéza probíhala následujícím způsobem. Smícháním roztoku AgNO3 s NH3 vznikl komplex 

[Ag(NH3)2]+. Poté bylo pH upraveno roztokem NaOH a jako redukční činidlo byla použita D-maltóza. 

Konečné koncentrace reagencií byly: AgNO3 1·10-3 mol/l, NH3 5·10-3 mol/l, NaOH 9,6·10-3 mol/l a D-

maltóza 1·10-2 mol/l. Takto připravená disperze AgNP měla koncentraci stříbra 108 mg/l.  

Pro stabilizaci AgNP byla do připravené disperze přidána želatina o výsledné koncentraci 0,5 % 

pro testy probíhající v živném médiu Müller-Hinton (M.-H.) a 0,1 % pro testy probíhající v médiu BHI 

(brain-heart infusion broth, bujón z mozkosrdcové infuze). 

AgNP o průměrné velikosti 8 nm (AgNP-8nm) se připravovaly obdobně. Jako redukční činidlo 

byl použit tetrahydridoboritan sodný. Konečné koncentrace reagencií byly: AgNO3 1·10-2 mol/l, NH3 

5·10-2 mol/l, Na[BH₄] 2·10-2 mol/l. Pro stabilizaci takto připravených AgNP se před redukcí přidala do 

reakčního systému PAA o výsledné koncentraci 0,18 %. Výsledná koncentrace stříbra v disperzi AgNP 

byla 1080 mg/l. 

Průměrná velikost AgNP určená pomocí metody DLS byla následně ověřena TEM (obr. 1a a 2a). 

V UV/Vis spektrech připravených AgNP byly zaznamenány absorpční pásy s maximy při 409 nm 

(AgNP-28nm) a 392 nm (AgNP-8nm), což je charakteristické pro částice nanometrových rozměrů (obr. 

1b a 2b). 

Po smíchání nestabilizovaných AgNP-28nm s kultivačními médiy došlo k částečné agregaci, jak 

bylo zřejmé i z UV/Vis spekter, kde se objevily sekundární píky v oblasti vyšších vlnových délek (obr. 

1b). Sekundární absorpční píky v oblasti 550 nm až 650 nm se objevují, když částice podléhají 

agregaci.13 V případě AgNP-28nm v médiu BHI bylo potřeba použít větší množství želatiny než pro 

médium M.-H., jelikož BHI obsahuje vyšší koncentraci elektrolytů a proteinů. AgNP-8nm, které se 

připravovaly za přítomnosti PAA byly v médiích stabilní.  

 

                                                           
h Výsledky publikovány v: Smékalová, M., Aragon, V., Panáček, A., Prucek, R., Zbořil, R. a Kvítek, L. Enhanced 
antibacterial effect of antibiotics in combination with silver nanoparticles against animal pathogens. The Veterinary Journal 
209, 174–179 (2016). 
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Obrázek 1. Snímek z TEM (a) a UV/Vis absorpční spektra AgNP-28 nm připravených redukcí 
[Ag(NH3)2]+ D-maltózou (plná čára) a absorpční spektra AgNP po smíchání s médiem MH (čerchovaná 
čára) a médiem BHI (čárkovaná čára) (b). Vložený histogram vyhodnocený z korespondujícího snímku 
TEM zobrazuje distribuci velikosti AgNP. 
 

 

 
 

Obrázek 2. Snímek z TEM (a) a UV/Vis absorpční spektrum (b) AgNP-8nm připravených redukcí 
AgNO3 borohydridem. Vložený histogram vyhodnocený z korespondujícího snímku TEM zobrazuje 
distribuci velikosti AgNP. 

 

 

Bakteriální kmeny izolované ze zvířecích tkání byly získány ze sbírky centra CReSA 

(Španělsko). Bakteriální kmeny S. enterica, S. aureus, E. coli a S. uberis GP1037 byly kultivovány 

v kultivačním médiu M.-H. a kmeny A. pleuropneumoniae (suplementováno 1% IsoVitaleXem) a 

P. multocida v médiu BHI.  

Minimální inhibiční koncentrace antibiotik, AgNP a jejich kombinací byly určeny pomocí 

mikrodiluční „šachovnicové“ metody za použití mikrotitrační destičky s 96 jamkami. Antibiotika byla 

postupně ředěna médiem dvakrát ve vodorovném směru a ve vertikálním směru byly přidány AgNP 
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taktéž sériově ředěné médiem dvakrát. Bakteriální citlivost byla hodnocena podle dokumentu VET01-

A3 Institutu pro klinické a laboratorní standardy (CLSI).98 

Z určených minimálních inhibičních koncentrací (MIC) byl následně vypočítán frakční inhibiční 

koncentrační index (FIC) podle vzorce (1), kdy byl kombinovaný antibakteriální účinek hodnocen podle 

následujících kritérií: synergie (FIC ≤ 0,5), aditivita (0,5 < FIC ≤ 1), indiference (1 < FIC ≤ 2) a 

antagonismus (FIC > 2). 

 

FIC =
     

 
+

     

 
 ,         (1) 

 
kde A a B jsou antibakteriální látky.  

 

Dosažené výsledky antibakteriální aktivity samotných AgNP jsou prezentovány v tabulce 1. 

Antibakteriální účinek se projevil především u Gram-negativních bakterií. Růst Gram-pozitivních 

bakterií byl inhibován méně, avšak přesné určení hodnoty MIC AgNP-28nm bylo omezeno danou 

koncentrací disperze při přípravě (108 µg/ml) a testovaná koncentrace mohla být maximálně poloviční. 

Disperze AgNP byla nejprve naředěna na 100 µg/ml a poté se médiem na destičce naředila na polovinu, 

tedy 50 µg/ml. Menší AgNP (8 nm) měly silnější antibakteriální účinky (tab. 1). Mohou totiž snadněji 

pronikat póry v buněčné membráně, uvolnit větší množství iontů stříbra a generovat více ROS.99 Větší 

plocha povrchu ku objemu činí navíc AgNP více reaktivní.100 Růst Gram-pozitivních bakterií byl 

inhibován méně než Gram-negativních. Tento fakt může být připsán tenčí peptidoglykanové vrstvě 

Gram-negativních bakterií ve srovnání s pevnou peptidoglykanovou buněčnou stěnou Gram-pozitivních 

bakterií.  

 
Tabulka 1. MIC [μg/ml] nanočástic stříbra o průměrných velikostech 28 nm a 8 nm.  

 
Bakterie AgNP-28nm AgNP-8nm 
S. enterica (G-)a 25 12,5 
S. aureus (G+) > 50 25 
E. coli (G-) 25 6,3 
A. pleuropneumoniae (G-) 50 25 
S. uberis (G+) > 50 100 
P. multocida (G-) 6,3 6,3 

a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní 
 

Výsledky společného antibakteriálního efektu testovaných antibiotik a AgNP jsou uvedeny 

v tabulkách 2 až 5. V případě ampicilinu se MIC samotného antibiotika proti testovaným bakteriím 

pohybovaly v rozmezí 0,25 až > 32 µg/ml (tab. 2). MIC amoxicilinu vůči E. coli a A. pleuropneumoniae 
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byla > 32 µg/ml, přičemž breakpoint (hraniční koncentrace antibiotika, která definuje mikroorganismus 

jako citlivý nebo rezistentní dle jeho MIC) je ≥ 32 µg/ml a tyto kmeny byly tedy k amoxicilinu 

rezistentní. Pouze v případě amoxicilinu kombinovaného s AgNP-28nm byla antibakteriální aktivita 

synergní s FIC indexem 0,4. Synergie bylo dosaženo kombinací 12,5 µg/ml AgNP s 8 µg/ml amoxicilinu 

proti rezistentní A. pleuropneumoniae. Při této kombinaci došlo k poklesu MIC antibiotika pod 

breakpoint a tedy k obnovení bakteriální citlivosti. V ostatních případech byl pozorován pouze aditivní 

nebo indiferentní účinek. 

 

Tabulka 2. MIC [μg/mL] amoxicilinu (Amx) a výsledky kombinace amoxicilinu s AgNP 
 

Bakterie MIC Amx 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci  

FIC účinek AgNP-28nm Amx AgNP-8nm Amx 

S. enterica (G-)a 1 25 1 2,0 I 12,5 1 2,0 I 

S. aureus (G+) 2 25 1 0,8 A 12,5 0,5 0,8 A 

E. coli (R)c > 32 25 > 32 2,0 I 6,3 > 32 2,0 I 

Appd (R, G-) > 32 12,5 8 0,4 S 12,5 8 0,6 A 

P. multocida (G-) 0,25 6,3 0,25 2,0 I 6,3 0,25 2,0 I 

S. uberis (G+) 0,25 > 50 0,25 2,0 I 50 0,125 1,0 A 
a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní k amoxicilinu 
d – App, A. pleuropneumoniae 

 
V případě testování antibakteriálního účinku Penicilinu G v kombinaci s AgNP byly dosaženy 

podobné výsledky jako v případě amoxicilinu (tab. 3). MIC samotného penicilinu se pohybovaly 

v rozmezí 0,03 až > 32 µg/ml. S. aureus (MIC 1 μg/ml, breakpoint ≥ 0,25 μg/ml), E. coli (MIC > 32 

μg/ml, breakpoint ≥ 4 μg/ml) a A. pleuropneumoniae (MIC > 32 μg/ml, breakpoint ≥ 4 μg/ml) byly 

k penicilinu rezistentní. Nejlepší výsledky byly dosaženy při kombinaci 6,3 µg/ml AgNP-8nm se 2 

µg/ml penicilinu proti A. pleuropneumoniae, kdy se FIC index rovnal 0,3. Tento synergní účinek byl 

nejsilnější ze všech provedených experimentů. V ostatních případech byl pozorován pouze aditivní nebo 

indiferentní účinek. 
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Tabulka 3. MIC [μg/mL] penicilinu G (Pen) a výsledky kombinace penicilinu s AgNP 
 

Bakterie 
MIC 
Pen 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Pen AgNP-8nm Pen 

S. enterica (G-)a 2 25 1 1,5 I 12,5 1 1,5 I 

S. aureus (R, G+) 1 12,5 0,5 0,6 A 12,5 0,125 0,6 A 

E. coli (R)c > 32 25 > 32 2,0 I 6,3 > 32 2,0 I 

Appd (R, G-) > 32 25 8 0,6 A 6,3 2 0,3 S 

P. multocida (G-) 0,03 6,3 0,03 2,0 I 6,3 0,03 2,0 I 
a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní k penicilinu 
d – App, A. pleuropneumoniae 

 
 
Nejefektivnějším antibiotikem v kombinaci s AgNP byl gentamicin (tab. 4). Kombinace 

gentamicinu s AgNP-28nm vedla k aditivnímu účinku u bakterií S. enterica a P. multocida a synergnímu 

účinku u bakterií S. aureus, E. coli a A. pleuropneumoniae. S AgNP-8nm byl efekt aditivní u E. coli a 

P. multocida a synergní u S. aureus. Kombinace 3,1 µg/ml AgNP-28nm i AgNP-8nm se 2 µg/ml 

gentamicinu vedla k obnovení citlivosti rezistentní P. multocida k danému antibiotiku (MIC 8 μg/ml, 

breakpoint ≥ 8 μg/ml). Také rezistentní A. pleuropneumoniae (MIC 8 μg/ml, breakpoint ≥ 8 μg/ml) byla 

opět citlivá ke gentamicinu kombinovaném s AgNP. Kombinací gentamicinu s AgNP-28nm umožnilo 

snížit koncentraci antibiotika na 0,25 µg/ml.  

 

Tabulka 4. MIC [μg/mL] gentamicinu (Gen) a výsledky kombinace gentamicinu s AgNP 
 

Bakterie 
MIC 
Gen 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Gen AgNP-8nm Gen 

S. enterica (G-)a 1 12,5 0,25 0,8 A 12,5 0,25 1,3 I 

S. aureus (G+) 2 25 0,25 0,4 S 6,3 0,5 0,5 S 

E. coli (R)c > 32 6,3 8 0,4 S 3,1 16 0,8 A 

Appd (R, G-) 8 25 0,25 0,5 S 25 8 2,0 I 

P. multocida (R, G-) 8 3,1 2 0,8 A 3,1 2 0,8 A 
a – G+, Gram-pozitivní bakterie; G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní ke gentamicinu 
d – App, A. pleuropneumoniae 
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Zde byly ze čtyř kmenů bakterií, které byly zvoleny k testování, všechny kmeny ke kolistinu 

rezistentní. MIC samotného kolistinu se pohybovaly mezi 4 až 8 µg/ml (tab. 5) a tedy všechny testované 

bakterie byly k tomuto antibiotiku rezistentní (breakpoint ≥ 2 μg/ml). V kombinaci kolistinu s AgNP-

28nm byl společný účinek pouze aditivní a to u všech bakteriálních kmenů. Aditivní účinek byl také 

pozorován pro kombinaci kolistinu s AgNP-8nm proti S. enterica a P. multocida. Při kombinaci 3,1 

µg/ml AgNP-28nm nebo AgNP-8nm s kolistinem se rezistentní P. multocida stala ke kolistinu citlivou, 

protože MIC kolistinu klesla na 1 µg/ml. Kombinace 2 µg/ml kolistinu s 1,6 µg/ml AgNP-8nm měla 

synergní antibakteriální účinek proti E. coli.  

 

Tabulka 5. MIC [μg/mL] kolistinu (Col) a výsledky kombinace kolistinu s AgNP 
 

Bakterie 
MIC 
Col 

MIC v kombinaci 

FIC účinekb 

MIC v kombinaci 

FIC účinek AgNP-28nm Col AgNP-8nm Col 

S. enterica (R, G-)a, c 4 12,5 2 1,0 A 6,3 2 1,0 A 

E. coli (R, G-) 8 12,5 2 0,8 A 1,6 2 0,5 S 

Appb (R, G-) 8 25 2 0,8 A 25 8 2,0 I 

P. multocida (R, G-) 8 3,1 1 0,6 A 3,1 1 0,6 A 
a – G-, Gram-negativní bakterie 
b – S, synergie; A, aditivita; I, indiference 
c – R, rezistentní ke kolistinu 

 

 

17. Synergie AgNP a antibiotik vůči bakteriím citlivým 

k antibiotikůmi 

AgNP byly opět syntetizovány podle výše popsané modifikované Tollensovy metody. AgNP 

dosahovaly průměrné velikosti 26 nm. Hodnota zeta potenciálu byla -28 mV, což znamená vysokou 

agregační stabilitu připravených AgNP.  AgNP však musely být před testováním synergie 

stabilizovány želatinou (0,05%), neboť po smíchání s kultivačním médiem v poměru 1 : 1 došlo k 

částečné agregaci částic stříbra. 

                                                           
i Výsledky publikovány v: Panáček, A., Smékalová, M., Kilianová, M., Prucek, R., Bogdanová, K., Večeřová, R., Kolář, M., 
Havrdová, M., Płaza, G. A., Chojniak, J., Zbořil, R. a Kvítek, L. Strong and Nonspecific Synergistic Antibacterial Efficiency 
of Antibiotics Combined with Silver Nanoparticles at Very Low Concentrations Showing No Cytotoxic Effect. Molecules 
21(1), 26 (2016). 
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Pro stanovení MIC AgNP, antibiotik a jejich kombinace byla využita šachovnicová diluční 

metoda. Antibiotika byla ředěna geometrickou řadou a kombinována s AgNP o koncentraci nižší než 

jejich MIC. 100 µl média M.-H. o definované koncentraci antibiotik a AgNP bylo inokulováno 

bakteriemi o koncentraci 105–106 CFU/ml (CFU – colony-forming units) a inkubováno 24 hodin ve 

37 °C. 

Z hodnot MIC antibiotik a antibiotik v kombinaci AgNP je patrné, že synergický účinek byl 

pozorován u všech použitých antibiotik a u všech bakteriálních kmenů (tab. 6–8). V případě E. coli (tab. 

6)se projevil výrazný synergický účinek v koncentracích AgNP 2,5 mg/l a 5 mg/l (MIC AgNP = 7,5 

mg/l). Při kombinaci antibiotik s AgNP o těchto koncentracích se MIC antibiotik snížily o dva až tři 

řády oproti antibiotikům aplikovaným bez AgNP. Při nižších koncentracích AgNP byl synergický efekt 

pozorován u GEN, COL a OFL s MIC více jak dvakrát nižšími, než byly MIC antibiotik samotných. E. 

coli byla vůči samotnému AMP rezistentní, antibiotikum nevykazovalo žádnou antibakteriální aktivitu 

ani v nejvyšší použité koncentraci 32 mg/l (breakpoint = 8 mg/l). V kombinaci s AgNP proti E. coli se 

aktivita AMP znovu obnovila a E. coli byla vůči AMP znovu senzitivní. Při koncentraci AgNP 2,5 mg/l 

se snížila MIC AMP na 0,03 mg/l.  

V případě P. aeruginosa (tab. 7) byly MIC antibiotik v kombinaci s AgNP (2,5 mg/l a 5 mg/l) 

také o dva až tři řády nižší než při aplikaci antibiotika samotného. V případě nižších koncentrací AgNP 

byla pozorována synergie s MER, GEN a COL (MIC více než dvakrát nižší). 

 

Tabulka 6. MIC antibiotik (mg/l) v kombinaci s AgNP v koncentracích nižších než MIC (7,5 mg/l) 
pro E. coli CCM 4225. 
 

  AMPa AMS CZL CRX CXT GEN COT COL OXO OFL TET AZT 

ATB + 0 
mg/l AgNP - 8 2 1 1 0,5 4 0,5 0,5 0,03 4 0,03 

ATB + 0,6 
mg/l AgNP - 8 2 1 1 0,03 2 0,125 0,5 0,015 4 0,03 

ATB + 1,25 
mg/l AgNP - 8 2 1 1 0,06 2 0,125 0,5 0,015 2 0,03 

ATB + 2,5 
mg/l AgNP 0,03 0,03 0,0019 0,00097 0,00097 0,00048 2 0,00097 0,5 0,00024 1 0,0078 

ATB + 5 
mg/l AgNP 0,00097 0,00097 0,00097 0,00097 0,00097 0,00048 0,0019 0,00048 0,00097 0,00024 0,00048 0,0019 
a – Ampicilin (AMP), Ampicilin/sulbaktam (AMS), Cefazolin (CZL), Cefuroxim (CRX), Cefoxitin (CXT), Gentamicin (GEN), 

Kotrimoxazol (COT), Kolistin (COL), Oxolinová kyselina (OXO), Ofloxacin (OFL), Tetracyklin (TET), Aztreonam (AZT) 
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Tabulka 7. MIC antibiotik (mg/l) v kombinaci s AgNP v koncentracích nižších než MIC (7,5 mg/l) 
pro P. aeruginosa CCM 3955. 
 

  PIPa PPT AZT MER CTZ CPR CPM GEN AMI COL OFL CIP 

ATB + 0 
mg/l AgNP 4 4 4 1 1 4 2 0,25 1 0,5 1 0,125 

ATB + 0,6 
mg/l AgNP 4 4 4 1 1 4 1 0,03 0,25 0,125 1 0,03 

ATB + 1,25 
mg/l AgNP 2 4 4 0,5 1 4 1 0,015 0,25 0,06 1 0,03 

ATB + 2,5 
mg/l AgNP 0,015 0,0039 0,00097 0,0019 0,00024 0,00048 0,00024 0,00048 0,00048 0,00048 0,00024 0,00024 

ATB + 5 
mg/l AgNP 0,0078 0,0039 0,00097 0,0019 0,00024 0,00048 0,00024 0,00048 0,00048 0,00048 0,00024 0,00024 
a – Piperacilin (PIP), Piperacilin/tazobaktam (PPT), Aztreonam (AZT), Meropenem (MER), Ceftazidim (CTZ), Cefoperazon (CPR), 
Cefepim (CPM), Gentamicin (GEN), Amikacin (AMI), Kolistin (COL), Ofloxacin (OFL), Ciprofloxacin (CIP) 

 

Bakterie S. aureus (tab. 8) byla citlivější k AgNP více než další testované bakterie s MIC rovné 

5 mg/l, což se také promítlo do silnějšího synergického efektu. Nejvyšší použitá koncentrace 2,5 mg/l 

vedla k nejvyššímu poklesu MIC antibiotik, o dva až tři řády. Při koncentraci 1,25 mg/l AgNP byl také 

pozorován synergický efekt téměř pro všechna antibiotika s poklesem MIC antibiotik o jeden řád. Také 

u nejnižší koncentrace 0,6 mg/l AgNP byl u S. aureus pozorován téměř ve všech případech (PEN, AMS, 

TET, COT, ERY, CLI, CIP, TEI a VAN) synergický účinek s více jak dvojnásobným poklesem MIC. 

Naopak u E. coli a P. aeruginosa bylo snížení MIC antibiotik výjimečné.  

 

 

Tabulka 8. MIC antibiotik (mg/l) v kombinaci s AgNP v koncentracích nižších než MIC (5 mg/l) pro 
S. aureus CCM 4223. 
 

  PENa OXA AMS CMP TET COT ERY CLI CIP GEN TEI VAN 

ATB + 0 
mg/l AgNP 0,125 0,25 0,5 4 0,25 1 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25 1 

ATB + 0,6 
mg/l AgNP 0,015 0,25 0,125 4 0,015 0,03 0,06 0,015 0,03 0,25 0,03 0,03 

ATB + 1,25 
mg/l AgNP 0,015 0,03 0,06 2 0,015 0,0078 0,06 0,015 0,015 0,06 0,015 0,00097 

ATB + 2,5 
mg/l AgNP 0,00006 0,00048 0,00048 0,00048 0,00012 0,0019 0,00012 0,00012 0,00012 0,00048 0,00097 0,00048 
a – Penicilin (PEN), Oxacilin (OXA), Ampicilin/sulbaktam (AMS), Chloramfenikol (CMP), Tetracyklin (TET), Kotrimoxazol (COT), 
Erytromycin (ERY), Klindamycin (CLI), Ciprofloxacin (CIP), Gentamicin (GEN), Teikoplanin (TEI), Vankomycin (VAN) 

 

Společně s antibakteriální aktivitou byla rovněž posuzována cytotoxicita samotných AgNP a 

některých vybraných antibiotik a také jejich kombinace v koncentracích, které vykazovaly antibakteriání 

účinnost. Také byl hodnocen index toxicity LD50 (letální dávka pro 50 % organismů) vybraných 

antibiotik, AgNP a jejich kombinace. Metodika testování cytotoxicity byla mírně pozměněna, aby se 
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zamezilo potenciálnímu aditivnímu vlivu antibiotik, která jsou při kultivaci buněk standardně přítomna. 

Každá koncentrace byla testována v tripletu a celý experiment byl opakován dvakrát. 

Hodnoty parametru LD50 antibiotik se pohybovaly od 120 mg/l do 250 mg/l v závislosti na 

použitém antibiotiku (tab. 9). Po kombinaci s AgNP index LD50 klesl na hodnoty 90 mg/l až 180 mg/l 

(7,5 mg/l AgNP) a 80 mg/l až 150 mg/l (15 mg/l AgNP). V případě hodnocení cytotoxicity 

v koncentracích antibiotik rovných MIC inhibovala antibiotika samotná životaschopnost buněk pouze 

slabě na 80 % až 90 % oproti kontrole (obr. 3). V případě AMS odpovídala životaschopnost buněk 78 % 

a v případě MER 77 %, což se dá také považovat za slabý pokles. AgNP samotné v koncentraci 

odpovídající jejich MIC také slabě ovlivnily životaschopnost buněk, která oproti kontrole klesla na 

82 %. Hodnota LD50 AgNP byla stanovena na 30 mg/l. Po kombinaci antibiotik s AgNP klesla jejich 

životaschopnost na hodnoty v rozsahu 71 % až 80 % ve srovnání s kontrolou.  

 
 
Tabulka 9. Index toxicity LD50 [mg/l] antibiotik bez AgNP a v kombinaci s AgNP o koncentraci 7,5 
mg/l a 15 mg/l. 
 

  AMS CZL MER CMP GEN VAN TET CIP COT COL 
Atb + 0 mg/l AgNP 160 200 250 200 250 200 200 120 120 120 

Atb + 7,5 mg/l AgNP 100 130 180 150 180 150 180 100 100 100 
Atb + 15 mg/l AgNP 80 90 130 100 150 100 150 90 90 80 

 
 
 

 
 
Obrázek 3. Životaschopnost buněk po aplikaci antibiotik, AgNP a jejich kombinace v koncentracích 
rovných MIC. 
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Největší cytotoxický vliv byl zaznamenán u antibiotik AMS, CZL, MER a CMP v kombinaci 

s AgNP, životaschopnost buněk klesla na 71 %, 73 %, 72 % a 73 %. Kombinace antibiotik a AgNP 

v koncentracích rovných MIC, které inhibovaly savčí buňky nejvíce, byly dále použity v testech 

cytotoxicity, tentokrát v koncentracích pod jejich MIC. Za použití antibiotik a AgNP v takto nízkých 

koncentracích samostatně, nebyla pozorována žádná inhibice životaschopnosti buněk oproti kontrole. 

Byla-li antibiotika kombinována s AgNP, poklesla životaschopnost buněk na 90 % až 95 % ve srovnání 

s kontrolou (obr. 4) 

 
 

 
 

 
Obrázek 4. Životaschopnost buněk po aplikaci antibiotik, AgNP a jejich kombinace v koncentracích 
nižších než MIC. 
 
 

18. Synergie AgNP a antibiotik vůči multirezistentním 

enterobakteriímj 

Podobně jako v předchozím případě i v této studii byly použity AgNP o velikosti 28 nm 

připravené pomocí modifikované Tollensovy metody a stabilizovány 0,05% želatinou.  

Pro stanovení MIC AgNP, antibiotik a jejich kombinace byla využita šachovnicová diluční 

metoda. Antibiotika a AgNP byly odděleně ředěny médiem M.-H. geometrickou řadou. Při určování 

                                                           
j Výsledky publikovány v: Panáček, A., Smékalová, M., Večeřová, R., Bogdanová, K., Röderová, M., Kolář, M., 
Kilianová, M., Hradilová, Š., Froning, J. P., Havrdová, M., Prucek, R., Zbořil R. a Kvítek, L. Silver nanoparticles strongly 
enhance and restore bactericidal activity of inactive antibiotics against multiresistant Enterobacteriaceae. Colloids and 
Surfaces B: Biointerfaces 142, 392–399 (2016). 
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synergie byly sledovány MIC každého antibiotika v kombinaci se 4 různými koncentracemi AgNP vždy 

pod hodnotou MIC AgNP, tedy MICAg/2, MICAg/4, MICAg/8 and MICAg/16. Hodnocení antibakteriální 

aktivity bylo provedeno podle testovacích protokolů CLSI (Ústav pro klinické a laboratorní standardy) 

a EUCAST (Evropská komise pro testování antimikrobiální citlivosti) po inkubaci 24 hodin při 35 °C. 

a následně byla inhibice potvrzena přeočkováním na M.-H. agar. Nakonec byl vypočítán FIC index (dle 

rovnice 1).  

Připravené AgNP stabilizované želatinou projevily vysokou antibakteriální aktivitu vyjádřenou 

velmi nízkými MIC (řádově jednotky mg/l).  

AgNP významně zvyšovaly aktivitu antibiotik vůči testovaným multirezistentním kmenům (tab. 

12–15). Toto zvýšení aktivity se projevilo u všech testovaných antibiotik, obzvláště v případech, kdy 

bakterie byly k antibiotiku rezistentní. U všech kombinací byla pozorována synergie. Výjimku tvořila 

pouze KPC-pozitivní K. pneumoniae, kdy byl kombinovaný účinek AgNP a COX pouze aditivní. Na 

rozdíl od bakterií rezistentních k antibiotikům se u citlivých bakterií neprojevil kombinovaný účinek tak 

markantně.  

Nejlepších výsledků však bylo dosaženo při aplikaci AgNP v koncentracích MICAg/2 a 

MICAg/4, kdy MIC antibiotik dosahovaly řádově 100násobně nižších hodnot, což jsou hodnoty nižší, 

než jsou hodnoty jejich breakpointů. Všechny testované multirezistentní bakterie se tak při kombinaci 

antibiotika s AgNP v subinhibičních koncentracích staly k antibiotikům opět citlivé. Koncentrace AgNP 

rovna MICAg/8 a především MICAg/16 byly hraniční, protože se začal vytrácet zvýšený antibakteriální 

účinek kombinace AgNP a antibiotik.  

Tabulka 12. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o koncentracích nižších 
než MIC (0,8 mg/l) pro ESBL-pozitivní E. coli  
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP 4 

0,40 
(0,1) 16 

0,36 
(0,13) 0,06 

1,23 
(0,19) > 32 

0,22 
(0,16) 0,5 

0,50 
(0,17) 

atb + 0,4 mg/l 
AgNP 0,03 S 0,125 S 0,06 I 0,125 S 0,125 S 
atb + 0,2 mg/l 
AgNP 0,125  0,125  0,06  0,125  0,125  
atb + 0,1 mg/l 
AgNP 1  2  0,06  0,5  0,125  
atb + 0,05 mg/l 
AgNP 1  16  0,06  2  0,125  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, I, indiference 

 

 

 

Tabulka 13. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o koncentracích nižších 
než MIC (3,4 mg/l) pro AmpC-pozitivní E. coli. 
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atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP 8 

0,28 
(0,1) 32 

0,28 
(0,1) 0,06 

1,23 
(0,2) 32 

0,34 
(0,11 0,5 

0,48 
(0,2) 

atb + 1,7 mg/l 
AgNP 0,03 S 0,125 S 0,06 I 0,125 S 0,125 S 
atb + 0,8 mg/l 
AgNP 0,03  0,125  0,06  0,125  0,125  
atb + 0,4 mg/l 
AgNP 1  2  0,06  8  0,125  
atb + 0,2 mg/l 
AgNP 1  8  0,06  16  0,125  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, I, indiference 
 

 

Tabulka 14. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o koncentracích nižších 
než MIC (3,4 mg/l) pro KPC-pozitivní K. pneumoniae. 
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP > 16 

0,59 
(0,26) > 64 

0,38 
(0,26) > 32 

0,37 
(0,25) > 32 

0,33 
(0,11) 1 

0,55 
(0,3) 

atb + 1,7 mg/l 
AgNP 0,03 A 0,125 S 0,06 S 0,125 S 0,125 A 
atb + 0,8 mg/l 
AgNP 2  0,125  0,06  0,5  0,125  
atb + 0,4 mg/l 
AgNP > 16  2  4  8  0,125  
atb + 0,2 mg/l 
AgNP > 16  > 64  > 32  16  1  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, A, aditivita, I, indiference 

 
 
Tabulka 15. MIC [μg/mL] antibiotik (atb) a výsledky kombinace atb s AgNP o koncentracích nižších 
než MIC (6,8 mg/l) pro ESBL-pozitivní K. pneumoniae. 
 

atb/AgNP COX  CZD  MER  CIP  GEN  

 MIC FICa MIC FIC MIC FIC MIC FIC MIC FIC 
atb + 0 mg/l 
AgNP > 32 

0,18 
(0,14) 32 

0,20 
(0,14) 0,06 

1,23 
(0,2) 0,2 

0,98 
(0,16) > 32 

0,33 
(0,16) 

atb + 3,4 mg/l 
AgNP 0,03 S 0,125 S 0,06 A 0,125 A 0,125 S 
atb + 1,7 mg/l 
AgNP 0,03  0,125  0,06  0,125  1  
atb + 0,8 mg/l 
AgNP 0,03  0,125  0,06  0,2  2  
atb + 0,4 mg/l 
AgNP 1  2  0,06  0,2  16  
a – průměrná hodnota FIC a směrodatná odchylka, n = 3; S, synergie, A, aditivita 

Pro detekci produkce beta-laktamáz bakteriemi, které byly exponovány antibiotikům a 

kombinaci antibiotika a AgNP, byl použit test DDST (double-disk synergy test) ve shodě s metodologií 

EUCAST.101 DDST spočívá v inhibici beta-laktamáz inhibitorem kyselinou klavulanovou. V případě 
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pozitivního výsledku se zvětší inhibiční zóna a rozšíří se směrem k disku, který obsahuje inhibitor. Tvoří 

se tak charakteristický tvar zóny mezi disky s inhibitorem a bez něj.44 Při DDST byly na agarové půdy 

umístěny disky s COX, ATM, FEP a CZD v požadované vzdálenosti od disku, který obsahoval AMC. 

Zároveň byl na agar umístěn disk obsahující CCA v požadované vzdálenosti od disku s CZD.  

Všechny testy byly vyhodnocovány po 24 hodinové inkubaci při 37 °C. Kombinovaný účinek 

antibiotik a AgNP byl poté testován tak, že disperze AgNP byla přidána do ještě tekutého agaru v takové 

koncentraci, která dosahovala poloviční hodnoty MIC, což je dostačující pro zřetelný synergický efekt. 

Pro ESBL-pozitivní K. pneumoniae činila polovina MIC 3 mg/l a pro ESBL-pozitivní E. coli 0,4 mg/l.  

U obou kmenů byly testy pozitivní na produkci beta-laktamáz. Po kultivaci na agaru bez AgNP 

se objevily typické inhibiční zóny aztreonamu a cefalosporinů protáhlé směrem 

k amoxicilin/klavulanátu (obr. 5a a 6a). Také inhibiční zóna ceftazidimu/klavulanátu byla zvětšená ve 

srovnání s inhibiční zónou ceftazidimu. Naopak produkce ESBL nebyla detekovaná, pokud byly 

bakterie kultivovány na agaru s 0,4 mg/l (ESBL-pozitivní E. coli) a 3 mg/l (ESBL-pozitivní K. 

pneumoniae) AgNP. Nebyly pozorovány protáhlé zóny směrem k amoxicilin/klavulanátu a zvětšené 

zóny ceftazidimu/klavulanátu (obr. 5b a 6b) a jasně byl zřetelný synergický efekt AgNP a antibiotik, jak 

je zřejmé z velkých inhibičních zón kolem každého antibiotika.  

 

 

 

Obrázek 5zitivní (a) a negativní (b) detekce produkce ESBL ESBL-pozitivní E. coli exponované 
antibiotikům (a) a antibiotikům v kombinaci s AgNP (b). 
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Obrázek 6. Pozitivní (a) a negativní (b) detekce produkce ESBL ESBL-pozitivní K. pneumoniae 
exponované antibiotikům (a) a antibiotikům v kombinaci s AgNP (b). 
 

 

 

 

 

Obrázek 7. Snímky z mikroskopu atomárních sil a profil (obr. dole) ESBL-pozitivní K. pneumoniae 
exponované cefotaximu (a) a cefotaximu v kombinaci s AgNP (b). 

 

Mechanismus spolupůsobení AgNP a antibiotik založený na obnově aktivity antibiotika byl také 

potvrzen pomocí mikroskopie atomárních sil (AFM), jak ukazuje obrázek 7. Pro tyto účely byla ESBL-
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pozitivní K. pneumoniae kultivována v přítomnosti 1 mg/l cefotaximu a 0,01 mg/l cefotaximu 

kombinovaného s 1,7 mg/l AgNP v M.-H. médiu při 37 °C po dobu 24 hodin.  

Bez aplikace AgNP byly bakteriální buňky vystavené antibiotiku nepoškozené, ale při expozici 

antibiotiku spolu s AgNP bylo obtížné charakterizovat buněčnou stěnu. To bylo dáno sníženou rigiditou 

buněčné stěny a tedy obnovením aktivity cefotaximu v subinhibiční koncentraci, který jakožto beta-

laktamové antibiotikum, inhibuje tvorbu buněčné stěny. Buňky se také jevily plošší a širší. 

I v tomto případě byla hodnocena cytotoxicita antibiotik a AgNP s cílem vyloučit případný 

negativní vliv na savčí buňky. Cytotoxicita byla hodnocena v koncentracích 4 mg/l AgNP a 2 mg/l 

antibiotika. Stejné koncentrace byly použity v případě jejich kombinace. Metodika testování cytotoxicity 

byla stejná jako v předchozí kapitole. 

Díky jejich účinnosti při velmi nízkých koncentracích jsou AgNP neškodné a nemají žádný 

cytotoxický vliv na savčí buňky, jak potvrdil test cytotoxicity na buněčné linii NIH/3T3. AgNP, 

antibiotika i jejich kombinace v koncentracích 2 mg/l a 4 mg/l nebyly cytotoxické vůči savčím buňkám 

ve srovnání s kontrolními buňkami. Životaschopnost exponovaných buněk AgNP klesla na 97 % (4 

mg/l) a 98 % (2 mg/l) ve srovnání s kontrolou, a tedy nebyl pozorován významný cytotoxický vliv 

AgNP. Pokud byla antibiotika kombinována s AgNP, životaschopnost savčích buněk mírně klesla na 98 

% až 95 % ve srovnání s kontrolou v závislosti na použitém antibiotiku (obr. 8). Jak jsme ukázali, 

synergický antibakteriální účinek však nastává při mnohem nižších koncentracích stříbra, a proto 

můžeme jakýkoliv cytotoxický vliv kombinace AgNP s antibiotiky vyloučit pro koncentrace efektivní 

vůči rezistentním kmenům.  

 

 

Obrázek 8. Životaschopnost buněk NIH/3T3 exponovaných AgNP, antibiotikům a kombinaci AgNP a 
antibiotik. 
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19. Tvorba rezistence bakterií k AgNP a její překonáník 

Tato studie byla provedena s cílem ověřit možnost tvorby rezistence bakterií vůči AgNP. Pro 

tento účel byly opět použity AgNP s průměrnou velikostí 28 nm o koncentraci 108 mg/l, které byly 

připraveny modifikovaným Tollensovým postupem. Navíc byla v této studii připravena stejným 

způsobem disperze AgNP o koncentraci 432 mg/l, pouze byly koncentrace všech reakčních komponent 

kromě NaOH čtyřnásobné. 

Bakterie byly opakovaně (20krát) vystavovány subinhibičním koncentracím AgNP a rovněž 

AgNO3 na mikrotitračních destičkách. Disperze AgNP a AgNO3 o koncentraci 1 mmol/l (108 mg/l 

stříbra) byly postupně ředěny M.-H. médiem (Becton, Dickinson and Company) na výsledné 

koncentrace 54, 27, 13,5, 6,75, 3,38, 1,69 and 0,89 mg/l. Po naředění byla poté do jamek očkována 

inokula o koncentraci 106 CFU/ml. Inkubace probíhala při 37 °C po dobu 24 hodin. Po každém 

inkubačním kroku se zaznamenaly MIC AgNP a AgNO3. Ihned po 24 hodinách kultivace bylo z jamek 

obsahujících tři nejvyšší subinhibiční koncentrace stříbra odebráno 10 µl suspenze bakterií v M.-H. 

médiu a po smíchání přeneseno na krevní agar (TRIOS), který byl inkubován při 37 °C po 24 hodin. 

Bakterie, které rostly na agaru, byly poté použity jako inokulum o hustotě 106 CFU/ml v dalším 

kultivačním kroku na mikrotitrační destičce. Výše popsaná procedura se považuje za jeden kultivační 

krok v použité metodice tvorby rezistence bakterií ke stříbru. Pro stanovení konečných MIC po 20. 

kultivačním kroku byla aplikována disperze AgNP o koncentraci 432 mg/l. Inhibice růstu ke stříbru 

senzitivních a rezistentních bakteriálních kmenů byla potvrzena inkubací na agaru, který obsahoval 

AgNP o koncentracích 20 a 40 mg/l při 35 °C po dobu 24 hodin. 

Z narůstajících hodnot MIC AgNP uvedených v tabulce 16 je patrné, že si bakterie v průběhu 

opakované kultivace při subinhibičních koncentracích postupně vytvářely rezistenci vůči AgNP. 

Nejrychleji získala rezistenci E. coli CCM 3954. Již v šestém kultivačním kroku se MIC zvýšila z 

původních 3,38 mg/l na 13,5 mg/l a od osmého kroku dosahovala nejvyšší možné koncentrace 54 mg/l 

(při použití disperze AgNP o koncentraci 108 mg/l. Kmeny P. aureginosa CCM 3955 a E. coli 013 se 

staly rezistentní od 13. kroku. Všechny kmeny si poté nadále udržovaly svoji rezistenci při každém 

přeočkování. Pro kontrolu byla v desátém a dvacátém kroku určena MIC AgNP nebo AgNO3 inhibující 

referenční kmeny pro potvrzení vzniku rezistence u opakovaně exponovaných kmenů  

 
 

                                                           
k Výsledky publikovány v: Panáček, A., Kvítek, L., Smékalová, M., Večeřová, R., Kolář, M., Röderová, M., Dyčka, F., 
Šebela, M., Prucek, R., Tomanec, O. a Zbořil, R. Bacterial resistance to silver nanoparticles and how to overcome it. 
Nature Nanotechnology 13, 65–71 (2018). 



 

27 
 

Tabulka 16. MIC AgNP u Gram-negativních bakterií určovaná po 20 po sobě jdoucích kultivačních 
krocích. 
 

bakterie 

MIC [mg/l] 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

E. coli CCM 3954 3,38 6,75 3,38 6,75 6,75 13,50 13,50 54,00 > 54 > 54 
P. aeruginosa CCM 
3955 1,69 3,38 0,89 1,69 3,38 3,38 1,69 1,69 3,38 3,38 
E. coli 013 13,50 27,00 13,50 27,00 13,50 13,50 13,50 13,50 13,50 13,50 

bakterie  

MIC [mg/l] 

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

E. coli CCM 3954 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 > 54 
P. aeruginosa CCM 
3955 6,75 27,00 54,00 > 54 54,00 54,00 > 54 54,00 > 54 54,00 
E. coli 013 27,00 27,00 54,00 27,00 27,00 54,00 > 54 54,00 > 54 > 54 

 

 
Při opakované kultivaci bakterií s iontovým stříbrem nedocházelo k nárůstu MIC. V tomto 

případě tedy nebyla rezistence vyvolána. Navíc u kmenů rezistentních k AgNP nebyly v případě jejich 

kultivace s AgNO3 potvrzeny vyšší hodnoty MIC. Bakterie se získanou odolností vůči AgNP jsou stále 

citlivé k AgNO3. Je to tedy jasným důkazem toho, že bakteriální rezistence k AgNP je specifická a 

spojená právě s nanočásticovou podstatou stříbra a že mechanismem rezistence není pouze eliminace 

uvolněných iontů stříbra. 

Postupný vývoj bakteriální rezistence k AgNP byl také doprovázen postupnou agregací a 

sedimentací AgNP na dně jamek mikrotitrační destičky a změnou barvy disperze ze žluté na hnědou až 

černou (obr. 9). Naopak v přítomnosti senzitivních bakterií disperze AgNP ředěná M.-H. médiem zůstala 

žlutohnědá díky zachování povrchového plazmonu, který je typický pro AgNP o velikostech několika 

jednotek až desítek nm. Agregační stabilita AgNP po kultivaci se senzitivními bakteriemi byla 

prokázána TEM (obr. 10a,b). Naopak v případě rezistentních bakterií docházelo ke tvorbě černého 

precipitátu tvořeného agregáty AgNP o velikostech řádově stovek nm (obr. 10c,d). Agregace AgNP 

způsobená rezistentní E. coli je dobře viditelná na snímcích z TEM (obr. 10e,f).  
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Obrázek 9. Postupná agregace a precipitace AgNP na mikrotitrační destičce s E. coli 3954 rezistentní k 
AgNP po 0, 4, 8, 12, 16 a 24 hodinách kultivace. Koncentrace AgNP se postupně snižuje od 54 mg/l 
k 0,84 mg/l od druhé po osmou řadu. První řada obsahuje disperzi AgNP (108 mg/l) bez bakterií nebo 
kultivačního média.  
 

 
 

Obrázek 10. Vysoká agregační stabilita AgNP po kultivaci s E. coli citlivé k AgNP ukázaná na snímcích 
z TEM (a, b), agregované AgNP po 24 h kultivace s AgNP-rezistentní E. coli CCM 3954 (c, d), agregace 
AgNP způsobená rezistentní E. coli CCM 3954 (e, f).  
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Absorpční spektra AgNP zředěných v M.-H. médiu v poměru 1 : 1 (V/V) před a po kultivaci s 

AgNP-citlivým a AgNP-rezistentním kmenem E. coli CCM 3954 zobrazuje obrázek 11a. 

Charakteristický pás povrchového plazmonu dobře dispergovaných koloidních AgNP postupně mizí v 

přítomnosti AgNP-rezistentního kmene E. coli CCM 3954 v důsledku agregace AgNP. Naopak v 

přítomnosti AgNP-citlivého kmene intenzita povrchového plazmonového pásu zůstává nezměněna i po 

24 hodinách kultivace (obr. 11a). To naznačuje, že bakterie rezistentní k AgNP vyvolávají jejich 

agregaci extracelulární sekrecí látky, která zůstává adsorbována na povrchu agregátů. Touto látkou je 

pravděpodobně látka s vysokou molekulovou hmotností, jako jsou proteiny. Proteinové extrakty 

připravené za použití různých rozpouštědel byly proto podrobeny analýze hmotnostní spektrometrií 

(MS) a tandemovou hmotnostní spektrometrií (MS/MS) k identifikaci proteinů, které by mohly být 

odpovědné za pozorovanou agregaci AgNP.  

Pomocí MS/MS analýzy se kromě extrakce v 0,1% trifluoroctové kyselině podařilo identifikovat 

řadu proteinů. Mimo jiné byly nalezeny 30S a 50S ribozomální proteiny a určité enzymy buněčného 

metabolismu E. coli, které signalizují buněčnou lýzu před nebo během extrakce. Nejčastěji vyskytující 

se protein v extraktu ve 2,5% TFA byl flagelin následovaný fimbriálním proteinem typu 1. Flagelin byl 

také nejčastěji vyskytujícím se proteinem i při extrakci se zředěným NH4OH. Tabulka 17 sumarizuje 

peptidy sekvenované kolizí v MS/MS, které se jednoznačně shodují se sekvencemi flagelinu. 

V dalším experimentu byl použit komerčně dostupný flagelin k ověření, zda AgNP budou 

agregovat po přidání suspenze flagelinu do disperze AgNP. Původní žlutohnědá barva disperze se ihned 

po přidání flagelinu změnila na šedou (obr. 12a) a po 24 hodinách (37 °C) byly na dně zkumavky 

pozorovány precipitáty (obr. 12b). UV/Vis spektra AgNP před a po přidání flagelinu jsou velmi podobná 

spektrům pořízeným před a po kultivaci s AgNP-rezistentní E. coli CCM 3954 (obr. 11). Absorpční pás 

povrchového plazmonu AgNP se v přítomnosti reistentní E. coli CCM 3954 postupně snižoval díky 

agregaci AgNP. V přítomnosti citlivého kmene zůstal pás povrchového plazmonu po 24hodinové 

kultivaci stejný (obr. 11a). 

Průměrná velikost AgNP se okamžitě zvětšila z 28 nm na 480 nm následkem tvorby agregátů 

(DLS analýza). Zeta potenciál po přidání flagelinu se změnil z hodnoty -28 mV na -6,2 mV. Při takto 

nízké hodnotě zeta potenciálu nejsou repulzivní síly dostatečně vysoké k udržení AgNP v dostatečné 

vzájemné vzdálenosti. 
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Tabulka 17. Peptidy identifikované pomocí databáze Swiss-prot.  
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Obrázek 11. UV/Vis absorpční spektra AgNP zředěných M.-H. médiem před a po kultivaci s citlivým 
a rezistentním kmenem E. coli 3954 (a), UV/Vis spektra AgNP zředěných M.-H. médiem před a po 
přidání flagelinu (b). 

 

 

 

 
Obrázek 12. Vliv přídavku flagelinu k AgNP. Obrázky ukazují okamžitou agregaci AgNP po přidání 
flagelinu (a, vlevo) a stav po 24 hodinách od přídavku (b, velvo). Zkumavka vpravo u obou obrázků 
obsahuje stabilní AgNP bez flagelinu. 

 

 

Aby se dále potvrdila role flagelinu v agregaci AgNP, byla provedena charakterizace a chemické 

mapování agregátů stříbra pomocí HRTEM. Obrázky 13a a 13b jasně ukazují agregáty AgNP na povrchu 

a v těsné blízkosti bakteriální stěny. Chemické mapování odhalilo na povrchu agregátů stříbra 

přítomnost základních prvků proteinů, jako je uhlík, kyslík, dusík a síra (obr. 13). AgNP tvořící velké 

agregáty nevstupují dovnitř buňky, jak lze vidět na obrázku 13c a 13d, kde žádné AgNP nejsou uvnitř 

vidět. Na snímcích z HRTEM je také vidět tenká vrstva flagelinu adsorbovaná na povrchu agregátů (obr. 

13i,j). 
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Obrázek 13. Chemické mapování agregátů stříbra v přítomnosti bakterií. Snímky HRTEM (a) a 
HAADF (b) agregátů stříbra na povrchu bakteriální buňky. Kombinované chemické mapování stříbra a 
dusíku (c), d–h jednoprvkové mapování stříbra (d), uhlíku (e), kyslíku (f), dusíku (g) a síry (h), HRTEM 
snímky stříbrných agregátů, které zobrazují kompaktní organickou vrstvu na povrchu AgNP (i, j) a 
kombinované chemické mapování stříbra, kyslíku a dusíku (k). 

 

 

V další části výzkumu jsme se především díky znalosti mechanismu rezistence bakterií k AgNP 

mohli zaměřit na možnost překonání vyvinuté odolnosti. Zvoleným přístupem byla aplikace inhibitoru 

bakteriálního flagelinu, který by potlačením produkce proteinu mohl zastavit agregační proces. Je 

známo, že produkce flagelinu bakteriemi může být inhibována extraktem z kůry granatového jablka 

(PGRE). Extrakt z kůry granátového jablka (PGRE) byl připraven podle postupu z publikace Asadishad 

a kol.102 V případě kultivace E. coli CCM 3954 rezistentní k AgNP v přítomnosti AgNP a subinhibitorní 

koncentrace PGRE 0,6 % (w/w) (MIC PGRE byla určena na 2,5 % (w/w)) se MIC AgNP vůči rezistentní 

E. coli 013 v přítomnosti PGRE snížila z 54 mg/l na 13,5 mg/l a v případě rezistentní E. coli CCM 3954 

na 6,75 mg/l. E. coli CCM 3954 rezistentní k AgNP v přítomnosti AgNP a subinhibitorní koncentrace 

PGRE tedy nebyla schopna odolávat antibakteriálnímu efektu AgNP, bakterie ztratily svoji získanou 

rezistenci. MIC AgNP vůči rezistentní E. coli 013 se v přítomnosti PGRE snížila na MIC původního 

citlivého kmene a v případě rezistentní E. coli CCM 3954 na srovnatelně nízkou hodnotu MIC citlivého 

referentního kmene. 
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Pro ověření stálosti rezistence k AgNP byla E. coli rezistentní k AgNP opakovaně inkubována 

po dobu 120 hodin při 37 °C v 50 ml M.-H. média bez AgNP. Vhodné podmínky ke kultivaci byly 

zajištěny přeočkováním inokula do čerstvého média po 5, 24, 48, 72 a 96 hodinách. Současně bylo 100 µl 

bakteriální suspenze naočkováno na M.-H. agarové misky, které byly inkubovány po dobu 24 hodin při 

37 °C a kolonie byly použity pro stanovení MIC AgNP. MIC AgNP (108 mg/l) pro AgNP-rezistentní 

bakterie zůstala stejná i po šesti kultivačních krocích, bakterie si evidentně svoji rezistenci ponechávají. 

Stabilita rezistence byla dále potvrzena testem s PGRE, kdy po inkubaci rezistentního kmene se 

subinhibiční koncentrací PGRE zůstala MIC AgNP stále na hodnotě 108 mg/l. 

 

 

20. Vliv média a stabilizačního činidla na toxicitu AgNP vůči 

Daphnia magnal 

AgNP o průměrné velikosti 28 nm byly syntetizovány Tollensovou metodou, která je detailněji 

popsána výše. Pro experimenty se stabilizovanými AgNP v neředěném médiu byla do připravené 

disperze AgNP přidána želatina o konečné koncentraci 0,005 % a v případě ředěného média želatina o 

konečné koncentraci 0,0001 %.  

Monitorování stability AgNP o koncentraci 1 mg/l v neředěném a 2krát ředěném kultivačním 

médiu M4 bylo založeno na sledování změny polohy plazmonového rezonančního píku lokalizovaného 

původně u 412 nm.  

Jakmile se smíchaly AgNP s ředěným i neředěným médiem byla ovlivněna jejich agregační 

stabilita, jak bylo patrno z UV/Vis spekter a zvýšení průměrné velikosti z 28 nm na 260 nm (obr. 14a a 

15a). Barva disperze se změnila ze žlutohnědé na modrošedou. Absorpční pík původních částic 

s maximem u 412 nm se postupně snižoval a zároveň se objevil sekundární pík u 545 nm (neředěné 

médium) a 505 nm (2krát ředěné médium) ihned po smíchání s médiem. Pozice sekundárního maxima 

se v čase posouvala k vyšším vlnovým délkám, což koresponduje s narůstající velikostí částic.13 Po 24 

hodinách byla stanovena průměrná velikost částic 420 nm. TEM snímky pořízené 24 hodin po smíchání 

s ředěným i neředěným médiem potvrdily přítomnost velkých aglomerátů, které vznikly z původních 

malých AgNP (obr. 16). Navíc se v neředěném médiu rekrystalizací zformovaly velké částice o 

                                                           
l Přijato jako: Smékalová, M., Panáček, A., Jančula, D., Maršálek, B., Kolařík, J., Prucek, R., Kvítek, L. a Zbořil, R. Effects 
of culture medium conditions on stability, crystallinity and chronic toxicity of silver nanoparticles to Daphnia magna. Podáno 
do redakce časopisu Applied Materials Today. 
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velikostech kolem 200 nm (obr. 16a,b). Tento mechanismus rekrystalizace byl popsán v práci Prucek a 

kol.103 

 

 
Obrázek 14. UV/Vis absorpční spektra nestabilizovaných AgNP (10 mg/l) v nezředěném médiu M4 
zaznamenaná během 24 hodin (a) a AgNP stabilizované 0,005% želatinou v nezředěném médiu M4 
zaznamenaná během 72 hodin (b).  
 

 

 

Obrázek 15. UV/Vis absorpční spektra nestabilizovaných AgNP (10 mg/l) ve 2krát zředěném médiu 
M4 zaznamenaná během 24 hodin (a) a AgNP stabilizované 0,0001% želatinou ve 2krát zředěném médiu 
M4 zaznamenaná během 72 hodin (b). 

 

 

Aby se předešlo agregaci AgNP v kultivačním médiu, které je koncentrovaným elektrolytem, 

byly AgNP stabilizovány želatinou. Ke stabilizaci AgNP byly použity velmi nízké koncentrace želatiny, 

a to 0,005 % pro neředěné médium a 0,0001 % pro 2krát ředěné médium. Želatina o koncentraci 0,005 

% úspěšně stabilizovala AgNP, což potvrdila UV/Vis absorpční spektra, kde nebyly pozorovány žádné 

dramatické změny absorpčního pásu povrchového plasmou (obr. 14b) ve srovnání s nestabilizovanými 
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AgNP (obr. 14a). Disperze si také držela svoji žlutohnědou barvu. V oblasti od 450 nm do 550 nm byla 

zaznamenána slabá absorpce, která naznačuje mírný nárůst průměrné velikosti AgNP na 33 nm 

(obr. 14b), nicméně nebyla pozorována žádná rekrystalizace. Disperze AgNP s 0,0001 % želatiny byla 

méně stabilní ve srovnání s použitím vyšší koncentrace želatiny. Došlo k postupnému snižování pásu 

povrchového plazmonu s maximem u 412 nm (obr. 15b) a zvýšení průměrné velikosti částic na 80 nm 

po 24 hodinách. Po 24 hodinách byla pozorována částečná agregace AgNP stabilizovaných 0,0001 % 

želatiny následována sedimentací. Takto nízká koncentrace želatiny není dostačující k úplné stabilizace 

AgNP, ale zpomaluje agregaci a předchází rekrystalizaci AgNP do větších aglomerátů (za podmínek, 

při kterých byly testy prováděny).  

 
 

 

 
Obrázek 16. Snímky z TEM velkých aglomerátů stříbra tvořených rekrystalizací a agregací pořízené 24 
hodin po smíchání disperse AgNP s neředěným (a, b) a zředěným (c, d) kultivačním médiem. 
 

 

Sladkovodní korýš D. magna byl použit jako standardní testovací organismus. Jako kultivační 

médium bylo připraveno standardní Elendtovo médium M4 (CSN ISO 10706, 2001) obsahující základní 

anorganické soli a vitamíny. Hodnota pH média byla 7,2. 
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Při testování chronické toxicity se postupovalo podle směrnice Organizace pro hospodářskou 

spolupráci a rozvoj (OECD) 211 pro testování chemikálií.104 Deset jedinců rozdělených do deseti 

kádinek s 50 ml média bylo exponováno po 21 dní. Dafnie byly kultivovány v cyklu 16 hodin světlo a 

8 hodin tma při 18–22 °C. Organismy byly denně krmeny řasou Pseudokirchneriella subcapitata. 

Koncentrace nestabilizovaných AgNP v neředěném médiu byly 0,5–8,0 mg/l a stabilizovaných AgNP 

0,001–1,000 mg/l. Koncentrace stabilizovaných i nestabilizovaných AgNP ve 2krát zředěném médiu 

byly 0,03–0,50 mg/l. Jako negativní kontrola bylo použito samotné médium M4. Médium a toxikanty 

byly měněny za čerstvé každé tři dny. Během 21denní expozice byly každý den zaznamenávány počty 

přeživších dospělců a počty nově narozených jedinců. Den první reprodukce, celkový počet potomků a 

délka dospělců na konci testu byla také určena. Nakonec se spočítala hodnota EC50 (koncentrace látky, 

která způsobí určitý efekt u 50 % testovaných organismů). Pro analýzu statisticky významných rozdílů 

mezi charakteristikami jedinců z exponované skupiny a kontrolou byl aplikován neparametrický 

Kruskal-Wallisův test (p < 0,05).  

Součástí testů chronické toxicity stabilizovaných AgNP bylo i testování chronické toxicity 

samotné želatiny v příslušných koncentracích 0,0001 % pro 2krát ředěné médium a 0,005 % pro 

neředěné médium. 

Jak se zřetelně ukázalo, nestabilizované AgNP v neředěném médiu měly nejnižší negativní dopad 

na populaci dafnií ze všech provedených experimentů. Pro testování byly použity vyšší koncentrace 

AgNP v rozsahu 0,5–8 mg/l (obr. 17a). Počet přeživších postupně klesal s rostoucí koncentrací AgNP. 

Expozice nejvyšší použité koncentraci 8 mg/l vedla ke 100% mortalitě hned v první den experimentu. 

Nejnižší použitá koncentrace 0,5 mg/l pak neukázala žádný negativní vliv na dospělce kromě úhynu 

jednoho jedince 21. den, který taktéž uhynul v kontrolní skupině.  

Přestože koncentrace 0,5, 1 a 2 mg/l neměly žádný nebo jen mírný toxický vliv na 

životaschopnost rodičovských organismů, byla reprodukce silně ovlivněna v celém koncentračním 

rozsahu AgNP od 0,5 až po 8 mg/l (obr. 17b). S rostoucí koncentrací AgNP byl počet potomků nižší a 

čas prvního snůšky byl opožděn. Celkový počet potomků na konci experimentu klesl na 62 % kontroly 

dokonce u nejnižší použité koncentraci 0,5 mg/l. Koncentrace 2 mg/l AgNP způsobila, že se čas první 

snůšky opozdil o jeden den (kontrola 7,6 dne) a při dvojnásobné koncentraci 4 mg/l dokonce vzrostl na 

14,5 dne. Při koncentraci 8 mg/l se pak nevylíhli žádní potomci. Délka dospělců na konci testu postupně 

klesala s rostoucí koncentrací AgNP z 5 mm (kontrola) na 4,1 mm (4 mg/l). EC50 (reprodukce) byla 

určena na 1 mg/l AgNP.  
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Obrázek 17. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných nestabilizovanému 
AgNP v neředěném médiu M4 během 21 dní.  

 

Důvodem nízké toxicity byla agregace a rekrystalizace původních malých 28nm AgNP do 

větších částic. TEM snímky pořízené 24 hodin po smíchání AgNP s médiem potvrdily, že původní malé 

částice byly přítomny spolu s částicemi nově zformovanými rekrystalizací o průměru kolem 200 nm 

(obr. 16a,b). Oxidační činidla a koordinační ligandy hrají klíčovou roli v procesu rekrystalizace, protože 

způsobují tzv. (oxidative etching) oxidační leptání a rozpouštění AgNP, které podporuje růst nových 

krystalů.87,103,105  

Aby mohla být studována toxicita AgNP v jejich původní neovlivněné velikosti, AgNP byly 

stabilizovány želatinou. Želatina o koncentraci 0,005 % zcela zabránila agregaci v neředěném médiu 

během 3denního experimentu (obr. 14b). Stabilizované AgNP projevily mnohem vyšší toxicitu než 

nestabilizované AgNP, jak potvrdil pokles počtu přeživších dospělců během testu chronické toxicity 

(obr. 18a). Toxicita byla zaznamenána již během prvních tří dnů testování, kdy třetí den byla pozorována 

80% mortalita pro nejvyšší testovanou koncentraci AgNP 1 mg/l, 60% pro 0,1 mg/l a 20% pro 0,01 mg/l. 

Nejnižší koncentrace 0,001 mg/l neprojevila žádný toxický vliv během těchto tří dnů, nicméně počet 

dospělců klesl čtvrtý den na 7 a dokonce na jednoho jedince 6. den a 100% mortality bylo dosaženo 7. 

den. Od devátého dne nezbyl žádný přeživší jedinec v přítomnosti AgNP ve všech testovaných 

koncentracích.  

Překvapivě se želatina během testování chronické toxicity také projevila toxicky. Jedinci 

vystavení čisté želatině o koncentraci 0,005 % postupně umírali mezi 6. a 10. dnem (obr. 18a).  

V přítomnosti stabilizovaných AgNP se nenarodili žádní potomci. Želatina také značně ovlivnila 

reprodukci dafnií (obr. 18b). Potomci v přítomnosti čisté želatiny dosáhli celkového počtu pouze 61 

oproti kontrolní skupině s počtem 1794 potomků.  
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 Obrázek 
18. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných stabilizovanému AgNP 0,005% 
želatinou v neředěném médiu M4 během 21 dní.  

 

 

Nestabilizované AgNP ve 2krát zředěném médiu byly více toxické (obr. 19) než nestabilizované 

AgNP v nezředěném médiu (obr. 17). S rostoucí koncentrací AgNP postupně ubýval počet přeživších 

dospělců a při nejvyšší použité koncentraci 0,5 mg/l byl po 21 dnech pouze dva. Expozice AgNP o 

koncentracích 0,06 mg/l a 0,03 mg/l nebyly pro dospělce letální kromě jednoho jedince 14. den 

vystavenému 0,03 mg/l AgNP.  

Při všech testovaných koncentracích AgNP také postupně klesal počet potomků (obr. 19b). 

Oproti 1102 potomkům, kteří se narodili v kontrole bez AgNP, klesl celkový počet potomků na konci 

testu na 180 v přítomnosti 0,5 mg/l AgNP. Ačkoliv uhynul jeden jedinec při 0,03 mg/l počet potomků 

byl při této koncentraci AgNP nejen nepatrně vyšší (1176) než u 0,06 mg/l (1040) ale navíc byla 

pozorována hormeze. Nebyla však ovlivněna ani doba první snůšky ani délka dospělců u žádné ze 

skupin. Vypočítaná EC50 AgNP pro reprodukci byla 0,32 mg/l.  

 

 

 
Obrázek 19. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných nestabilizovanému 
AgNP ve 2krát zředěném médiu M4 během 21 dní.  

 

 

Dafnie postupně umíraly při vystavení celému rozsahu koncentrací AgNP stabilizovaných 

0,0001% želatinou od 0,03 mg/l do 0,5 mg/l (obr. 20a). Na konci testu s AgNP o koncentraci 0,5 mg/l 
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nepřežil žádný dospělec a počet potomků byl pouze 19. Koncentrace 0,25 mg/l AgNP byla přirozeně 

toxičtější než následujících 0,13 mg/l kromě vyššího počtu přeživších dospělců 19. a 20. den. Nicméně 

při obou koncentracích byl stejný konečný počet dospělců, tedy tři. AgNP o koncentraci 0,06 mg/l byly 

mírně toxické, kdy jeden jedinec zemřel 16. den a pouze 4 jedinci přežili na konci testu. Nejnižší 

koncentrace AgNP 0,03 mg/l také vedla ke smrti jednoho jedince 19. den a na konci testu zbylo 5 jedinců. 

Mírnou toxicitu vykazovala také želatina ke konci testu, nikoli však v rozsahu, který by ovlivnil 

interpretaci toxicity samotných AgNP (obr. 20a). 

V koncentračním rozsahu AgNP od 0,5 mg/l do 0,06 mg/l byl zaznamenán také postupný pokles 

celkového počtu potomků s rostoucí koncetrací AgNP (obr. 20b). Taktéž byla pozorována hormeze v 

nejnižší použité koncentraci AgNP 0,03 mg/l, kdy celkový počet potomků dosáhl 1739 oproti 1534 

jedincům v kontrolní skupině. Ačkoliv želatina měla za následek méně mrtvých dospělců než AgNP o 

koncentraci 0,06 mg/l (1237), celkový počet potomků byl ve skupině za přítomnosti želatiny nižší 

(1123). Vypočítaná EC50 AgNP pro reprodukci byla 0,16 mg/l. Doba první snůšky se v žádné ze skupin 

statisticky významně nelišila od kontrolní skupiny (8,8 dne). Délka dospělců se významně lišila od 

kontroly po expozici 0,25 mg/l AgNP, kdy se snížila ze 4,8 mm na 3,3 mm. 

 

 

 
Obrázek 20. Počet přeživších jedinců (a) a potomků (b) D. magna exponovaných stabilizovanému 
AgNP 0,0001% želatinou ve 2krát zředěném médiu M4 během 21 dní.  
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Závěr 

 Dizertační práce prezentuje ve své teoretické i praktické části poznatky z oblasti biologické 

aktivity nanočástic stříbra vůči eukaryotním a prokaryotním organismům. Práce na jedné straně 

vyzdvihuje antimikrobiální vlastnosti AgNP a jejich synergické působení s antibiotiky vůči citlivým a 

vysoce rezistentním bakteriím a zároveň na straně druhé varuje před možností vzniku bakteriální 

rezistence podobně jako u antibiotik a před jejich toxikologickými a ekotoxikologickými riziky. 

Pro studium biologických vlastností byly převážně aplikovány kulovité AgNP s průměrnou 

velikostí 28 nm, které byly syntetizovány ověřenou a spolehlivou metodou vycházející z Tollensovy 

reakce, která spočívá v redukci amoniakálního komplexu stříbra redukujícími sacharidy. Pro posouzení 

vlivu velikosti AgNP na společný antibakteriální účinek s antibiotiky byly navíc připraveny částice 

s menší průměrnou velikostí 8 nm redukcí silnějším činidlem tetrahydridoboritanem sodným.  

První část experimentální práce je zaměřena na studium společného antibakteriálního účinku 

AgNP v kombinaci s antibiotiky. Dosažené výsledky této studie prokázaly, že AgNP posilují účinek 

celé řady antibiotik proti různým druhům nejen lidských, ale i zvířecích Gram-pozitivních a Gram-

negativních bakterií, a to nezávisle na mechanismu účinku a chemické struktuře použitých antibiotik. 

Pozitivní výsledky přineslo testování synergie nejen vůči bakteriím citlivým k antibiotikům, ale i 

vůči multirezistentním enterobakteriím. Synergický antibakteriální efekt AgNP v kombinaci 

s antibiotiky vůči citlivým i rezistentním bakteriím byl dosažen při velmi nízkých koncentracích, 

řádově až v desetinách mg/l stříbra. Takto nízké koncentrace AgNP v kombinaci s antibiotiky 

nevykazovaly cytotoxický účinek vůči savčím buňkám a nepředstavují tak toxikologické riziko pro 

vyšší organismy. Navíc v případě rezistentních bakterií došlo k obnovení citlivosti bakterií k 

antibiotikům v kombinaci s AgNP, jinými slovy byla úspěšně překonána bakteriální rezistence vůči 

antibiotikům, pokud se aplikovala společně s AgNP.  

V druhé části experimentální práce se podařilo vyvolat a následně objasnit mechanismus 

rezistence bakterií E. coli a P. aeruginosa k AgNP po opakované expozici subinhibičním 

koncentracím AgNP. Rezistence k AgNP byla indukována poměrně snadno a brzy, již ve 13. 

kultivačním kroku vykazovaly testované bakterie zvýšenou odolnost vůči AgNP. Příčinou 

indukované rezistence je produkce proteinu flagelinu, který způsobuje agregaci AgNP za vzniku 

rozměrných sedimentujících částic stříbra, které nevykazují antibakteriální účinnost. Tento doposud 

v odborné literatuře nepopsaný objev má obrovský význam nejen v prevenci vzniku rezistence 

bakterií, ale i v oblasti eliminace vysoce infekčních bakterií. 



 

41 
 

Poslední část práce popisuje výsledky studie vlivu koncentrace živného média a stabilizačních 

činidel na stabilitu a dlouhodobou toxicitu AgNP vůči organismus D. magna. AgNP bez dodatečné 

povrchové stabilizace snadno a rychle podléhají agregaci díky vysoké iontové síle živného média a 

následně až rekrystalizaci do větších útvarů doprovázené ztrátou toxicity. Naopak v případě aplikace 

živného média s poloviční koncentrací a v případě želatinou stabilizovaných AgNP byla jejich 

toxicita k D. magna výrazně vyšší vzhledem k zachování malého rozměru a tím vysoké biologické 

aktivity AgNP. 
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Summary 

Theoretical and practical part of dissertation thesis discussed discoveries related to biological 

activity of silver nanoparticles against eukaryotic and prokaryotic organisms. On the one hand, the 

thesis is focused on antimicrobial properties of AgNPs and their synergistic action with antibiotics 

against highly resistant bacteria and, on the other hand, deals with possible occurrence of bacterial 

resistance to AgNPs similar to antibiotics and their toxicological and eco-toxicological risks. 

For study of biological properties, spherical AgNPs with mean diameter of 28 nm were 

applied. AgNPs were synthesized by reliable method derived from Tollen’s reaction, which is based 

on reduction of ammonia complex of silver by reducing saccharides. Also, smaller AgNPs with mean 

diameter of 8 nm was prepared by reduction with stronger reducing agent sodium borohydride for 

assessment of size effect on antibacterial activity. 

The first part of experimental work is focused on study of combined antibacterial action of 

AgNPs with antibiotics. The results proved that AgNPs enhance the activity of many antibiotics 

against different species of human and animal Gram-positive and Gram-negative bacteria. This 

enhancement was shown with no dependence on mechanism of action or chemical structure of 

antibiotics. Positive results of synergy testing was shown not only against bacteria sensitive to 

antibiotics but also against multi-resistant Enterobacteriaceae. Synergic antibacterial effect of AgNPs 

in combination with antibiotics against both, sensitive and resistant bacteria, was achieved in very 

low concentrations, in the order from tenths to units of mg/l. These concentrations of AgNPs does not 

exhibit toxic effects against mammalian cells and does not pose a toxicological risk for higher organisms. 

Moreover, in the case of resistant bacteria, restoration of sensitivity to antibiotics caused by combination 

of AgNPs was shown. 

The second part of experimental work deals with resistance of bacteria to AgNPs. Resistance to 

AgNPs was successfully induced in E. coli and P. aeruginosa and mechanism of this resistance was 

elucidated. The resistance was caused by exposition the bacteria to sub-inhibitory concentrations of 

AgNPs and was observed only after 13 exposition steps, when bacteria exhibit increased tolerance to 

AgNPs. The observed induced resistance is based on production of protein flagellin, which causes 

aggregation of AgNPs and formation of large particles of silver, which sediment and does not exhibit 

antibacterial activity. This phenomenon, which has never been described in literature before, has 

importance in prevention of emergence of resistance and in the elimination of highly infectious bacteria. 

The last part of work describes the influence of culture medium concentration and surface 

stabilizers to stability and long-term toxicity of AgNPs against crustacean D. magna. AgNPs without 
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additional surface stabilization subject to fast aggregation as result of high ionic strength of culture 

medium. The aggregation is accompanied with recrystallization to bigger particles and loss of 

toxicity. On the contrary, in case of using 2-fold diluted medium and AgNPs stabilized by gelatine, 

the toxicity against D. magna was significantly higher, because small diameter and AgNP biological 

activity was unaffected. 
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Seznam použitých zkratek 

AFM mikroskopie atomárních sil 
AgNP nanočástice stříbra 
AMC amoxilin + klavulanát 
AMI amikacin 
AMP ampicilin 
AmpC cefalosporinázy 
AMS ampicilin/sulbaktam 
ATM aztreonam 
AZT aztreonam 
BHI bujón z mozkosrdcové infuze 
CCA ceftazidim + klavulanát 
CFU jednotky tvořící kolonie 
CIP ciprofloxacin 
CLI klindamycin 
CLSI Institut pro klinické a laboratorní standardy 
CMP chloramfenikol 
COL kolistin 
COT kotrimoxazol 
COX cefotaxim 
CPM cefepim 
CPR cefoperazon 
CRX cefuroxim 
CReSA centrum pro výzkum nemocí zvířat 
CTZ ceftazidim 
CXT cefoxitin 
CZD ceftazidim 
CZL cefazolin 
DDST diskový difuzní test s inhibitorem betalaktamáz 
DLS dynamický rozptyl světla  
DLVO teorie stability lyofobních koloidů (dle jmen: Derjagin, Landau, Verwey a Overbeek) 
EC50  koncentrace látky, která způsobí určitý efekt u 50 % testovaných organismů 
EPS extracelulární polymerní látky 
ERY erytromycin 
EUCAST Evropská komise pro testování antimikrobiální citlivosti 
FEP cefepim 
FIC frakční inhibiční koncentrační index 
GEN gentamicin  
HAADF detektor elektronů difraktovaných pod velkými úhly 
HRTEM transmisní elektronová mikroskopie s vysokým rozlišením 
KPC karbapenemázy 
LD50  dávka látky, která je smrtelná pro 50 % testovaných organismů 
M.-H. Müller-Hinton  
MER  meropenem  
MIC minimální inhibiční koncentrace 
OECD Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj 
OFL  ofloxacin 
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OXA oxacilin 
OXO  oxolinová kyselina 
PAA kyselina polyakrylová  
PEG polyethylenglykol 
PEN penicilin  
PGRE extrakt z kůry granátového jablka 
PIP piperacilin  
PPT piperacilin/tazobaktam 
PVP polyvinylpyrrolidon  
SDS  dodecyl sulfát sodný 
TEI teikoplanin 
TEM transmisní elektronová mikroskopie 
TET  tetracyklin 
TFA kyselina trifluoroctová 
VAN vankomycin    
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