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ÚVOD 

V současné době je výzkum v oblasti přípravy nanomateriálů, studia jejich 

vlastností a jejich následné aplikaci v široké škále vědních disciplín i každodenních 

produktů na vzestupu. Vlastnosti připravených nanočástic nezávisí pouze na typu částic 

či jejich velikosti, ale na spoustě dalších charakteristik, které lze v rámci syntézy řídit 

změnou řady parametrů. Díky své malé velikosti a s tím související velké ploše povrchu 

tyto nanomateriály získávají unikátní fyzikálně-chemické a tím i biologické vlastnosti, 

jichž lze následně využít v široké škále aplikací. 

V rámci této práce bude pozornost zaměřena převážně na využití nanočástic 

v biologických a medicínských aplikacích. S ohledem na obrovské množství 

nanomateriálů, a tedy velmi širokou paletu nástrojů využívaných v této oblasti, budou 

dále podrobněji diskutovány pouze nanočástice stříbra (AgNPs) a nanokompozity na bázi 

stříbra. V teoretické části disertační práce je zmíněna řada aplikací, jež využívá 

unikátních vlastností nanočástic stříbra, avšak nejvíce prostoru je věnováno využití 

biologických účinků nanočástic stříbra v antibakteriální a ve fototermální terapii.  

V současné době představuje nárůst počtu bakteriálních infekcí vyvolaných 

bakteriemi rezistentními vůči běžně využívaným antibiotikům velký terapeutický 

problém. Pokud bude vznik a šíření bakteriální rezistence narůstat stejnou rychlostí jako 

doposud, tak se mohou tyto obtížně léčitelné infekce v budoucnu celosvětově stát jednou 

z nejčastějších příčin úmrtí. Do té doby je tedy zapotřebí přijít s novými alternativami 

antimikrobiálních látek či s novými léčebnými postupy, které by pokud možno na 

bakteriální buňku působily jiným mechanismem, než dosavadní terapeutika a nebyly tak 

náchylné ke vzniku bakteriální rezistence. Jednou z možných alternativních 

antimikrobiálních látek jsou nanočástice stříbra, které při nízkých koncentracích, jež 

nejsou toxické pro savčí buňky, efektivně usmrcují bakterie.  Kromě vysoké, a navíc 

nespecifické antibakteriální účinnosti (víceúrovňový mechanismus účinku) mají 

nanočástice stříbra také schopnost posilovat účinek antibiotik vůči bakteriím včetně 

vysoce rezistentních kmenů vůči antibiotikům. Na druhou stranu musí být také souběžně 

věnována dostatečná pozornost možnosti tvorby rezistence bakterií k novým 

antibakteriálním látkám včetně nanočástic stříbra, a to s ohledem na vysokou míru 

přizpůsobivosti bakterií k pro ně nepřiznivým podmínkám.  
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Vedle přímého biologického efektu nanočástic stříbra lze také využít jejich 

biologické aktivity prostřednictvím fototermálního efektu, tedy za využití absorbované 

světelné energie a následné transformace na tepelnou, která v důsledku zvýšení teploty 

vede k usmrcení např. nádorových buněk.  

Cílem disertační práce je tedy příprava nanočástic stříbra požadovaných velikostí 

a tvarů, studium jejich biologických účinků a jejich využití jak v antibakteriální, tak 

fototermální terapii. Částice byly připravovány řízenou chemickou redukcí z roztoku 

stříbrných solí na základě změny koncentrace a typu reakčních komponent. Největší 

pozornost byla zaměřena na testování antibakteriální aktivity připravených nanočástic 

stříbra a jejich společného účinku s vybranými antibiotiky vůči rezistentním kmenům. 

Nakonec byla studována schopnost bakterií vytvořit si rezistenci vůči těmto 

nanomateriálům a také jejich toxicita k jiným než k bakteriálním buňkám, což jsou 

nezbytné informace k případné preklinické studii a následné translaci tohoto léčebného 

přístupu bakteriálních infekcí do medicinální praxe. 

  



11 

 

TEORETICKÁ ČÁST 

1. Nanomateriály 

Nanomateriály jsou v posledních desetiletích intenzivně studovanou oblastí 

a uvádí se, že jsou "materiálem 21. století“. Spousta vědeckých týmů z různých 

vědeckých odvětví, včetně biologie, chemie a materiálových věd se v současnosti věnuje 

výzkumu, který se soustřeďuje ať už přímo na syntézu nanomateriálů, tedy materiálů 

s alespoň jedním rozměrem v rozmezí 1 nm až 100 nm, nebo na následné studium jejich 

různorodých fyzikálně-chemických vlastností a jejich aplikaci v široké škále 

výzkumných oblastí. [1] Takovéto nanomateriály jsou ve srovnání s běžnými, 

makroskopickými materiály, velmi odlišné, a to díky svým unikátním fyzikálně-

chemickým vlastnostem vycházejícím z velké plochy povrchu částic a z velkého poměru 

povrchových ku objemovým atomům. Velká plocha povrchu částic souvisí mimo jiné 

i s velkým počtem aktivních míst na jejich povrchu, jež zvyšují interakce částic 

s okolními chemickými individui a biologickými systémy. [2,3] Ve srovnání s jinými 

materiály tedy nanočástice představují velký potenciál v oblasti povrchové chemie, 

v rámci níž, mohou být na jejich povrch navázány různé funkční skupiny, které mohou 

cílit na další molekuly, jež jsou předmětem zájmu. [4] V případě interakcí s dalšími 

látkami částice tedy vynikají svou velkou reaktivitou a katalytickou aktivitou, přičemž 

velká plocha povrchu při interakci s buňkami vede k vyšším, a někdy často 

k neočekávaným, biologickým účinkům, ať už vůči prokaryotním, tak eukaryotním 

buňkám, což může být v některých případech žádoucí, v některých naopak ne. [5] 

Pro další aplikace pak tedy musí být zajištěné potřebné podmínky a musí být naleznut 

takový materiál, jehož toxické účinky budou vyšší při mnohem nižších koncentracích 

v případě patogenních organismů či nádorových buněk než v případě zdravých 

eukaryotních buněk. 

V současné době existuje spousta různých nanomateriálů, které se dělí podle jejich 

chemického složení, tvarů a požadovaných aplikačních účinků. Velká pozornost se 

zaměřuje na uhlíkové nanomateriály (grafeny, nanotrubičky, deriváty fulerenu), kovové 

nanočástice připravované z kovů jako jsou stříbro, železo, měď, zinek, titan, oxid 

křemičitý a hlinitý, a také přípravu velkého množství nanokompozitů. [6] Poměrně velká 

pozornost je v současnosti v oblasti elektroniky, [7] katalýzy, [8] superkondenzátorů, [9], 

baterií [10,11], senzorů [12,13] a nanomedicíny [14,15] ubírána právě 

ke dvourozměrným nanomateriálům, jako jsou například grafen, oxid grafenu (GO), 
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redukovaný oxid grafenu (rGO), nitrit grafitu (g-C3N4) a spousta dalších vrstevnatých 

materiálů. Jako jedny z nejtenčích materiálů mají 2D nanomateriály ze všech známých 

materiálů největší specifický povrch, čímž disponují velkým množstvím reaktivních míst 

na jejich povrchu. [16] Tenkost těchto materiálů navíc umožňuje rychle reagovat na 

vnější signály, jako je například světlo, což vede k jejich využití v optických aplikacích 

všeho druhu, včetně zobrazování, fototermální (PTT) a fotodynamické terapie (PDT). 

[17,18] Uhlíkaté nanomateriály a kovové, především stříbrné, nanočástice, se pro své 

zajímavé vlastnosti a slibné použití v řadě aplikacích staly jedněmi z nejvíce zkoumaných 

a prozkoumaných nanostruktur, a krom výše zmíněných aplikací je lze využít i v široké 

škále lékařských aplikacích a biomedicínských oborech, které jsou našemu výzkumu 

nejbližší, a proto budou v následujících odstavcích a kapitolách podrobněji diskutovány. 

1.1 Příprava nanočástic 

Metody syntézy nanomateriálů se obecně dělí na metody „top-down“ a „bottom 

up“, kde v případě „top-down“ metod dochází k rozrušování objemového materiálu do 

požadovaných nanostruktur, zatímco častěji využívaná „bottom-up“ technika sestavuje 

jednotlivé atomy a molekuly do větších struktur v nano rozměrech, čímž lze snadněji 

ovlivňovat velikost, morfologii, polydisperzitu, povrchový náboj a stabilitu připravených 

nanočástic. Tyto charakteristiky lze ovlivňovat koncentrací jednotlivých reakčních 

složek, iontovou silou roztoku, hodnotou pH, teplotou, a v případě redukčních metod 

syntézy hlavně volbou redukčního činidla. [19] V závislosti na jejich aplikaci lze změnou 

reakčních podmínek optimalizovat syntézu nanočástic tak, aby byly částice připraveny 

s požadovanou velikostí, morfologií, povrchovou chemií a elektrickými či optickými 

vlastnostmi, a tím tak získaly požadované fyzikálně-chemické či biologické vlastnosti 

a funkčnost.  

Metody přípravy nanočástic stříbra 

Nanočástice stříbra jsou využívány v široké škále aplikací, jež mají různé nároky 

na fyzikální, chemické a optické vlastnosti, a proto je potřeba metodu přípravy 

optimalizovat tak, aby vznikl, pokud možno nízko polydisperzní systém o požadovaném 

složení a morfologii částic (Obrázek 1). 
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Obrázek 1. Reprezentativní snímky nanočástic stříbra z elektronové mikroskopie zobrazující různou velikost 

a morfologii připravených nanočástic. [20] 

Nejčastěji jsou nanočástice stříbra připravovány redukcí stříbrné soli vhodným 

redukčním činidlem, při níž dochází k tvorbě nové fáze ve formě zárodků, které 

po dosažení kritické velikosti dorůstají do stabilních koloidních částic. [21,22] Redoxní 

potenciál a molekulární struktura redukčního činidla ovlivňují rychlost tvorby zárodků 

nové fáze, schopnost a rychlost adsorpce na povrch rostoucí částice, která v tomto případě 

katalyzuje přenos elektronu mezi redukčním činidlem a stříbrným iontem. Tímto 

způsobem redukční látka ovlivňuje rychlost redukce stříbrného iontu a tím i výslednou 

velikost částic. Silné redukční činidlo (např. tetrahydridoboritan sodný) má vysokou 

redukční rychlost, čímž dochází k velkému stupni přesycení a tvorbě velkého množství 

zárodků a tvorbě menších částic. [23] Při využití slabého redukčního činidla 

(např. citronan sodný) jsou pak získávány poněkud větší nanočástice s širší velikostní 

distribucí. [24] Kromě výše zmíněných redukčních látek jsou využívávány například 

kyselina askorbová, hydrazin, a redukující cukry. [25–28] Panáček a kol. k přípravě 

nanočástic využívali Tollensovu metodu, jež je založena na přípravě amoniakálního 

komplexu a jeho redukci za pomocí redukujících cukrů. Ve zmíněné práci syntetizovali 

širokou škálu stříbrných nanočástic s různou velikostí, a to redukcí pomocí různých 

monosacharidů (glukóza, galaktóza) a disacharidů (maltóza, laktóza), přičemž mimo jiné 

výběr redukčního činidla výrazně ovlivňoval velikost částic a s tím související 

antibakteriální účinky. [29] 
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Dále lze k přípravě nanočástic využívat dvou-krokovou syntézu, za použití dvou 

různých redukčních činidel. Nejčastěji je za pomoci tetrahydridoboritanu sodného 

nejprve připraveno určité množství malých zárodečných částic, které jsou následně 

v druhém kroku zvětšovány redukcí přebytku stříbrných kationtů slabším redukčním 

činidlem, které zde nemusí sloužit pouze jako redukční, ale i stabilizační činidlo. 

V druhém kroku syntézy musí být vždy použito slabé redukční činidlo (citronan sodný, 

hydrazin nebo například kyselina askorbová), které z hlediska reakční kinetiky 

upřednostňuje redukci kovových iontů na již vzniklém povrchu (heterogenní nukleaci) 

nad tvorbou nových zárodků z roztoku (homogenní nukleaci), což je dáno výškou 

energetické bariéry, která má pro tvorbu nové fáze dlouhé reakční časy. [30–33] 

V případě použití silného redukčního činidla s nízkou energetickou bariérou by pak 

docházelo k paralelní nukleaci a k tvorbě polydisperzního systému. [34,35] Kromě 

výběru redukčních činidel je pak kinetika nukleace, a tedy výsledná velikost částic, 

ovlivňována koncentrací stříbrných iontů, přičemž se vzrůstající koncentrací částic jsou 

připravovány větší částice s absorpčním maximem posunutým k vyšším vlnovým 

délkám. Množství připravených částic v prvním kroku pak koreluje s výslednou velikostí 

částic, přičemž větší množství zárodečných částic vede k přípravě menších částic. [36] 

K dosažení co nejužší velikostní distribuce je zapotřebí používat velmi zředěné roztoky, 

protože při využití vyšších koncentracích redukce trvá příliš dlouho a nedochází tak 

k ukončení nukleace. [37] Příkladem dvoukrokové syntézy částic a přípravy nanočástic 

trojuhelníhového tvaru může být redukce stříbrných iontů kyselinou askorbovou 

v přítomnosti zárodečných částic a polyvinylpyrolidonu (PVP). [38] Parnklang a kol. pak 

jako zárodečné částice využívali jak stabilizované (PVP, citrát), tak nestabilizované 

nanočástice stříbra připravené redukcí ledovým tetrahydridoboritanem sodným. Tvarová 

změna pak byla provedena přidáním předem určeného objemu roztoku peroxidu vodíku 

(979 mM, 0-379 μl), přičemž v závislosti na množství přidaného peroxidu byla vizuálně 

pozorována řada barevných změn od žluté přes červenou, růžovou, fialovou, modrou 

a purpurovou, ke kterým došlo už po zhruba 2 minutách od přídavku peroxidu 

a reprezentovali tím tak výslednou morfologii a tvar připravených nanočástic. [39] 

Nanočástice různých velikostí a tvarů absorbující v oblasti 393-738 nm byly připraveny 

také jednoduchou jednokrokovou syntézou, kde dusičnan stříbrný sloužil jako zdroj 

stříbra, citrát jako stabilizační činidlo a polyvinilpyrolidon pak ovlivňoval růst a výsledný 

tvar nanočástic. V závislosti na množství redukčního činidla (tetrahydridoboritanu 
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sodného) byly připraveny částice o různých morfologiích, a tedy různých plasmonických 

vlastnostech. [40] 

V posledních letech narůstá množství metod, jež jsou přívětivější k životnímu 

prostředí a během přípravy nevyužívají žádné toxické látky. Takzvané „green-syntézy“ 

využívají například rostlin, bakterií a hub, které v rámci svého organismu obsahují řadu 

metabolitů a redukčních biomolekul. Rostliny obecně obsahují sacharidy, tuky, 

bílkoviny, nukleové kyseliny a pigmenty, které mohou působit jednak jako účinná 

redukční činidla pro ionty stříbra tak i jako stabilizátory výsledných nanočástic. [41] 

Zejména polysacharidy (chitosan, celuóza, škrob, heparin kyselina hyaluronová) obsahují 

mnoho funkčních skupin, jako jsou hydroxylové a hemiacetalové funkční skupiny, které 

hrají klíčovou roli jak při redukci, tak při stabilizaci kovových nanočástic. [42] Příkladem 

zelené syntézy pak může být redukce dusičnanu stříbrného pomocí zeleného a černého 

čaje [43], různých druhů bakterií [28] a biomolekul jako flavonoidy, terpenoidy, 

aldehydy, ketony, amidy, bílkoviny, polysacharidy a vitaminy [28,42,44,45]. 

Nanočástice stříbra lze také mimo jiné dále kombinovat s dalšími materiály 

a nanomateriály. Může se jednat například o biokompatibilní materiály na bázi uhlíku, 

jež disponují velkou plochou povrchu, na níž mohou být ukotveny nanočástice, které pak 

tomuto materiálu propůjčují svoje vlastnosti a tím ho tak vylepšují. [46–49] Poměrně 

častým využitím v praxi je pak funkcionalizace různých medicinálních povrchů 

antibakteriálními povlaky stříbra.  [50] Příprava a antibakteriální účinky těchto materiálů 

budou diskutovány v dalších kapitolách. 

1.2 Stabilizace nanočástic 

Jak je známo, koloidní částice mají tendenci se v důsledku přitažlivých Van der 

Waalsových sil vzájemně přibližovat nebo se spojovat do větších útvarů a vytvářet tak 

agregáty. Nanočástice stříbra patří mezi lyofobní koloidy, které obecně nejsou příliš 

agregátně stabilní, a při změně pH, polarity, nebo iontové síly roztoku se z disperze 

snadno vylučují ve formě agregovaného sedimentu.  Ke stabilizaci částic se obecně 

využívají dva různé přístupy, které jsou založeny na elektrostatickém odpuzování částic 

nebo sterických překážkách, které působí proti van der Waalsovým silám přítomným 

mezi koloidními částicemi. [51] Agregaci koloidních částic lze zabránit přídavkem 

stabilizačních činidel, které nejen že zaručují stabilitu částic v disperzi, ale v rámci 

procesu přípravy také zároveň pomáhají regulovat velikost, distribuci velikosti a tvar 

připravených částic. [52] 
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Částice jsou velmi často stabilizovány elektrostaticky, kde po adsorpci iontů látek 

rozpuštěných v kapalině dochází ke vzniku rovnoměrně rozloženého náboje na povrchu 

částice. Zbylé ionty v roztoku jsou pak následně k částici přitahovány a dochází ke vzniku 

elektrické dvojvrstvy. [53] Původem elektrostatické stabilizace je tedy odpudivá 

elektrostatická síla (jež převažuje nad přitažlivou), kterou na sebe jednotlivé nanočástice 

působí poté, co jsou obklopeny elektrickou dvojvrstvou. Ionty kompaktně navázané 

u povrchu nanočástice jsou nazývány takzvanou Sternovou vrstvou, na kterou navazuje 

difúzní část elektrické dvojvrstvy, jež je tvořená ionty, které se s částicí nepohybují a jsou 

distribuovány na základě tepelného pohybu a velikosti elektrostatických sil mezi 

částicemi. Na rozhraní těchto dvou vrstev se ustanovuje elektrokinetický (zeta-potenciál), 

odpovídající nevykompenzovanému náboji na povrchu rozhraní mezi difúzní a Sternovou 

vrstvou. [54] O velikosti zeta-potenciálu pak rozhoduje typ iontů naadsorbovaných 

na fázovém rozhraní a iontová síla roztoku, přičemž se vzrůstající koncentrací elektrolytu 

tvořícího disperzní prostředí dochází ke stlačení elektrické dvojvrstvy, snížení 

elektrostatického odpuzování, snížení zeta-potenciálu a v konečném důsledku i ke snížení 

stability částic. Výsledný náboj na povrchu nanočástice ovlivňuje nejen naadsorbovaná 

látka, ale i pH okolního prostředí, kde může být povrchový náboj ovlivněn disociací 

funkčních skupin a adsorpcí oxoniových a hydroxylových iontů na povrchu částic, 

přičemž stabilizační účinek dané látky se zvyšuje s rostoucím nábojem koagulačního 

iontu. [55] Elektrostatické stabilizace může být dosaženo za využití povrchově aktivních 

látek (cetrimoniumbromid, polyetherimid, kvartérní amoniové soli, dodecylsíran sodný), 

proteinů (albumin, želatina), aminokyselin (glycin, arginin) a dalších nabitých ligandů, 

jež mají vysokou afinitu ke kovovým povrchům nanočástic a ovlivňují tak jejich interakci 

s okolím a jejich stabilitu. Silnou interakci mezi ligandem a nanočásticí v tomto případě 

zajišťují reaktivní skupiny, jež přednostně reagují s konkrétním materiálem a zajišťují 

zvýšenou stabilitu nanočástic. Pro nanočástice stříbra jsou to například thiolové, nebo 

amino skupiny. [56–59] 

Dalším typem stabilizace je stabilizace za použití látek na bázi polymerů jako jsou 

polyoly (polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidon, polyakrylamid, polyethylenglykol), 

 [60–62] polysacharidy a neionické povrchově aktivnící látky Brij, Tween a Triton  

X-100. [63,64] Tyto látky tedy v tomto případě nemění povrchový náboj částice, ale 

vzhledem k jejich objemné struktuře dochází k lokálnímu zvýšení koncentrace molekul 

stabilizátoru naadsorbovaného na povrchu částic a tím pádem ke zvýšení odpudivých sil, 
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jež zabraňují těsnému přiblížení částic (stérická stabilizace). Zároveň může být využito 

jejich hydrofilní povahy, jež vede k tvorbě odpudivé hydratační vrstvy kolem povrchu 

nanočástic, přičemž jejich stabilizační schopnost je přímo úměrná jeho hydrofilicitě. 

Kvalitu stérické stabilizace pak ovlivňuje velikost (délka, rozvětvení řetězce) a chemická 

povaha stabilizátoru. Pokud je však koncentrace příliš vysoká, dochází spíše k agregaci 

částic než k jejímu potlačení. [60,63,65] 

Výběr vhodných stabilizačních činidel je pak důležitý zejména v in vivo 

aplikacích, kde si nanočástice musí v chemicky komplexní biologické matrici zachovat 

své vlastnosti, dokud nedorazí na místo působení a nevykonají požadovanou funkci. 

Částice by si tedy v tomto případě měla zachovat svou velikost a aktivitu, vykazovat co 

nejmenší cytotoxicitu a snažit se tak co nejvíce vyhýbat imunitnímu systému. [55,66] 

Poměrně velká část aplikačního potenciálu nanočástic stříbra je spojena s intravenózním 

podáním do těla, a proto je potřeba přemýšlet i nad stabilitou částic a jejich interakcí 

s krevní plazmou a dalšími krevními komponenty po aplikaci nanočástic do krevního 

řečiště. [67,68] Připravené nanočástice musí být v krvi koloidně stabilní, biokompatibilní 

a funkční, což je s ohledem na vysokou iontovou sílu, kterou krev zajisté má, obtížné 

a může tak způsobovat destabilizaci a cytotoxicitu částic. [69–71] Interakce nanočástic 

s okolními biologickými entitami je tedy pro využití nanočástic v medicíně výrazným 

limitujícím faktorem. Po této interakci se na nano-bio rozhraní vytváří takzvaná 

proteinová korona, která významně ovlivňuje účinky nanočástic a jejich chování 

v biologických systémech. Nabité a hydrofobní povrchy nanočástic jsou ihned po 

kontaktu s fyziologickým prostředím pokryty bílkovinami a dochází k tvorbě „proteinové 

korony“ a to v důsledku toho, že velká plocha povrchu a vysoká povrchová energie 

nanočástic vede k pozoruhodné adsorpci proteinů, jež je tedy v tomto případě 

podporována jak entropií (hydrofobní efekt), tak entalpií (nábojová interakce). [72] 

Nespecifická adsorpce bílkovin je závislá na náboji nanočástic, jejich 

hydrofilicitě/hydrofobicitě, funkčních skupinách nebo ligandech na povrchu nanočástic, 

na celkové koloidní stabilitě, ale také na vlastnostech proteinu (koncentrace, jeho afinita) 

a média (pH, iontová síla, teplota). [73–77] Navíc bylo prokázáno, že dochází k druhově 

specifické adsorpci bílkovin, a proto nelze očekávat stejné výsledky u různých 

testovaných organismů a pak jednoduše získané výsledky aplikovat na lidech. [78]  

V důsledku adsorpce pak může dojít ke změně náboje částice, přičemž velmi často 

převažuje záporný náboj proteinu. V případě přesunu z in vitro do in vivo testování je 
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potřeba sledovat interakci nanočástic se sérovými proteiny a krví (imunoglobuliny, 

lipoproteiny, komplementové a koagulační faktory, fosfolipidy, nukleové kyseliny, 

sacharidy) a interakci a chování nanočástic na buněčné linie. Výsledná tvorba proteinové 

korony tedy výrazně ovlivňuje charakteristiky nanočástic a je tedy možné, že výsledky 

získané in vitro se pak mohou od aktivity in vivo výrazně lišit. [79] K tomu, aby bylo 

možné určit, zda si nanočástice v systému udržují požadované vlastnosti a zda nedochází 

k nežádoucím účinkům je potřeba mimo jiné sledovat průchod nanočástic přes biologické 

bariéry, jejich farmakokinetiku, biodistribuci a eliminaci částic z organismu. Velmi 

oblíbeným mechanismem stabilizace je PEGylace nanočástic, která nejen zvyšuje 

hydrodynamickou velikost, snižuje povrchový náboj a zvyšuje koloidní stabilitu, ale 

zároveň snižuje agregaci krevních destiček, minimalizuje interakci se sérovými proteiny 

(částečně zabraňuje opsonizaci a nespecifické adsorpci proteinů), což částicím poskytuje 

delší dobu cirkulace v těle, zabraňuje vychytávání částic mononukleárním fagocytárním 

systémem a zvyšuje tak úspěšnost zacílení. [80–84]  

2. Nanočástice stříbra pro bio-medicínské aplikace 

V posledních několika desetiletích se kovové nanočástice o průměru menším než 

100 nm díky svým unikátním fyzikálním, chemickým, optickým a biologickým 

vlastnostem významně uplatnily v různých biologických a biomedicínských aplikacích. 

Biologické vlastnosti nanočástic obecně závisí na typu nanočástice, jejich složení, 

velikosti, tvaru, s tím související ploše povrchu a také na jejich povrchových vlastnostech, 

jež jsou ovlivněny molekulami navázanými na povrchu částic a mají tak vliv nejen na 

jejich stabilitu, ale také na jejich následné aplikace. Velkou proměnou, jež zásadně 

ovlivňuje vlastnosti nanomateriálů, je také chemické složení okolního prostředí, protože 

nejen jeho polárnost, pH, ale i přítomnosti proteinů a dalších látek má výrazný vliv 

na rozpustnost částic, jejich pronikání do buněk, biokompatibilitu, toxicitu a v konečném 

důsledku i na jejich celý aplikační potenciál. [85] Nejen samotné vlastnosti nanočástic 

a prostředí, ale i způsob vstupu nanočástic do těla (vdechnutí, požití, vstup kůží, nebo 

injekční aplikace) má zásadní vliv na interakce s okolním prostředí, stabilitu, 

biorekognici a následnou biodistribuci a odbourávání nanočástic a jejich odstranění 

ze systému. [86] 
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Antimikrobiálních účinků nanočástic je v současnosti využíváno jak 

v kosmetickém [87], tak například i v potravinářském průmyslu, a to v obalových fóliích, 

lahvích a kontejnerech, jež mají za úkol zabránit kažení potravin a prodloužit tak dobu 

jejich trvanlivosti. [88–90] Příkladem může být použití polyethylenových filmů 

s nanočásticemi stříbra, jež zabraňují vzniku plísní a kolonizaci bakteriemi. Jejich použití 

by tak mohlo vést k prodloužení doby skladování a kvality ořechů [91] nebo zachování 

trvanlivosti vepřového masa. [92] Obecně mají nanočástice stříbra silné antifungální 

vlastnosti a lze tak bojovat proti široké škále druhů plísní jako je například Trichophyton, 

Candida kmeny [93,94]. Dalším odvětvím, kde jsou nanočástice stříbra hojně využívány 

je textilní průmysl, kde jsou textilie v těsném kontaktu s pokožkou a vytvářejí tak teplé 

a vlhké prostředí pro mikroorganismy, přičemž zpocené textilie jsou pro bakterie ideální 

živnou půdou. [95] Pokud jsou však tkaniny potaženy nanočásticemi stříbra, adheze 

a bakteriální růst jsou inhibovány a textilie tak získává antibakteriální účinky vůči široké 

škále bakterií, plísní a těchto vlastností lze využít v mnoha medicínských aplikacích. 

[96,97] 

Nanomedicína je poměrně mladým oborem, jež vznikl spojením vědeckého 

bádání a technologií s informacemi o interakci nanomateriálů s biologickými systémy 

a lidskými buňkami, jež tak obor nanotechnologií výrazně rozšířil v oblasti analýzy 

a použití částic v lékařství. Díky svým unikátním mechanickým, chemickým, optickým, 

elektrickým vlastnostem, biokompatibilitě a rozložitelnosti jsou zejména 2D 

nanomateriály široce využívány v oblasti cílené dopravy léčiv [98,99], biosenzorice 

[97,100,101], zobrazování [102,103], tkáňovém inženýrství [104,105], antimikrobiální 

[106,107] a protirakovinné terapii. [108,109] Stejně tak jsou v současné době taktéž za 

slibné materiály v lékařských a biotechnologických aplikací pro svou vysokou 

antibakteriální účinnost a optické vlastnosti považovány nanočástice stříbra. Ty jsou pak 

často využívány tam, kde je zapotřebí zajistit sterilní prostředí, a to například v povrchové 

úpravě nástrojů a inkorporaci nanočástic do katétrů. V nedávných studiích pak byla 

prezentována úloha katétrů modifikovaných nanočásticemi jako netoxických zařízení 

schopných trvale uvolňovat baktericidní stříbro, které vykazuje preventivní účinky proti 

vzniku infekcí a s tím souvisejícími komplikacemi. [110–112] 

Nejen antibakteriálních účinků nanočástic stříbra, ale i jejich hojivých vlastností 

vedoucích k rychlejší regeneraci kůže a okolních tkání je využíváno v obvazových 

materiálech a náplastech ke sterilnímu krytí chirurgických ran, [113,114] léčbě 
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popálenin, [115,116] diabetické nohy, [117,118] a v prevenci lokálních infekcí. 

Obvazové materiály musí propouštět plyny a vodní páry, a to proto, aby se na ráně 

vytvořilo vlhké prostředí a nedocházelo tak k dehydrataci. Zároveň by měly tyto 

materiály vykazovat vysokou schopnost absorpce tekutin pro odstranění exsudátu 

a nadměrného množství bakteriálních živin z rány, což obvazové materiály na bázi 

nanočástic stříbra zajišťují. Nanočástice stříbra navíc obvazovému materiálu zajišťují 

potřebné antibakteriální účinky, čímž potlačují bakteriální růst, ale zároveň nevykazují 

cytotoxicitu pro okolní tkáně. [119] Obvazové materiály, popřípadě biomateriály 

přírodního původu (tkaniny, celuóza, chitosan, alginát) jsou tedy v současnosti 

modifikovány nanočásticemi stříbra, jež mimo samotný antibakteriální účinek urychlují 

proces obnovy tkáně, její funkčnosti a minimalizují tvorbu jizev. [120] Na zvířecích 

modelech bylo pak popsáno zlepšení stavu poraněných tkání v důsledku syntézy nového 

kolagenu, infiltrace zánětlivých buněk, překrvení a proliferace fibroblastů. [121]  

Poměrně velká část aplikačního potenciálu nanočástic stříbra se v dnešní době 

ubírá směrem k dentálním aplikacím, kde se pro své antimikrobiální účinky využívá 

k ochraně proti vzniku zubního kazu, přípravě biocidních povlaků na zubní implantáty 

a jako výplňový materiál do ortodontických cementů. Přídavkem nanočástic stříbra 

dochází k zajištění baktericidních účinků, a tedy zlepšení procesu remineralizace, 

kontroly tvorby biofilmu a eliminaci vzniku zubního kazu. [122–125]  

Se vzrůstající dobou dožití narůstá také zátěž na klouby a počet artritických 

onemocnění, jehož základní metodou léčby je umělá náhrada kloubu za použití kostních 

cementů jako je polymethylmetakrylát nebo polyethylen s ultravysokou molekulovou 

hmotností. Po zabudování do kosti však velmi často dochází ke komplikacím 

souvisejícím s bakteriální kolonizací ortopedických implantátů a tvorbě úlomků vlivem 

opotřebení materiálu a s tím souvisejícím vznikem zánětů a infekcí. [126,127] Kostní 

cementy a titanové implantáty jsou tedy potahovány nanočásticemi stříbra, jež snižují 

tvorbu úlomků a vykazují antibakteriální aktivitu vůči široké škále bakterií, včetně 

meticilin rezistentního kmene S. aureus a zároveň nejsou toxické vůči okolním tkáním. 

[128–130] 
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Velká afinita stříbrných nanočástic k biologickým látkám, jako jsou například 

proteiny, usnadňuje výrobu biosenzorů s vysokým detekčním limitem ve srovnání 

s klasickými metodami používanými v biologických aplikacích, a lze je tak využít jak 

v diagnostice, tak k léčbě široké škály rakovinových a infekčních onemocnění. [129–131] 

Nanočástice krom toho mají také široké využití v buněčném biologickém zobrazování 

a biologickém snímání. [132,133] Kromě výše zmíněného jsou nanočástice stříbra aktivní 

i vůči virům a dalším organismům. Jeden z nejnovějších objevů v oblasti využití 

nanočástic stříbra jako biocidů zahrnuje jeho účinnost jako antivirové látky proti virovým 

infekčním onemocněním, jako je SARS-Cov, HIV, žloutenky typu B a virus chřipky 

H5N1, H1N1 a Dengue. [134,135] 

V současné době se výzkum nanočástic stříbra prohlubuje, a to hlavně s ohledem 

na rozvoj a rozšíření bakteriální rezistence vůči antibiotikům, jež omezuje účinnost 

antibiotické léčby infekčních onemocnění. O nanočásticích stříbra se v tuto chvíli uvažuje 

jako o možné alternativě, která by mohla antibiotika úplně nahradit, nebo alespoň doplnit 

v léčbě proti bakteriím, jež si vůči antibiotikům vytvořily rezistenci. [136] 

3.1 Antibakteriální účinky nanočástic 

3.1.1 Antibakteriální terapie dnes 

I přes rostoucí znalosti ve všech oblastech medicíny a značném pokroku 

v diagnostice a terapii představují bakteriální infekce vážný terapeutický problém. 

Hlavními důvody narůstajícího počtu infekcí je endogenní charakter velké části 

bakteriálních infekcí (patogeny pocházející z lidské mikroflóry), narůstající rezistence 

vůči účinku antimikrobiálních léčiv, rostoucí počet pacientů s oslabenou imunitou a osob 

s umělým materiálem v těle (kloubní náhrady), popřípadě pacientů hospitalizovaných na 

jednotkách intenzivní péče. [137,138] V současné době je velmi komplikovaná například 

léčba intraabdominálních infekcí, ventilátorové pneumonie a sepse, kde k eradikaci 

bakteriálního patogena nejsou použitelná žádná antibiotika, nebo je jejich výběr značně 

limitován. [139] 

V současné době jsou bakteriální infekce léčeny za použití antibiotik 

s bakteriostatickými, nebo baktericidními účinky, tedy antibiotiky potlačujícími 

bakteriální růst, nebo antibiotiky, jež bakterie zabíjí. Antibiotika jsou rozdělena do 

několika skupin na základě způsobu účinku, chemické struktury nebo spektra aktivity 

a obecně působí na jedno konkrétní cílové místo bakteriální buňky. Na základě způsobu 
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účinku (Obrázek 2) rozeznáváme antibiotika inhibující syntézu bakteriální buněčné stěny 

(např. β-laktamy nebo glykopeptidy), narušující buněčnou membránu (polymyxiny), 

inhibující syntézu nukleových kyselin (fluorochinolony), proteosyntézu (tetracykliny, 

aminoglykosidy nebo makrolidy) a syntézu kyseliny listové (sulfonamidy). [140] 

Aby mohlo antibiotikum působit antimikrobiálně, musí nejprve vstoupit do bakteriální 

buňky (influx), vydržet zde stabilní, nebo být aktivováno a akumulováno do inhibiční 

koncentrace, jež je potřebná k dosažení jejich antimikrobiálních účinků a až poté může 

antibiotikum vyhledat a interagovat se svým cílovým místem. Změna v kterémkoli 

z těchto kroků vede k vzniku bakteriální rezistence vůči antibiotiku bez ohledu na jejich 

způsob účinku, chemickou strukturu nebo spektrum účinku. [141] 

Dnes využívané antibakteriální látky (antibiotika) se používají již už od 60. let 

20. století. V současné době však medicína čelí reálné hrozbě, že antimikrobiální látky 

vůči bakteriím brzy ztratí svou účinnost, a tím i schopnost léčit bakteriální infekce. Podle 

prohlášení Valného shromáždění OSN ze září 2016 lze odhadovat, že pokud bude 

rezistence bakterií nadále narůstat stejným tempem jako dosud, budou neléčitelné infekce 

způsobené multirezistentními bakteriemi do roku 2050 nejčastější příčinou úmrtí. [142] 

V současné době se jen v USA každoročně rezistentními bakteriemi (tedy schopnými 

odolávat působení antimikrobiální látky, antibiotika) nakazí zhruba 2,8 milionu lidí 

a přibližně 35 000 z nich v důsledku toho zemře. [143] Rostoucí rezistence bakteriálních 

patogenů vůči antibakteriálním látkám tak zvyšuje možnost návratu do éry bez antibiotik, 

kdy nebudou k dispozici adekvátní léky k léčbě bakteriálních infekcí, což by při léčbě 

invazivních bakteriálních infekcí mohlo mít fatální následky.  
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Obrázek 2. Mechanismy účinku antibiotik. [136] 

V důsledku vzniku a šíření bakteriální rezistence mechanismem založeným 

na přebírání genetického materiálu z rezistentních bakteriálních buněk prostřednictvím 

rekombinačních procesů dochází k nezadržitelnému šíření rezistence vůči antibiotikům 

bez ohledu na jejich spotřebu [144] a rezistence vůči antibiotikům se objevuje poměrně 

rychle od jejich zavedení. [145] Typickým příkladem může být rezistence kmene 

Staphyloccocus aureus vůči β-laktamovým antibiotikům. Na počátku 40. let 20. století 

bylo v anglických nemocnicích méně než 1 % kmenu S. aureus rezistentních vůči 

penicilinu, avšak do roku 1948 se tento podíl zvýšil až na 59 %. [146] 

Obavy z blížícího se konce téměř 80leté éry klasických antibiotik způsobené 

rostoucí bakteriální rezistencí jsou více než oprávněné a je nejvyšší čas se tímto 

problémem adekvátně zabývat na všech možných úrovních, včetně vývoje nových 

antimikrobiálních léčiv účinných proti multirezistentním bakteriálním patogenům. FDA 

každoročně schvaluje zhruba 51 nových léčiv, z toho bylo v posledních pěti letech 

schváleno osm nových molekul antibiotik, přičemž většina z nich má strukturu 

odvozenou od již známého antibiotika a působí tedy stejným mechanismem. [139,147] 

Z tohoto faktu je patrné, že navzdory vážným hrozbám způsobeným bakteriemi 

(multirezistentní kmeny, nově se objevující patogeny) v současné době není vývoj 

nových antibakteriálních léčiv příliš populární a většina velkých farmaceutických 

společností od vývoje antibakteriálních léčiv zcela upustila. Důvodem jsou mimo jiné 
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především ekonomické faktory, protože vyšší zisky lze získat vývojem léků proti jiným 

typům nemocí (hypertenze, rakovina, AIDS atd.). [148] 

Bakteriální rezistenci vůči antibakteriálním látkám lze chápat jako schopnost 

bakteriální populace přežít účinek definované koncentrace určitého antibakteriálního 

přípravku. Je však třeba rozlišovat přirozenou (primární) rezistenci, tedy rezistenci 

bakteriálních druhů, které jsou mimo rozsah účinku daného antibakteriálního činidla 

(absence cílového místa) a získanou (sekundární) rezistenci, tj. změnu původně citlivé 

bakterie na rezistentní. Bakterie se může bránit účinkům antibakteriálních látek tvorbou 

bakteriálních enzymů, které narušují nebo modifikují strukturu antibakteriálních látek, 

změnou propustnosti bakteriální stěny a cytoplazmatické membrány, modifikací cílových 

míst antibakteriálních látek a zvýšenou eliminací antimikrobiální látky z bakteriálních 

buněk (bakteriální eflux). [149,150] (Obrázek 3). 

 

Obrázek 3. Mechanismy bakteriální rezistence vůči antibiotikům. [136] 

Bylo publikováno mnoho studií, které dokládají vyšší úmrtnost a kratší přežití 

pacientů s infekcemi způsobenými multirezistentními bakteriemi ve srovnání s infekcemi 

způsobenými citlivými kmeny stejného druhu. Například Rello a kol. uvádějí 86% 

mortalitu pacientů s ventilátorovou pneumonií způsobenou meticilin-rezistentními 

kmeny S. aureus ve srovnání s 12 % v případě izolátů kmene S. aureus citlivých 

na meticilin/oxacilin. Tumbarello a kol. zjistili, že mortalita pacientů s infekcemi 

krevního řečiště způsobenými enterobakteriemi s pozitivní produkcí širokospektrých 

β-laktamáz dosahovala 60 % v případě nedostatečné antibiotické terapie, ale pouze 19 %, 

pokud byla antibiotická terapie účinná. Kang a kol. dokumentovali rozdíl v 30denní 
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mortalitě na infekce způsobené Pseudomonas aeruginosa mezi adekvátní počáteční 

antibiotickou terapií (28 %) a opožděným zahájením účinné léčby (43 %). Herkel et al. 

prokázali statisticky významný rozdíl v mortalitě mezi adekvátní a neadekvátní 

antibiotickou terapií ventilátorové pneumonie. Mortalita byla 27 % u pacientů, kteří 

dostávali adekvátní terapii, a 45 % u pacientů, kteří dostávali neadekvátní terapii, což 

znamená, že bakteriální patogeny byly rezistentní vůči počáteční antibiotické léčbě. [151–

153] 

Protože se zdá nepravděpodobné, že by nová antibiotika v blízké budoucnosti 

poskytla způsob, jak rychle překonat bakteriální rezistenci, potřebujeme alternativní 

způsoby překonání bakteriální rezistence. Velmi slibnou možností je kombinovaná léčba, 

při níž se tradiční antibiotika kombinují s dalšími látkami, které zvyšují jejich účinnost. 

Bakterie si mohou vůči určitým antibiotikům vytvářet rezistenci různými způsoby, proto 

by antibiotika měla být v ideálním případě aplikována ve spojení s látkou, která dokáže 

zablokovat příslušný mechanismus rezistence. Protože například rezistence vůči 

penicilínům je způsobena produkcí enzymů (β-laktamáz), mohla by být účinnost těchto 

antibiotik obnovena jejich aplikací společně s inhibitory β-laktamáz, jako jsou kyselina 

klavulanová, tazobaktam a sulbaktam. [154] 

3.1.2 Antibakteriální terapie budoucnosti 

Kombinace antibiotik s látkami inhibujícími daný mechanismus rezistence 

se zdála být správnou volbou v boji vůči narůstajícímu problému v oblasti bakteriální 

rezistence, avšak bakterie si poměrně rychle stihly vyvinout rezistenci i na tyto 

kombinované léčby. V současnosti je tedy zapotřebí hledat jiné možnosti, nejlépe 

zahrnující doplňkovou antibakteriální látku schopnou působit na více buněčných 

úrovních současně, což by mohli být například nanočástice. Nejčastěji uplatňovanými 

způsoby, jakými nanočástice bojují proti široké škále patogenů, jsou narušení buněčné 

stěny, cytoplazmatické membrány a produkce reaktivních kyslíkových radikálů (ROS) 

vedoucí k oxidačnímu stresu, v menší míře pak enzymatická inhibice, změny genové 

exprese a deaktivace proteinů. [155,156] Pro tento účel by tedy mohli být použity 

anorganické nanočástice materiálů, jako je stříbro, oxid titaničitý, zinečnatý nebo 

grafenové materiály, které vykazují silnou antibakteriální aktivitu při velmi nízkých 

koncentracích (v rozmezí ppm) a zároveň nevykazují cytotoxicitu vůči savčím buňkám 

(BJ, NIH, buněčné linie 3T3). [93,157,158] Vzhledem k tomu, že antibiotika 

a nanočástice mají odlišný způsob antibakteriálního účinku, mohla by být využita 
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i kombinovaná léčba s použitím nízkých dávek obou typů látek. V doposud 

publikovaných pracích bylo například prokázáno, že léčba nanočásticemi stříbra (někdy 

i v koncentracích nižších než 1 mg/L) může obnovit citlivost rezistentních kmenů 

na antibiotika, která jsou jinak neúčinná. [157–161] 

Způsob účinku nanočástic kovů a oxidů kovů není dosud zcela popsán a jasný, ale 

pro příslušné kovy bylo navrženo několik možných způsobů mechanismu účinku 

(Obrázek 4). Každá z nanočástic, bez ohledu na chemické složení, je schopna bojovat 

proti bakteriím různými mechanismy a takový víceúrovňový způsob účinku značně 

ztěžuje vývoj bakteriální rezistence. Kromě toho jsou nanočástice schopny doručit 

antibiotikum k bakteriím a fungovat tak jako nosič léčiva, což vede ke zvýšení účinnosti 

léčiva a omezuje celkovou expozici léčiva. Nejčastěji uplatňované způsoby, jakými 

nanočástice bojují proti široké škále patogenů, jsou narušení buněčné stěny, 

cytoplazmatické membrány a produkce ROS vedoucí k oxidačnímu stresu, v menší míře 

pak enzymatická inhibice, změna genové exprese a deaktivace proteinů. [155,156,162] 

 

Obrázek 4. Mechanismy účinků nanostrukturních materiálů. [136] 

Nanočástice se velmi často hromadí na povrchu a vytvářejí v bakteriální stěně 

jamky "pits", pronikají buněčnou stěnou, narušují buněčnou membránu, způsobují 

strukturální poškození a buněčnou smrt. [163] Baktericidní účinek kladně nabitých iontů 

uvolněných nanočásticemi se zvyšuje vazbou na záporně nabitý povrch bakterií 

(karboxylové, fosfátové skupiny) v procesu známém jako biosorpce. [155,156] Kromě 
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toho elektrostatická vazba na buněčnou stěnu vede k depolarizaci membrány, změně 

membránového potenciálu a ztrátě jeho integrity, což má za následek přerušení přenosu 

energie a buněčnou smrt. [164] Díky silné peptidoglykanové vrstvě Gram-pozitivních 

bakterií je obecně průnik nanočástic do bakterií obtížnější, a proto často interagují pouze 

s bakteriálním povrchem. [165,166] Samotné nanočástice, nebo narušení dýchacího 

řetězce může způsobovat vznik reaktivních kyslíkových radikálů, jež se vyznačují silným 

pozitivním redoxním potenciálem a vedou ke vzniku oxidačního stresu v buňce. [167] 

Mezi ROS patří peroxid vodíku (H2O2), singletový kyslík (O2), hydroxylový radikál 

(-OH) a superoxidový radikál (O2-). Různé typy nanočástic produkují různé kombinace 

ROS, a to vede k různým antimikrobiálním vlastnostem. Za normálních okolností 

je produkce a odstraňování ROS vyvážené, při vysokém stresu však dochází k nadměrné 

produkci ROS, což mění propustnost buněčné membrány a způsobuje poškození bakterií. 

[156,168,169] Kromě oxidačního stresu mohou ROS způsobit poškození makromolekul 

buňky, což vede k peroxidaci lipidů, změně proteinů, inhibici enzymů a poškození RNA 

nebo DNA. Významné antimikrobiální účinky prostřednictvím produkce ROS 

lze pozorovat v případě nanočástic stříbra, [170–172] oxidu zinečnatého, [173,174] 

titaničitého, [175,176] a železitého. [177] 

3.1.2.1 Antibakteriální aktivita nanočástic stříbra  

Stříbro bylo pro své antibakteriální účinky používáno již od starověku, kde bylo 

pro dlouhodobé uchování potravin a prodloužení tak jejich trvanlivosti využíváno 

stříbrných nádob. Na stejném principu pak byly do nádob s vodou, nebo vínem přidávány 

stříbrné mince, čímž se tak zabránilo kažení jejich obsahu. Toho, že stříbro zabraňuje 

hnilobě a rozkladu pak bylo využíváno u bohatších vrstev, a to zejména při využití 

stříbrného nádobí, příborů, a dokonce i slánky pomocí níž si šlechta do svých pokrmů 

přidávala namleté stříbro. [178] Na počátku 19. století začali chirurgové k sešívání ran 

využívat stříbrné drátky a během druhé světové války využívali stříbrných plátů, jež byly 

přikládány na rány vojáků, čímž se tak zabraňovalo infekcím a urychlovalo se hojení ran. 

Nejrozšířenější používanou solí stříbra byl dusičnan stříbrný, který byl hojně využíván 

k léčbě zánětu spojivek u novorozenců, léčbě popálenin, a eradikaci kožních bradavic. 

[179,180] Na začátku 20. století byly sloučeniny stříbra nahrazeny koloidním stříbrem, 

které se stalo rozšířeným a účinným léčivem systémových a lokálních infekcí, tedy i léčbě 

popálenin a plísňových nákaz. [181] Koloidní stříbro se v nemocnicích využívalo jako 

germicid a v minulosti bylo popsáno úspěšné využití pro léčbu infekcí kůže, ucha, zánětu 
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mandlí a dutiny ústní. Po nástupu antibiotik se však od jeho používání upustilo a dále 

se koloidní stříbro používalo jen v malém množství k léčbě očních infekcí.[180,182] 

Antimikrobní aktivita nanočástic stříbra byla laboratorně potvrzena množstvím 

publikací [29,57,183–186] a k této problematice byl sepsán nejeden souhrnný článek. 

[42,187,188] Baktericidní účinek nanočástic stříbra závisí na několika faktorech, jako 

je tvar, velikost, krystalinita, pH, dávka, doba kontaktu, povrchová úprava a povrchový 

náboj. [66] Jednou z nejdůležitějších fyzikálně-chemických vlastností, která ovlivňuje 

antimikrobiální aktivitu, je velikost. Menší částice jsou obecně aktivnější, což je 

způsobeno větším povrchem částic, jež poskytuje větší interakční plochu a zvýšení 

množství baktericidních interakcí. Navíc, částice mnohem lépe pronikají bakteriální 

stěnou a dostávají se dovnitř, ovlivňují DNA a enzymy, a vedou tak k buněčné smrti. 

[189–191] V již zmíněné práci Panáčka a kol. bylo prokázáno, že za použití disacharidů 

byly připravovány menší částice, než v případě monosacharidů a nejmenší připravené 

částice redukcí maltózou tak měli mnohem vyšší antimikrobiální účinky, než 50 nm 

částice připravené redukcí galaktózou. [29] To, že jsou menší částice mnohem více 

aktivní jak vůči Gram-pozitivním, tak Gram-negativním bakteriím bylo potvrzeno 

i v dalších pracích, a lze tedy konstatovat, že antibakteriální aktivita s rostoucí velikostí 

klesá. [192]  

Velký vliv na antimikrobiální aktivitu má také morfologie částic. Chemickými 

metodami byly připraveny různé tvary nanočástic stříbra, přičemž bylo prokázáno, 

že anizotropní nanočástice mají lepší baktericidní účinky než sférické nanočástice, 

což souvisí s větším počtem ostrých hran a rohů, které jsou ve srovnání se zaoblenými 

hranami mnohem více biocidnější. [193,194] 

Jak již bylo zmíněno v kapitole o stabilizaci částic, výsledný náboj částice nemá 

vliv jen na jejich stabilitu, ale i na výslednou interakci částice s buněčnou membránou, 

jež je založená na elektrostatické adhezi. [189,195] Karboxylové, fosfátové, hydroxylové 

a aminové skupiny spojené s tlustou peptidoglykanovou vrstvou buněčné stěny Gram-

pozitivních bakterií jim dodávají záporný náboj. Podobně tyto funkční skupiny spojené 

s lipopolysacharidem ve vnější membráně propůjčují celkový negativní náboj 

Gram-negativní buněčné stěně. [196] Kladně nabité nanočástice, nebo samotný kladný 

náboj stříbrných iontů je tak velmi přínosný pro elektrostatickou přitažlivost mezi 
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záporně nabitou buněčnou stěnou a kladně nabitými částicemi, a tedy jejich výslednou 

baktericidní aktivitu. [156]  

V práci publikované Badawy a kol. byly zkoumány nanočástice stabilizované různými 

stabilizačními činidly, a tedy s různým výsledným zeta-potenciálem. Zkoumány byly 

například částice stabilizované citrátem, jež mají díky karboxylové části velmi záporný 

zetapotenciál (-38 mV), v důsledku čehož může docházet k elektrostatickému 

odpuzování mezi záporně nabitými částicím a bakteriální buněčnou stěnou. Oproti tomu 

zeta potenciál PVP stabilizovaných částic je méně negativní (-10 mV), což podporuje 

vyšší interakci než v případě citrátu a tím pádem i vyšší toxicitu. Posledním 

stabilizátorem použitým v této studii byl polyethylenimin, v němž aminoskupiny 

nanočásticím udělují kladný náboj a stabilitu proti aglomeraci. V tomto případě kladně 

nabité částice (+40 mV) silně interagují se záporně nabitými částmi v membráně bakterií 

(např. proteiny) a vyvolávaly změny ve strukturální integritě buněčné stěny bakterií, 

což vedlo k úniku cytoplazmatického obsahu a buněčné smrti. [197] 

Role elektrostatického náboje pak byla zkoumána i v dalších pracích a na různých ať už 

Gram-pozitivních, tak Gram-negativních bakteriálních kmenech. Ve všech případech 

byla vůči testovaným mikroorganismům zaznamenána vyšší baktericidní aktivita 

u kladně nabitých nanočástic. Nižší antibakteriální aktivita negativně nabitých částic pak 

byla vysvětlena odpuzováním mezi záporně nabitých biomolekul na povrchu bakterie 

a záporně nabitým povrchem částic. [198–200] V řadě prací však bohužel nebyl testován 

samotný účinek stabilizátoru, a jelikož je známo, že kladně nabité stabilizační látky, jako 

je například polyethylenimin jsou sami o sobě silně antibakteriální nelze antibakteriální 

účinky přisuzovat pouze kladnému náboji nanočástic stříbra. [201–203] 

Samotný povrchový náboj může být u některých nanočástic přepínán v závislosti 

na pH. Jedním z příkladů může být nanokompozit s anhydridem kyseliny lipoové, jež měl 

zvýšenou antibakteriální účinnost při nižších hodnotách pH, což lze přičíst kladnému 

povrchovému náboji připravených částic v kyselém roztoku. [204,205] Stejný výsledek, 

tedy to, že se zvyšujícím se pH klesá baktericidní aktivita bylo prokázáno pro 

nanokompozit stříbra s redukovaným oxidem grafenu. Ze tří různých pH prostředí 

tu nejlepší baktericidní aktivitu vykazovalo to nejníže testované pH (5,6), což bylo 

vysvětleno zvýšeným obsahem vodíkových iontů a rozpustného kyslíku v kyselém 

prostředí, jež přispělo k oxidaci nanočástic a k rychlému uvolňování stříbrných iontů 

a zvýšení antibakteriální aktivity. [206] 
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Nanočástice stříbra jsou schopny rychle a efektivně likvidovat celou řadu 

mikroorganismů a jsou efektivní jak vůči běžným Gram-pozitivním a Gram-negativním 

kmenům, tak i vůči multirezistentním bakteriálním kmenům jako jsou S. aureus, 

P. aeruginosa a celé řadě enterobakterií. [207,208] Bakteriální růst nemusí být 

potlačován pouze samotnými stříbrnými nanočásticemi, ale i pomocí různých 

nanokompozitů se stříbrem, jež mají také velmi zajímavé antibakteriální účinky.  

[209–211] Například derivát grafenoxidu se stříbrem tvoří stabilní systém, jež díky své 

velké ploše povrchu s širokou škálou navázaných funkčních skupin zvyšuje interakční 

plochu s bakteriálním povrchem a dovolují jim tak interagovat s buněčnou membránou 

prostřednictvím vodíkových vazeb, nebo elektrostatických interakcí. Kromě působení 

samotných kladně nabitých stříbrných iontů, jež interagují se záporně nabitým 

fosfolipidem na buněčné membráně, tak v tomhle případě dochází i k narušování integrity 

ostrými hranami samotného grafen oxidu. Tak i tak v obou případech dochází ke změnám 

propustnosti membrány, což může vést jak k úniku intracelulárních látek, tak ke vstupu 

stříbrných iontů dovnitř do buňky, kde pak dále mohou vytvářet ROS, interagovat s DNA, 

nebo thiolovými skupinami, jež může bránit procesu syntézy bílkovin a dalším procesům, 

jež mohou sloužit k inhibici bakteriálního růstu, nebo dokonce k buněčné smrti. 

[212,213] 

Dalším poměrně palčivým problémem v antibakteriální terapii je tvorba biofilmů, 

což jsou shluky bakterií uzavřených v extracelulární polymerní látce (EPS), která 

se skládá převážně z proteinů, extracelulárních polysacharidů a nukleových kyselin. 

Struktura biofilmu propůjčuje bakteriím schopnost tolerovat náročné podmínky prostředí, 

odolnost vůči antibiotikům a imunitnímu systému hostitele a poskytuje optimální 

prostředí pro výměnu extracelulární DNA (plasmidů). [214,215] I v tomto případě byl 

testován antibakteriální účinek nanočástic stříbra a ukázalo se, že částice snižují biomasu 

vzniklých biofilmů a redukují produkci proteinů a exopolysacharidů. [216] Příkladem 

můžou být nanočástice syntetizované z metabolitů Rhizopus arrhizus, které inhibují 

produkci alginátu, což je důležitá složka EPS, která bakteriím umožňuje přilnout 

k povrchu a chrání je před imunitní odpovědí. [217] Sanyasi a kol. zkoumali účinek 

nanočástic obalených karboxymethyltamarindem na biofilm tvořený bakteriemi E. coli 

a B. subtilis, přičemž tvorba biofilmu byla zcela potlačena a buňky po ošetření 

nanočásticemi vykazovaly zmačkanou morfologii povrchu, relativně protáhlou velikost 

a nebylo viditelné zřetelné septum, což naznačuje, že nanočástice zabraňují dělení 
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bakteriálních buněk, způsobují destrukci membrán a zabraňují jejich sdružování 

za účelem tvorby biofilmů. [218] V dalších článcích pak byla popsána také snížená 

exprese genů s motilitou a tvorbou biofilmu. [219,220] Výhodou malých částic je, že EPS 

tak malé částice nezachytí a mohou tak pronikat tlustou vrstvou biofilmu a zničit až 98 % 

biofilmu. [221] Spousta dalších příkladů je uvedena v souhrnném článku [66], jehož 

výsledky potvrzují, že nanočástice stříbra mohou být použity jako slibná antibakteriální 

látka potlačující tvorbu biofilmu.  

Mechanismus účinku nanočástic stříbra 

Přesný mechanismus účinku nanočástic stříbra není doposud zcela objasněn, což 

komplikuje pochopení interakcí mezi nanočásticemi a bakteriálními buňkami. Všechny 

existující údaje však naznačují, že stříbrné nanočástice vykazují paralelně různé 

antibakteriální mechanismy a nespecificky se vážou na širokou škálu cílů a tím narušují 

mnoho aspektů buněčného metabolismu, což bakteriím značně ztěžuje schopnost 

odolávat účinkům těchto nanočástic a také si vůči nim vytvořit rezistenci. [222,223] 

Zároveň se předpokládá, že stříbrné nanočástice slouží jako zásobárna stříbrných iontů, 

jež se v důsledku oxidativního rozpouštění uvolňují. [224,225] Nanočástice jsou pak 

schopny přilnout k negativně nabité buněčné stěně bakterií a vytvořit v ní "jamky" 

(otvory), což vede k depolarizaci a zhroucení potenciálu plazmatické membrány. 

[163,226] V důsledku toho dochází k odtoku cytoplazmatického obsahu a buněčná 

membrána se stává propustnější, což výrazně usnadňuje průnik nanočástic do buněk 

a jejich interakci s mezibuněčnými složkami (ribozomů, mitochondrií, vakuol) 

[68,227,228] Uvolněné stříbrné ioty inhibují místo mezi cytochromem α2 a cytochromem 

b v dýchacím řetězci a nanočástice tím tak mohou přerušit proces buněčného dýchání, 

inhibovat cytochrom v elektronovém transportním řetězci nebo denaturovat ribozomální 

podjednotku 30S (zabránit translaci proteinů). [156,229] Druhý, poměrně často 

zastoupený mechanismus navrhuje produkci ROS na buněčné membráně, jejichž formace 

může vést k poškození replikace DNA, destrukci biomolekul a přispívá k oxidačnímu 

stresu. Kromě toho se nanočástice snadno vážou na thiolové, amino a fosfátové skupiny, 

které jsou důležitými součástmi DNA, peptidů a enzymů, což může vést k inaktivaci 

enzymů, měnit expresi proteinů a narušovat tak metabolické procesy, jež vede 

k poškození nebo inhibici replikace DNA/RNA a způsobuje nevratné poškození bakterií 

a smrt buněk. [226,230–232] 
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3.1.2.2 Synergické účinky nanočástic a antibiotik 

Několik studií v poslední době naznačilo, že nanostrukturní materiály, zejména 

stříbro, zlato, nanočástice oxidu titaničitého a další nanočástice mohou při nízkých 

dávkách posílit antibakteriální účinky konvenčních antibiotik a tím tak obnovit citlivost 

rezistentních bakteriálních kmenů k antibiotikům. [233–239] Jinými slovy, antibiotika, 

která byla původně zcela neúčinná, vykazují v kombinaci s nanočásticemi kovů a oxidů 

kovů baktericidní účinky proti multirezistentním bakteriálním kmenům. Toto zjištění 

jasně naznačuje, že je možné nalézt účinnou kombinaci antibiotika se sloučeninami 

na bázi nanomateriálů, jež vede k synergickému antimikrobiálnímu účinku 

umožňujícímu účinnou inhibici bakteriálních patogenů při použití výrazně nižších dávek 

než ve srovnání se samotným antibiotikem. [240,241] V případě nanočástic stříbra byly 

při kombinaci s antibiotiky zaznamenány vysoké synergické antibakteriální účinky i při 

koncentraci nižší než 1 mg/L [160,242–244], což jsou koncentrace s dobrou 

hemokompatibilitou a netoxické pro lidské buňky. [157,158,245] Díky tomu 

se nanostrukturní materiály jeví jako velmi perspektivní antibakteriální látky a kombinace 

antibiotik s nanomateriály představuje jeden z možných přístupů k účinnému boji proti 

problému rostoucí rezistence patogenních bakterií vůči tradičním antibiotikům. Většina 

doposud publikovaných experimentů byla bohužel provedena na bakteriích citlivých 

k účinkům antibiotik, tedy vhodné k prokázání funkčnosti metody, avšak bez jakéhokoliv 

využití v praxi. Mnohem důležitější jsou výsledky testované na rezistentních bakteriích, 

jež způsobují nejproblematičtější a nejhůře léčitelné infekce. 

V přehledových článcích [246,247] byl sledován vliv mechanismu účinku 

antibiotika na výsledný synergický účinek a zda lze účinek antibiotik obnovit, či nikoliv. 

Zvýšení antibakteriálních vlastností antibiotik v kombinaci s nanočásticemi stříbra bylo 

pozorováno u všech testovaných kombinací s antibiotiky narušujícími buněčné 

membrány (kolistin). Obecně lze říci že rezistenci bakterií vůči antibiotikům působícím 

na syntézu buněčné membrány/bílkovin/buněčné stěny (β-laktamy) bylo možné zvrátit 

a antibiotika v kombinaci s nanočásticemi stříbra získaly zpět své antibakteriální 

vlastnosti i v nižších koncentracích než dříve. Nanočástice stříbra v tomhle případě 

pravděpodobně interagují s porinovými kanály a peptidoglykanem na povrchu bakterií, 

narušují a pronikají buněčnou stěnou, což umožňuje antibiotiku dostat se dovnitř a být 

opět účinné. V případě β-laktamových antibiotik může narušení buněčné stěny a vnější 

membrány vést k úniku karbapenemázy z bakteriální buňky a snížení její aktivity uvnitř 
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periplazmatického prostoru, a tedy ke zvrácení mechanismu jejich rezistence. Naopak 

antimikrobiální aktivita glykopeptidových antibiotik (vankomycin) působících 

na syntézu buněčné stěny nemohla být ve všech případech zvýšena. Mechanismy 

rezistence ve většině případů zahrnují chemické změny cílové strany (např. přeměna 

D-alanyl-D-alaninu na D-alanyl-D-laktát) a ty jsou obtížně překonatelné. Pokud však 

mechanismus rezistence souvisí s buněčnou stěnou, nanočástice pomáhají antibiotikům 

proniknout stěnou a zároveň v ní vytvářejí otvory, [248] což umožňuje antibiotiku dostat 

se dovnitř bakterie a navázat se na své obvyklé vazebné místo. Zvýšení antibakteriální 

aktivity nebylo pozorováno u antibiotik inhibujících syntézu kyseliny listové 

(trimetoprim) a téměř ve všech testovaných případech u antibiotik inhibujících syntézu 

nukleových kyselin (ciprofloxacin). Rezistence k těmto antibiotikům je většinou získána 

nevratnou chromozomální mutací, kterou nanočástice nemohou tak snadno zvrátit. 

Obecně lze říci, že konečný účinek závisí na mechanismech rezistence bakteriálních 

kmenů, přičemž některé z nich, jako je například snížená adsorpce a buněčná propustnost, 

lze překonat narušením vnější membrány a buněčné stěny prostřednictvím nanočástic 

stříbra, jiné, jako je například změna cílového místa, nebo nenávratné genetické mutace 

pravděpodobně překonat nelze.  [136] Synergický účinek mezi nanočásticemi stříbra 

a antibiotiky (Obrázek 5) lze vysvětlit i vazebnou interakcí mezi nimi. [233,249] 

Konkrétně amino a hydroxy skupiny antibiotika se navážou na nanočástici 

prostřednictvím chelatace, což vede k vytvoření konjugátu, v němž je stříbrné jádro 

nanočástice obklopeno molekulami antibiotika. [250] Nanočástice jsou pak selektivně 

přitahovány k cytoplazmatické membráně tvořené glykoproteiny a fosfolipidy, takže 

nanočástice fungují jako nosiče léčiva transportující antibiotikum do blízkosti 

cytoplazmatické membrány (2), což vede k lepšímu kontaktu s buněčnou stěnou a ke 

zvýšení koncentrace antibiotika a stříbra v blízkosti buněčné membrány (3). Lokální 

zvýšení koncentrace stříbrných iontů v blízkosti bakteriálního povrchu způsobuje 

bakteriální toxicitu tím, že váže stříbrné ionty na proteiny a molekuly DNA buněčné stěny 

i uvnitř buňky (4), což vede k bakteriální smrti. Membránová propustnost by se mohla 

zvýšit také vazbou nanočástic stříbra na bílkoviny obsahující síru, čímž se zlepší průnik 

antibiotika do buňky [251] Dalšími mechanismy účinku, který se podílí na výsledném 

synergickém účinku, by mohla být produkce ROS, změna ochranné funkce buňky 

a narušení DNA vedoucí k baktericidním účinkům. [159,252] 
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Obrázek 5. Schéma synergického antibakteriálního účinku nanočástic stříbra s tetracyklinem. [233] 

3.1.2.3 Bakteriální rezistence vůči účinkům stříbra 

Je třeba zdůraznit, že vývoj a šíření bakteriální rezistence je přirozený proces, 

kterému nelze zcela zabránit. Většina mechanismů rezistence se u bakterií vyvinula dávno 

předtím, než byly k léčbě použity první moderní antibakteriální látky. Mechanismy 

rezistence obvykle nevznikají náhodně a náhle, ale čekají na podmínky, které jim umožní 

v bakteriální populaci uspět. Díky tomu, spolu s neustálými změnami bakteriálního 

genomu a jejich schopností přizpůsobit se negativním podmínkám, je zřejmé 

a předvídatelné, že bakterie budou schopny čelit antibakteriálním účinkům nanočástic 

kovů a oxidů kovů. V případě nespecifického působení nanočástic lze očekávat 

nespecifický mechanismus vzniku bakteriální rezistence. 

Graves a kol. nedávno uvedli, že si bakterie mohou snadno vyvinout rezistenci 

vůči nanočásticím stříbra v důsledku relativně jednoduchých genomických změn. [253] 

Naopak Panáček a kol. a Gunawan a kol. zaznamenali rezistenci vůči stříbru u kmenů 

Escherichia coli, která není způsobena změnami v bakteriální DNA. Gunawan a kol. 

zjistili, že Bacillus subtilis má přirozenou schopnost přizpůsobit se buněčnému 

oxidačnímu stresu vyvolanému uvolňováním Ag+ při dlouhodobé expozici nanočásticím 

stříbra z povrchu krystalického TiO2. [254] Panáček a kol. uvedli, že Gram-negativní 

bakterie E. coli a P. aeruginosa si po opakované expozici nanočásticím stříbra mohou 

vyvinout rezistenci produkcí adhezivního proteinu flagelinu, který vyvolává agregaci 

a destabilizaci nanočástic, což snižuje jejich stabilitu, a tím eliminuje jejich 

antibakteriální aktivitu. [255] Zhang a kol. uvedli, že E. coli si po několikadenní expozici 

vůči ZnO nanočásticím vytváří adaptivní rezistenci, která spočívá ve změnách tvaru 

bakterií a expresi membránových proteinů. [256] Graves, Gunawan, Zhang a Panáček 
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uvádějí vývoj bakteriální rezistence vůči nanočásticím pouze u Gram-negativních 

bakterií. Indukce bakteriální rezistence opakovaným působením subinhibičních 

koncentrací u Gram-pozitivních bakterií byla zatím popsána jen málo. [257] 

Bakterie jsou schopny odolávat antibakteriálnímu působení těžkých kovů různými 

mechanismy, včetně efluxu, extracelulární bariéry, redukce kovových iontů, 

extracelulární a intracelulární sekvestrace. Nejčastějším mechanismem rezistence je eflux 

toxických iontů mimo bakterie nebo vytvoření extracelulární bariéry (např. extracelulární 

polymerní látky biofilmu), která zabraňuje vstupu iontů do buňky a brání jim před stresem 

vyvolaným toxickými kovy. [258–260] Kromě toho jsou bakterie schopny zvýšit regulaci 

genů, které jsou zodpovědné za eliminaci ROS, reparaci poškození DNA a hydrolýzu 

abnormálně sestavených proteinů, které mohou opravovat poškození způsobená 

toxickými ionty, [261–263] rezistence vůči nanomateriálům však v takovém rozsahu 

prozatím popsána nebyla. 

Rezistence vůči stříbru a jeho sloučeninám představuje jednu z nejvíce 

studovaných rezistencí bakterií vůči kovům. Bakterie rezistentní vůči stříbru byly poprvé 

izolovány v roce 1960 z popálenin ošetřených dusičnanem stříbrným. [264] Příklady 

bakteriálních kmenů rezistentních vůči stříbru zahrnují Escherichia coli, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus 

a Pseudomonas aeruginosa. [265] Bakterie mohou odolávat stříbru několika 

mechanismy, jako je redukce stříbrných iontů na méně toxické oxidační stavy a snížená 

propustnost cytoplazmatické membrány. Nicméně aktivní eflux je nejvíce uplatňovaným 

mechanismem, jak bakterie odolávají a eliminují toxické účinky kationtů stříbra. 

Mechanismus rezistence vůči iontovému stříbru zahrnuje aktivní eflux stříbrných iontů 

z buňky pomocí adenosintrifosfatáz typu P nebo chemiosmotických antiporterů Ag+/H+. 

[266–269] Silver a kol. uvedli stanovení rezistence vůči sloučeninám stříbra pomocí 

bakteriálních plazmidů a genů u kmenů Salmonella spp. Rezistence vůči stříbru 

propůjčená plazmidem Salmonella pMGH100 zahrnuje devět genů ve třech 

transkripčních jednotkách. Dvoukomponentní transkripční regulační systém 

senzor/responder (SilRS) řídí syntézu periplazmatického proteinu vázajícího Ag(I) (SilE) 

a dvou efluxních pump (ATPáza typu P (SilP) plus tříproteinový chemiosmotický RND 

systém výměny Ag(I)/Hþ (SilCBA)).[268] 
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Díky schopnosti odolávat iontům stříbra spolu s neustálými změnami 

bakteriálního genomu a jejich schopnosti přizpůsobit se negativním podmínkám 

se očekávalo, že si bakterie vyvinou rezistenci i vůči nanočásticím stříbra. Některé 

bakterie, alespoň pokud mají tuto schopnost, mohou být částečně odolné vůči 

nanočásticím kovů a oxidů kovů tím, že eliminují toxické účinky kationtů nebo 

oxyaniontů kovů. Tímto způsobem mohou bakterie eliminovat jeden z mechanismů 

antibakteriální aktivity nanočástic spočívající v toxických účincích kovových iontů 

uvolňovaných z nanočástic, a proto mohou do určité míry tolerovat toxický účinek 

kovových nanočástic. Valentin a kol. popsali u kmene S. aureus rezistenci jak 

k iontovému stříbru, tak k nanočásticím stříbra, která byla spojena s mutacemi genů 

zapojených do syntézy nukleotidů, obrany proti oxidačnímu stresu a změnami 

v metabolismu cysteinu. [270] Rezistenci u kmenu S. aureus popsali také Elbehiry a kol. 

kteří vyvolali rezistenci jak k nanočásticím stříbra, tak zlata, přičemž nebyla pozorována 

žádná zkřížená rezistence. [257] 

Bakterie mohou působení antibakteriálních látek odolávat obecně dvěma hlavními 

způsoby. V případě nanočástic stříbra buď zabrání vstupu nanočástic stříbra nebo iontů 

stříbra do buňky, nebo když už se tam dostanou, snížením množství antibakteriální látky 

v buňce. Například Pseudomonas putida dokáže snížit propustnost bakteriální membrány 

prostřednictvím cis-trans izomerizace nenasycených mastných kyselin. [271] Ve většině 

případů však bakterie produkují extracelulární látky, které nanočástice imobilizují 

a neumožňují jim kontakt s bakterií. [272] Yang a kol. popsali zvýšenou stimulaci vývoje 

biofilmu po delším působení nanočástic stříbra a zvýšenou regulaci quorum sensing 

a biosyntézu liposacharidů jako hlavní mechanismy rezistence u Pseudomonas 

aeruginosa. [273] Khan a kol. zaznamenali bakteriální rezistenci u kmene Bacillus 

pumilus a naznačují, že nanočástice stříbra obalené exopolysacharidy vykazují pro různé 

bakteriální kmeny menší toxicitu. [274] Tvorba proteinových obalů byla rovněž 

zaznamenána po chronické expozici nanočásticím v kontinuálním bakteriálnímu médiu 

v bioreaktorech u bakterie E. coli. [275] Kromě extracelulárních polymerních látek 

mohou bakterie, aby odolaly negativním účinkům antimikrobiálních látek, produkovat 

i další sloučeniny. Například, Ellis a kol. popsali mechanismus rezistence u P. aeruginosa 

založený na zvýšené produkci fenazinového pigmentu, který omezuje expozici bakterií 

účinkům nanočástic stříbra. [276] 
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Jakmile se nanočástice stříbra dostanou do buňky, musí být dosaženo 

minimální inhibiční koncentrace (MIC), aby se projevil jejich antibakteriální účinek. 

Přítomnost efluxní sítě, která zde funguje jako mechanismus rezistence vůči nanočásticím 

stříbra, byla popsána u Bacillus subtilis, [254] Salmonella seftenberg, [277] 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae [278] a Escherichia coli. [253,275,278] 

V tomto případě jsou antimikrobiální látky odčerpávány z buňky ven, proto nemůže být 

dosaženo minimální inhibiční koncentrace (MIC) a částice nemohou působit tak, jak by 

měly, a dosahovat tak dostatečného antibakteriálního účinku. 

Dle dostupných informací, Panáček a kol. byli jediní, kteří se nově vybudovaný 

mechanismus rezistence pokoušeli překonat. Dodatečná stabilizace pomocí různých 

povrchově aktivních látek a polymerů nebyla v tomto případě úspěšná, ale tvorbu 

flagelinu (zapříčiňujícího bakteriální rezistenci) se jim nakonec podařilo potlačit 

přídavkem extraktu z kůry granátového jablka, který zabránil agregaci nanočástic 

a nanočástice si tak dokázaly zachovat své antibakteriální vlastnosti. [255] Jak bylo 

zmíněno v této kapitole, bakterie jsou schopny vybudovat si rezistenci i vůči nanočásticím 

stříbra, proto by se mechanismy rezistence měly podrobněji studovat, a v blízké 

budoucnosti by se měly nastínit nové způsoby, jak tyto nově formované mechanismy 

rezistence překonat. 

3.2 Cytotoxické účinky nanočástic 

Jak již bylo zmíněno v předchozí kapitole, nanočástice stříbra i grafenové 

kompozity vykazují ve velmi nízkých koncentracích silné baktericidní účinky vůči 

multirezistentním bakteriím. Zda bude nanočástice stříbra do budoucna možné používat 

v medicinální praxi je prozatím nemožné předpovídat, protože kromě testování 

cytotoxicity vůči široké škále zvířecích, lidských buněk in vitro prozatím nebyl 

publikován dostatek dat popisující chování nanočástic in vivo, a jejich farmakokinetiku 

a distribuci v organismu, jehož výsledky budou mít velký vliv na to, zda nanočástice 

antibiotika při léčbě lokálních a systémových infekcí plně nahradí, zda je bude možno 

využít alespoň ke zvýšení účinnosti současně využívaných antibiotik, nebo zda se projeví 

nežádoucí toxické účinky, které by mohly ohrozit jejich aplikaci. 

Nanočástice mohou obecně pronikat do buněk procesem difúze, fagocytózy nebo 

endocytózy [168]. Jakmile se částice dostanou do buňky, tak mohou denaturovat různé 

antiapoptotické proteiny a iniciovat expresi proapoptotických proteinů, které následně 

iniciují signální dráhu apoptózy. [79] Po interakci s buňkou pak mohou vyvolávat 
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cytotoxicitu hned několika způsoby, přičemž mezi hlavní mechanismy patří vznik 

reaktivních kyslíkových radikálů a uvolňování iontů stříbra. [279,280] Nanočástice jsou 

po vstupu do buňky nejprve rozpoznány membránovými receptory, poté jsou 

internalizovány, translokovány a nakonec eliminovány. Buňka částice akumuluje 

a transportuje je přes buněčné membrány a hromadí je v mitochondriích, což po nějaké 

době vede k mitochondriální dysfunkci, která se projevuje poklesem mitochondriálního 

membránového potenciálu, destrukcí mitochondriálního dýchacího řetězce a stupňující 

se produkcí ROS. [66,281–283] Většina buněčných a biochemických změn v buňkách je 

způsobena toxicitou zprostředkovanou ROS, což bylo potvrzeno několika modely in vitro 

[284,285]. V případě nanočástic stříbra dochází ke snížení hladiny gluthathionu (GSH) 

prostřednictvím inhibice enzymu syntetizujícího GSH a tím pádem zvýšení intracelulární 

ROS. Jelikož dojde k narušení jednoho z hlavních endogenních antioxidantů, který je 

schopný vázat a redukovat ROS, GSH je považován za kritický obranný systém pro 

přežití buněk [286,287] Nadprodukce ROS, vede k přerušení syntézy ATP, poškození 

buněčné membrány uvolněním laktátdehydrogenázy, denaturaci proteinů, destrukci DNA 

v jádře a aktivaci signální dráhy, jež vede k zabránění proliferace buněk, a nakonec 

k buněčné smrti. [288,289] Tvorba kyslíkových radikálů a následný oxidační stres jsou 

tedy považovány za pravděpodobný mechanismus toxicity vyvolaný nanočásticemi 

stříbra. Agregace částic a oxidace jejich povrchu za vzniku oxidu stříbrného vede 

k uvolňování iontového stříbra do média, což vede k jeho akumulaci a může dojít ke 

vstupu do buňky prostřednictvím difuze nebo endocytózy, což následně způsobuje 

mitochondriální dysfunkci [159]. Toxicita nanočástic stříbra je pak mimo jiné tedy 

přisuzována i stříbrným iontům, jež se uvolňují oxidací povrchu a pak následně reagují 

s biologickými molekulami. [290–292] 

Na výslednou cytotoxicitu částic má vliv hned několik faktorů jako jsou velikost, 

tvar, koncentrace neboli dávka nanočástic, jejich povrchová úprava (využití 

stabilizačního činidla, formace proteinové korony), doba expozice a pak samotný typ 

buňky vůči níž je cytotoxicita testována. [79,294] Malé nanočástice jsou se svou velkou 

plochou povrchu aktivnější a snadněji se rozpouští, pronikají do buňky a katalyzují vznik 

ROS. Z dostupných dat je patrné, že menší částice vyvolávají vyšší toxicitu, přičemž toto 

tvrzení testovalo hned několik autorů, kteří potvrdili, že menší testované částice jsou vždy 

toxičtější než stejné nanočástice s o něco větší velikostí. [295–297] Tvar částic taktéž 

ovlivňuje cytotoxicitu a mechanismus buněčného příjmu, přičemž například v práci 
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Stoehr a kol., sférické nanočástice na rozdíl od nanodrátků nevykazovali vůči buňkám 

A549 žádné toxické účinky. [298] Dalším důležitým faktorem ovlivňujícím toxicitu 

je koncentrace nanočástic. V rámci experimentů je vždy velmi důležité zjistit minimální 

koncentraci, která vyvolává toxicitu a tuto informaci pak lze dále použít k porovnání 

toxicity mezi jednotlivými částicemi, popřípadě buněčnými kulturami. [299–301] Kromě 

samotné dávky nanočástic je pak také důležitá doba expozice, která má značný vliv na to, 

zda se toxické účinky stihnou projevit, nebo ne. [302] Jak už bylo v textu popsáno dříve, 

nanočástice musí být dodatečně stabilizovány, aby bylo zabráněno agregaci v různých 

prostředí a aby byla zajištěna ochrana před cytotoxicitou. [303,304] Například citrátová 

stabilizace, nebo stabilizace polyvinylpyrrolidonem se u epiteliálních buněk HT29 

ukázala být taktéž méně toxická, než v případě samotných nanočástic [305–307] 

V neposlední řadě je potřeba zmínit, že cytotoxicita nezávisí pouze na vlastnostech 

nanočástic, ale zásadní roli hraje variabilita organismu a tím pádem pro každou buněčnou 

linii získáváme jedinečné výsledky. [308–310]  

V případě biologických aplikací se v současné době jedná nejčastěji o aplikaci 

částic intravenózně, intraperitoneálně, perorálně, nebo topicky na kůži. Nanočástice 

se tak tedy dostávají do krevního řečiště a celé řady orgánů, jejichž buňky by měly být 

otestovány v interakci s nanočásticemi nejprve in vitro a následně by na něj měli navázat 

in vivo experimenty, které přinesou informace o cytotoxických koncentracích 

a negativních účincích nanočástic. Z in vitro testování bylo zjištěno, že nanočástice 

stříbra jsou v závislosti na dávce, jejich velikosti, a čase působení toxické vůči široké 

škále buněčných liniích, jako jsou kožní buňky a keratinocyty, (NHDF, NHEK, HaCaT, 

CRL-2310) [301,311,312] plicní buňky alveolárního a bronchiálního bazálního epitelu 

(A549) [313–316], buňkám trávicího traktu (HT-29, Caco-2) [317–319] a ihned 

po vpravení do krevního řečiště interagují s krví a krevními elementy a vytvářejí 

proteinovou koronu. V několika pracích pak bylo popsáno, že vyvolávají významnou 

hemolýzu závislou na dávce [70,320,321] a vykazují toxický účinek na makrofágy 

(fagocytující buňky imunitního systému, jež slouží jako první linie obrany vůči 

patogenům, jež se vyskytují téměř ve všech savčích tkáních a podílejí se na hojení ran, 

zabíjení bakterií, regulaci imunitní odpovědi a obnově tkáňové homeostázy. Toxické jsou 

převážně částice s nejmenšími velikostmi a po interakci nanočástic s lidskou monocytární 

buněčnou linii (THP-1) při koncentraci 5 mg/L monocyty mohou uvolňovat zánětlivé 

cytokiny TNF-α a IL-6. [322–325] 
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Z dosud publikované literatury je možné usuzovat, že i nanočástic stříbra o nižší 

koncentraci a s prodlouženým intervalem expozice by se mohly hromadit v cílových 

orgánech a způsobovat tak chronickou toxicitu. [326] Toxický vliv nanočástic in vivo 

závisí na různých faktorech včetně dávky, velikosti nanočástic, doby expozice, způsobu 

podání a taktéž typu zvířecího modelu. Pokusy se obvykle provádějí na hlodavcích 

(potkanech, myších) prostřednictvím perorálního podání, intraperitoneální, intravenózní, 

subkutánní injekce nebo intratracheální instilace. [327] Po intravenózní aplikaci 

nanočástic do krevního oběhu samců potkanů se nanočástice z krevního oběhu dostaly 

do jater, ledvin, sleziny, mozku a plic, přičemž hlavními cílovými orgány byly játra 

a slezina. [328] Po orálním podání docházelo k větší akumulaci částic v ledvinách, 

slezině, játrech a reprodukčních orgánech léčených potkanů, přičemž všechny tyto orgány 

hráli klíčovou roli při odstranění exogenních látek z organismu [307,329,330] Obecně lze 

říci, že játra a slezina jsou pro různé způsoby podání jedním z hlavních cílových orgánů. 

Nanočástice se zde hromadí a pokud nejsou zavčas vyloučeny, nebo odstraněny 

(nejčastěji Kupfferovými fagocytujícími buňkami), tak mohou začít vytvářet ROS, 

způsobovat patologické změny v morfologii jater a aktivitě enzymů a způsobovat další 

toxické účinky, jako je poškození DNA, vyvolání zánětu, a nakonec může dojít i ke smrti 

zvířat. [331–333] Studie založené na testování cytotoxicity in vivo mimo jiné prokázaly 

i schopnost nanočástic stříbra procházet krevní mozkovou bariérou, pronikat do mozku 

a způsobit tak smrt neuronů. [334,335] Dále byl popsán vliv nanočástic stříbra na zdraví 

plodu a postnatální období u březích myší, kde byl jejich vliv sledován prostřednictvím 

epigenetických změn v embryu a abnormálního vývoje placenty. [336]  

V kapitole cytotoxicita bylo popsáno několik případů souvisejících s toxickými 

účinky nanočástic stříbra na savčí buňky. V některých případech však nanočástice 

nevykazovaly žádnou cytotoxicitu vůči savčím buňkám, ale měly vysokou baktericidní 

aktivitu, čehož lze využít v antibakteriální terapii. [337] Pallavicini a kol. například 

prokázali, že nanočástice stříbra potažené peptinem vykazují baktericidní aktivitu proti 

S. epidermidis a E. coli a také usnadňují proliferaci kožních buněk a usnadňují léčbu ran 

na modelových kulturách. [338] 
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Nanomateriály v protinádorové terapii 

Rakovinové onemocnění v současnosti patří k jedné z největších hrozeb pro 

lidské zdraví, přičemž každoročně je diagnostikováno zhruba 19,3 milionů pacientů 

a zároveň dochází asi k 10 milionům úmrtí ročně. [339] Léčba rakoviny je celosvětově 

vzhledem k velkému počtu recidiv a závažným vedlejším účinkům, jež jsou spojeny 

v současnosti používanými chirurgickými, chemoterapeutickými nebo 

radioterapeutickými léčebnými metodami velkou výzvou.  

Některé studie uvádějí, že nanočástice stříbra vykazují dobrou protinádorovou 

aktivitu u různých typů rakoviny, jako je rakovina prsu, [340,341] děložního čípku, 

[342,343] tlustého střeva, [344,345] vaječníků, [346,347] kůže [348,349] a plic. 

[350,351] přičemž cytotoxicita vůči nenádorovým buňkám byla vždy mnohem nižší než 

vůči těm nádorovým. [352] Protinádorová terapie je obecně založena na faktu, 

že nádorové cévy jsou netěsné a jsou mnohem více propustné než zdravé tkáně, 

v důsledku čehož může být akumulace nanočástic v nádorové tkáni až několikanásobně 

vyšší než ve zdravých tkáních a tento jev je známý jako "efekt zvýšené permeability 

a retence (EPR)“. [353] Čím menší velikost částice, tím hlouběji je schopna pronikat 

do nádorové tkáně. Větší částice (nad 100 nm) se pak obvykle nedostanou daleko za cévu, 

protože zůstávají uvězněny v extracelulární matrix mezi buňkami.  

Nanočástice mohou být na postižené místo dopravovány dvěma různými způsoby, 

a to pasivním cílením, které je založeno na farmakokinetice a velikosti nanočástic v rámci 

nějž jsou nanočástice k nádoru dopraveny díky EPR efektu. Druhým způsobem je pak 

využití aktivního cílení, které závisí na přítomnosti receptorů na nádorových buňkách 

a k uvolňování léčiva dochází prostřednictvím specifických buněčných spouštěčů, jako 

jsou změny pH, specifické enzymatické profily nebo například zvýšením teploty.  

[354–356] V tomto případě dochází u nanočástic k funkcionalizaci povrchu nanočástic 

různými biomolekulami, jako jsou DNA sondy, peptidy, protilátky a lze je tak využít jako 

cíl pro specifické buňky a buněčné komponenty. [20,357] Jako účinný nosič 

protinádorového léčiva například sloužily nanočástice stříbra funkcionalizované 

doxorubicinem. [358] V případě využití cílené dopravy léčiv je účinná látka nahromaděna 

pouze v postižené oblasti a dochází ke snížení množství aktivní látky a tím i ke snížení 

vedlejších účinků na okolní tkáně a zlepšení odpovědi pacientů na danou léčbu. Léčba 

nádorových onemocněních se v současné době ubírá směrem personalizované terapie, 
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přičemž do popředí se dostává teranostika, což je kombinace jak samotné diagnostiky 

nádorového onemocnění, tak následná terapie. [359]  

Nanočástice stříbra jsou plazmonické struktury, které jsou schopny rozptylovat 

a pohlcovat světlo dopadající na částici, a proto lze po jejich selektivním pohlcení 

do rakovinných buněk rozptýlené světlo získané z nanočástic využít pro zobrazovací 

účely, zatímco pohlcené světlo lze využít pro selektivní hypertermii. [360] 

Optické vlastnosti nanočástic 

Nanočástice stříbra absorbují a rozptylují světlo s mimořádnou účinností, 

a to v širokém rozsahu vlnových délek. K jejich silné interakci se světlem dochází proto, 

že volné elektrony ve vodivostním pásu v blízkosti povrchu částic podléhají po excitaci 

světlem o specifických vlnových délkách koherentním oscilacím, jev známý jako 

povrchový plasmon.  V okamžiku, kdy se elektrony pohybují ve stejné fázi s budící vlnou 

(zářením) a pokud je frekvence tohoto elektromagnetického pole v rezonanci 

s koherentním pohybem elektronů, nastává jev zvaný povrchová plasmonová rezonance. 

V tomto případě pak dochází k mnohem silnější absorpci záření, než je tomu u stejně 

velkých neplasmonických nanočástic. Přítomnost nanočástic tedy vede k zesílení 

intenzity lokálního elektromagnetického pole, přičemž část energie může být vyzářena 

ve formě tepla. [361,362] 

K lokalizované plasmonové rezonanci dochází například u nanočástic, jejichž 

malý rozměr je srovnatelný s vlnovou délkou dopadajícího světla a závisí na velikosti, 

tvaru, složení nanočástic a na dalších vnějších faktorech, které lze měnit v závislosti 

na konkrétní aplikaci. [363–365] V současnosti lze přípravu vyladit tak, aby částice 

absorbovaly světlo v celé viditelné a blízké infračervené oblasti (v rozmezí 300 až 1200 

nm). Pokud částice absorbují elektromagnetické záření v oblasti viditelného spektra, pak 

se v kapalných disperzích jeví jako barevné (Obrázek 6). [20] 
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Obrázek 6. Vodné disperze nanočástic stříbra (A) a jejich absorpční spektra (B). [20] 

Optické vlastnosti sférických nanočástic stříbra jsou silně závislé na jejich 

velikosti. Na obrázku (Obrázek 7A) jsou zobrazena spektra různě velkých nanočástic 

o stejné koncentraci. Malé nanočástice světlo primárně absorbují, takže mají silnou 

absorbanci v blízkosti 400 nm. Jak se velikost částic zvětšuje, dochází částečně 

i k rozptylu, intenzita píku slábne, píky se rozšiřují a posunují k delším vlnovým délkám, 

dochází k takzvanému červenému posunu. [33] 

 

Obrázek 7. Absorpční spektra nanočástic stříbra různých velikostí (A), [33]  

spektra nanočástic v prostředí s různým indexem lomu (B). [366] 

Nanočástice stříbra mohou být dispergovány v řadě rozpouštědel, přičemž jejich 

elektronová struktura a vlastnosti jsou velmi citlivé na prostředí.  Index lomu okolních 

materiálů v blízkosti povrchu částice má tedy velký vliv na výsledné optické vlastnosti 

nanočástic (Obrázek 7B). V případě přenesení částic z vody (n=1,33) do vzduchu (1,00) 

dochází k modrému posunu, v prostředí s mnohem vyšším indexem lomu (olej n=1,5) 

pak dojde k posunu k delším vlnovým délkám. Polohu absorpčního maxima tak lze 
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vyladit funkcionalizací jejich povrchu, nebo obalením částic nevodivými obaly včetně 

oxidu křemičitého (n=1,5), biomolekul (n=1,4-1,45) nebo oxidu hlinitého (n=1,58-1,68). 

[366,367] 

Optické vlastnosti nanočástic stříbra se také mění, když dochází k agregaci částic 

a vodivé elektrony v blízkosti povrchu každé částice se delokalizují a jsou sdíleny mezi 

sousedními částicemi. Pokud dojde k agregaci, dojde ke snížení absorpčního píku a pík 

se často rozšíří, nebo se vytvoří další pík na delších vlnových délkách (v důsledku vzniku 

agregátů). Díky této vlastnosti tak lze pomocí UV-Vis spektroskopie jednoduše sledovat 

stabilitu částic v čase (Obrázek 8). [368] 

 

Obrázek 8. Absorpční spektrum nanočástic stříbra se vzrůstajícím množstvím cysteinaminu (a-u), 

jež způsoboval agregaci částic. [368] 

Příprava materiálů pro fototermální terapii 

Příprava nanočástic stříbra s laditelnými optickými vlastnostmi a s tím 

souvisejícími fototermálními účinky otevřela mimo jiné i cestu k lokalizované tepelné 

terapii. Jak již bylo zmíněno dříve, po osvětlení nanočástic vhodným zářením dochází 

k excitaci volných elektronů lokalizovaných na povrchu nanočástic a jejich kolektivní 

oscilaci (vznik lokalizovaného povrchového plasmonu). Pokud frekvence dopadajícího 

světla odpovídá frekvenci oscilace plasmonu, dochází k rezonanci a zesílení intenzity 

elektrického pole v důsledku čehož je světlo absorbováno mnohem účinněji. [363,365] 

Plasmonické nanočástice pak okamžitě po ozáření účinně přeměňují energii světla na 

teplo, což umožňuje lokalizovaný ohřev okolního prostředí, a to z kovových nanočástic 

činí vynikajícího materiál ve fototermální terapii, jež může být využit například pro 
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destrukci nádorové nebo bakteriální buňky prostřednictvím denaturace enzymů/proteinů 

a k indukci heat-shock proteinů a dalších aplikacích. [369,370]  Nárust teploty obvykle 

závisí na intenzitě záření zdroje, délce ozařování, na koncentraci nanočástic v ozařované 

oblasti a obecně na typu nanočástic a jejich absorbanci při zvolené vlnové délce. 

 [371–373] 

Modifikace povrchu vrstvami stříbrných nanočástic může být odpovědí nejen na 

problém mikrobiálních infekcí a vzniku bakteriálních biofilmů na povrchu stříbrem 

funkcionalizovaných zdravotnických prostředků, jako jsou protézy a katetry ale mohou 

zvýšit stabilitu částic, zabránit cytotoxicitě vůči živým buňkám a takové povrchy lze také 

pro jejich optické vlastnosti použít i v široké škále dalších aplikací. [374–376] 

Modifikace povrchů má pak také výrazný vliv na interakci částic s okolím, smáčení 

povrchu částic, vodivost a ovlivňuje chování materiálu v biologickém prostředí a jeho 

interakci s buňkami a tkáněmi, včetně adheze, biokompatibility, cytotoxicity a stimulace 

buněčného růstu. [377] 

Tyto materiály lze připravit jednoduchou technikou samouspořádání podle 

přístupu vrstva po vrstvě (layer-by-layer, LbL technika) a to s různými molekulárními 

monovrstvami, které jsou nejprve navázány na objemový materiál a poté použity 

k připojení další monovrstvy nanočástic. [378] Jelikož je většina připravených nanočástic 

stabilizovaná iontovými povrchově aktivními látkami (např. citrátem), [80] tak 

LbL technika nejčastěji spoléhá na elektrostatickou interakci mezi povrchem nesoucím 

protonované aminy a záporně nabitými nanočásticemi a tím lze pak nanočástice navázat 

jen pouhým ponořením do koloidní disperze. (Obrázek 9). Kromě fyzikální adsorpce 

může také docházet k navázání na povrch za pomocí vodíkových vazeb, nebo 

elektrostatických sil. Příkladem může být elektrostatická vazba kladných aminových 

skupin na povrchu polymeru se záporně nabitými nanočásticemi stabilizovanými 

polyvinyl sulfonátem. [374,379] Jako objemový materiál, jehož povrch chceme upravit, 

se nejčastěji používá sklo, či materiál se srovnatelným chemickým složením povrchu 

(např. ITO, polydimetylsiloxan), nebo implantáty (např. Ti/TiO2. [374,380,381] V rámci 

tohoto přístupu tedy nejprve dochází k modifikaci povrchu pomocí polymerních látek 

a následné adsorpci nanostříbrných kompozitních povlaků.  
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Obrázek 9. Schéma Layer-by-Layer metody. [374] 

Příkladem využití této metody může být postup publikován D´Agostino a kol. 

[382] Ten v prvním kroku funkcionalizoval skleněný substrát molekulami 

polyethyleniminu (PEI), které jsou díky jejich alkoxysilanovým funkčním skupinám 

snadno navázány na aktivovaný (hydrofilní) povrch oxidu křemičitého a zároveň 

poskytují aminové funkční skupiny, pomocí níž lze pak na povrch navázat stříbrné 

nanočástice. (Obrázek 10) Doba kontaktu sklíčka se zárodečnými nanočásticemi byla 

eliminována na 15 minut, aby došlo k vytvoření monovrstvy a nedocházelo 

k nekontrolovatelnému růstu nanočástic. Nanočástice rostly až v dalším kroku, ve kterém 

bylo sklíčko připravené v předchozím kroku ponořeno do růstového roztoku, jež 

obsahoval dusičnan stříbrný jako zdroj stříbra, kyselinu askorbovou jako redukční činidlo 

a citrát, který má významný vliv na navazování stříbra na zárodečné krystaly a tím tak 

významně ovlivňují výslednou velikost částic. Přičemž výsledný tvar částic závisel 

na době ponoření v růstovém roztoku. [382] 
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Obrázek 10. Růst nanočástic stříbra na skleněném substrátu. [382] 

Technika LbL umožňuje implementaci vrstev nanočástic, které nejsou samy 

o sobě pouze antimikrobiální, ale jsou schopny působit fototermálně, tj. přeměňovat 

záření na teplo. To vede k přípravě antibakteriálních a antibiofilmovým nanomateriálům, 

u nichž lze laserovým zářením zapnout hypertermické rozrušení biofilmu nebo 

planktonních bakterií. Při použití vhodných fototermických nanočástic a laserových 

zdrojů v takzvaném blízkém infračerveném "biotransparentním okně" (750-900 nm) lze 

zařízení s fototermickým povrchem po implantaci aktivovat ozařováním skrz tkáně. 

Takový zdravotnický prostředek je v zásadě možné zapnout a narušit biofilm na jeho 

povrchu bez nutnosti chirurgického odstranění. [370,383,384] 

V literatuře byla na sklíčkách nesoucích PEI-silanovou vrstvu popsána adsorpce 

monovrstvy nanočástic s intenzivní absorpcí v NIR oblasti. Laserové ozáření sklíček při 

vlnové délce 808 nm poskytlo intenzivní fototermickou odezvu (ΔT = 28 °C) což vedlo 

k inhibici bakteriálního růstu, která v tomto případě byla vysvětlována synergickým 

účinkem mezi uvolňováním stříbrných iontů, nanomechanickým kontaktem bakterií 

s povrchem a lokální hypertermií. [382,385] Mimo to bylo využito i trojúhelníhových 

nanočástic stříbra absorbujících v blízké infračervené oblasti, jež díky své silné 

absorbanci v této oblasti vyvolaly silný fototermální efekt, jehož účinků bylo využito vůči 

multi-rezistentním bakteriálním kmenům, a to jak in vitro, tak in vivo. [205] 

Optických vlastností připravených nanočástic lze mimo jiné použít i v cílené 

antimikrobiální fotodynamické terapii, využívající světlocitlivé netoxické barvivo 

(fotosenzitizér (PS)) k přeměně světelné energie na chemickou. Po osvícení laserem se 

PS aktivuje viditelným světlem vhodné vlnové délky a excituje se do dlouho žijícího 
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tripletového stavu, který interaguje s kyslíkem v okolním prostředí a vytváří reaktivní 

formy kyslíku, jež jsou cytotoxické a jsou schopny napadat buněčné složky, což vede ke 

ztrátě propustnosti membrán, a nakonec ke snížení životaschopnosti, aniž by byla 

ovlivněna hostitelská buňka. [386] Fotosensitivní látka navázána na povrch částice je 

vystavena účinkům záření a už například po 10sekundové expozici multirezistentních 

kmenů S. aureus bylo zaznamenáno 99% snížení počtu kolonií, a to už při koncentraci 

4 mg/L. [387] V jiném případě byly nanočástice stříbra funkcionalizovány fotosensitivní 

látkou chlorin e6 a modifikovány polyethyleniminem, přičemž povrchová plasmonová 

rezonance stříbra podporuje fotodynamický účinek za vzniku singletového kyslíku, jež 

dále stimuluje oxidační rozpouštění baktericidního stříbrného iontu. Synergický účinek 

mezi fotosensitizérem a nanočásticemi byl potvrzen jak v rámci testování antibakteriální 

aktivity in vitro, tak i v rámci terapii na myších s infekcí epidermální rány. [387,388] 

Fotodynamický účinek nanočástic stříbra byl testován v kombinaci s různými porfyriny 

(zinkový porfyrin, [389] hematoporfyrin, [390] i neporfyriny (riboflavin, [391], 

toluidinová modř, [392] přičemž přítomnost nanočástic stříbra spolu s fotosensitizéry 

výrazně zlepšila výsledky fotodynamické terapie.  [393,394] 

Dosavadní studie in vitro a in vivo potvrzují, že fototermální terapie je mimo jiné 

účinná i při léčbě řady nádorových buněčných linií. [395,396]  Příkladem můžou být 

nanočástice stříbra, jež v tomto případě slouží jednak jako nosič léčiva, tak k jeho světlem 

aktivovaném uvolnění pro léčbu buněk rakoviny prsu. [397] Nanočástice stříbra různých 

tvarů byly využívány nejen k léčbě rakoviny prsu, [398], ale i vaječníků [399] buněčných 

linií karcinomu kůže [400] a likvidaci nádorových buněk plic [401] a prostaty, 

kde fototermální terapie zvýšila antioxidační aktivitu, indukovala apoptózu, inhibovala 

angiogenezi, snížila histologické změny v prostatě potkanů a zlepšila biokompatibilitu 

životně důležitých orgánů. [402] 

Kromě výše uvedených aplikací bylo využito principu plazmonové rezonance 

a fototermálního účinku stříbrných nanočástic stříbra k cílenému tepelnému poškození 

proteinů a jeho využití k objasnění drah buněčné odpovědi na buněčný stres. Tato nová 

metoda umožňuje přesné a rychlé dodání tepla do cílové struktury, což za použití běžně 

používaných metod nelze. V současnosti tak není možné zacílit pouze na jednotlivé 

buňky nebo subcelulární kompartmenty, což omezuje studium proteotoxického stresu 

a tepelného šoku, jež se podílejí na různých patologických stavech. Na buněčné úrovni 

tepelné poškození primárně poškozuje proteiny a způsobuje jejich rozkládání, agregaci, 
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amyloidogenezi a denaturaci, což jsou jevy, které se uplatňují zejména v patobiologii 

Alzheimerovy choroby (AD), Huntingtonovy choroby, Parkinsonovy choroby, 

amyotrofické laterální sklerózy a amyloidózy, [403] a patří mezi charakteristické znaky 

rakoviny. Tato metoda tedy využívá plasmonických vlastností stříbrných nanočástic 

a poskytuje vhled do časoprostorové odpovědi na tepelné poškození důležité pro 

degenerativní onemocnění s širokou použitelností v biomedicíně. [369] 
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4. Chemikálie & Bakteriální kmeny 

Nanočástice stříbra byly připraveny za použití následujících chemikálií 

v analytické čistotě. Dusičnan stříbrný (Fagron), hydroxid amonný (28-30 %, Sigma-

Aldrich), hydroxid sodný (Lach-Ner), D-maltóza (Sigma-Aldrich), tetrahydridoboritan 

sodný (Sigma-Aldrich) a hydrazin (Sigma-Aldrich). Na přípravu kompozitů se stříbrem 

byl využit melamine (≥ 99 %), fluorovaný grafit (rozsah značení: >61 % hm. F) od firmy 

Sigma Aldrich a disperze oxidu grafenu (GO) ve vodě jež byla zakoupena od společnosti 

Graphenea. Ke stabilizaci částic pak sloužili dihydrát citranu draselného (Lachema), 

sodná sůl kyseliny polyakrylové (molekulová hmotnost 1200), želatina, arabská guma, 

sérový albumin, vše od společnosti Sigma-Aldrich. Na úpravu destiček byla od firmy 

Sigma Aldrich použita kyselina polyakrylová (Mr 100 000, 35%), 

poly(diallyldimethylamonium chlorid) (20%) a 96 jamkové destičky Greiner 

CELLSTAR®. 

Pro stanovení antimikrobiální aktivity byly použity následující standardní 

referenční bakteriální kmeny z České sbírky mikroorganismů, Masarykovy univerzity 

v Brně (Česká republika): Staphylococcus aureus CCM 3953, Escherichia coli CCM 

3954, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Staphylococcus aureus CCM 4223, 

Enterococcus faecalis CCM 4224 a kmeny ze sbírky mikroorganismů Ústavu 

mikrobiologie (Lékařská a Stomatologická fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, 

Česká Republika): Staphylococcus aureus 008, meticilin-rezistentní Staphylococcus 

aureus (MRSA) 4591/A/2005, Enterococcus faecium 419 (VRE) a ESBL-pozitivní 

Escherichia coli. Všechny kmeny byly standardně uloženy v kryozkumavkách (ITEST 

plus, Česká republika) při teplotě -80 °C.  

Synergický účinek nanočástic a antibiotiky byl testován na multirezistentních 

kmenech Escherichia coli CE5556 u nichž byly popsány mechanismy resistence, např. 

cefotaximáza-mnichovský typ CTX-M-15 β-laktamázy s rozšířeným spektrem, mutace 

genu gyrA [Ser (83) Leu; Asp (87) Asn], parc [Ser (80) Ile; Glu (84) Val], PMQR [cr] 

vedoucí ke změnám cílového enzymu DNA gyrázy způsobující rezistenci 

k β-laktamovým antibiotikům, respektive fluorochinolonům. [404] P. aeruginosa 21425 

vykazovala podobnou rezistenci k antibiotikům jako E. coli CE 5556, jak bylo potvrzeno 
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fenotypovými metodami podle EUCAST. [405] Stejným způsobem byla rezistence 

potvrzena i u Enterobactera kobei 3683/C/2017. 

Jako kultivační médium byl použit Mueller-Hintonův bujón (MH, Becton, 

Dickson and Company) a brain hart infusion bujon (BHI). V případě testování 

synergických účinků vůči multirezistentním bakteriím byla v kombinaci 

s antimikrobiálním materiálem použita antibiotika s různými mechanismy účinku. 

Jednalo se o antibiotika inhibující syntézu buněčné stěny (ceftazidim, CTZ), působící na 

buněčnou membránu (kolistin, COL), inhibující syntézu proteinu (gentamicin, GEN) 

a narušující syntézu nukleonových kyselin (ciprofloxacin, CIP). 

Pro studie buněčné toxicity byly použity adherentní lidské plicní fibroblasty HEL 

12469 (ECACC 94101201), lidské kožní fibroblasty BJ (ATCC), buněčné linie lidského 

adenokarcinomu děložního hrdla HeLa (ATCC), buňky lidského plicního 

adenokarcinomu (A549), lidské embryonální plicní buňky (A549) leukemické buňky 

(CCRF-CEMt, THP-) a buňky adenokarcinomu žaludku AGS a NCI_N87.  Jako buněčné 

médium byl v případě buněk adenokarcinomu žaludku využit RPMI-1640 

obsahující 10% FCS sérum s 1% glutaminem (Sigma-Aldrich). HeLa buňky byly 

kultivovány v Dulbeccově modifikovaném Eagleově médiu (DMEM, Invitrogen, USA) 

doplněném L-Glutaminem, 10% FBS a 1% PenStrep (10000 U penicilinu, 10 mg 

streptomycinu ml-1). Zbylé buňky byly kultivovány v Eagle's Minimum Essential 

Medium (Sigma-Aldrich) obohaceném o L-Glutamin, neesenciální aminokyseliny 

(NEAA), fetální hovězí sérum (FBS), PenStrep (5000 U penicilinu, 5 mg streptomycinu 

ml-1) a hydrogenuhličitan sodný (7,5 %).  K testování životaschopnosti buněk byl využit 

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (Thermo Scientific), 

dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich). V případě průtokové cytometrie pak byly 

použity fluorescenční sondy trypsin (0,25 % v kyselině ethylendiamintetraoctové), 

propidiumjodid (PI) a kalcein-AM od firmy Sigma Aldrich. Na promytí buněk byl použit 

Dulbeccův fosfátový pufrovaný roztok (Sigma Aldrich) a mechanismy účinku 

a rezistence byly stanoveny za použití ROS sondy CM-H2DCFDA (Invitrogen, C6827), 

peroxidu vodíku, krystalové violeti vše od firmy Sigma Aldrich. 
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5. Příprava nanočástic 

5.1 Příprava nanočástic stříbra 

Nanočástice stříbra o průměrné velikosti 28 nm (Ag28) s koncentrací 108 mg/L 

byly syntetizovány modifikovanou Tollensovou metodou v alkalickém prostředí, a to za 

neustálého míchání, pokojové teploty a za využití maltózy jako redukčního činidla. [406] 

Diamin stříbrný komplex [Ag(NH3)2]
+ vzniklý smícháním roztoku dusičnanu stříbrného 

a hydroxidu amonného a s upraveným pH pomocí hydroxidu sodného byl v rámci této 

metody přípravy redukován maltózou. Koncentrace všech reakčních složek byly 

následující: dusičnan stříbrný 1·10-3 mol/L, amoniak 5·10-3 mol/L, hydroxid sodný 

9,6·10-3 mol/L a D-maltóza 10-2 mol/L. Reakční systém byl nepřetržitě míchán 

magnetickým míchadlem a redukce byla zahájena přidáním redukčního činidla 

a dokončena zhruba po 5 minutách, což se projevilo vznikem medově žluté barvy 

charakteristické pro disperze nanočástic stříbra.  

Menší částice, o velikosti 8 nm (Ag8), se stejnou koncentrací byly syntetizovány 

podobnou metodou jako předchozí částice, avšak diamin stříbrný komplex nebyl 

alkalizován a byl redukován za použití silnějšího redukčního činidla 

(tetrahydridoboritanu sodného). Nanočástice byly v tomto případě stabilizovány 1% 

roztokem polyakrylové kyseliny s molekulovou hmotnosti 15000 a připraveny redukcí 

2·10-3 mol/L tetrahydridoboritanem sodným. Ostatní reakční komponenty, tedy dusičnan 

stříbrný a amoniak byly použity ve stejných koncentracích jako v případě přípravy větších 

částic, tedy 1·10-3 a 5·10-3 mol/L.  

5.2 Příprava anizotropních částic stříbra 

Vodná disperze anizotropních stříbrných nanočástic (108 mg/L) byla na rozdíl od 

předchozích syntéz nanočástic stříbra syntetizována dvoustupňovým redukčním 

procesem, který zahrnoval částečnou redukci komplexního kationtu [Ag(NH3)2]
+ 

tetrahydridoboritanem sodným v prvním kroku, což vedlo ke vzniku stříbrných částic, 

které byly ve druhém redukčním kroku (redukce hydrazinem) využity jako zárodky pro 

následnou tvorbu a růst částic. Zpočátku bylo do kádinky o objemu 50 ml přidáno 5 ml 

vodného roztoku dusičnanu stříbrného (0,005 mol/L), 1,25 ml roztoku amoniaku 

(0,1 mol/L), 1,25 ml citrátu sodného (1 % hm.) a 13,425 ml destilované vody a mícháno 

za současného přidávání redukčních činidel. Redukce byla zahájena přidáním 0,075 ml 

tetrahydridoboritanu sodného (0,001 mol/L), což vedlo k redukci komplexního kationtu 

stříbra, tvorbě malých nanočástic (jader) a změně barvy disperze na světle žlutou. 
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Nakonec byly do disperze stříbrných zárodků za intenzivního míchání rychle přidány 

4 ml roztoku hydrazinu (0,05 mol/L), což vedlo k růstu zárodků do konečných rozměrů 

a změně barvy disperze ze světle žluté na typickou fialovou. Reakce probíhala 

při pokojové teplotě za neustálého míchání a za přítomnosti dihydrátu citranu draselného, 

který sloužil jak ke stabilizaci částic, tak k ovlivňování výsledného tvaru nanočástic. 

V závislosti na množství redukčního činidla (hydrazinu) a množství stabilizátoru 

v roztoku (0,25 do 4 ml (1 % w/w)) a s úpravou celkového objemu na 25 ml, lze tedy 

připravit i další plasmonické nanočástice s různými tvary a optickými vlastnostmi.  

5.3 Příprava grafenového derivátu GCN/Ag 

Grafenový derivát byl za neustálého míchání připraven při pokojové teplotě 

kolegou Mgr. Davidem Panáčkem, Ph.D., a to z kyanografenu (GCN) na jehož povrchu 

byly redukovány stříbrné ionty, dle postupu popsaném v jeho publikaci. [48] Příprava 

kyanografenu vycházela z postupu Bakandritsose a spol [407] kde byly 4 g fluorografenu, 

míchany ve 240 ml dimethylformamidu po dobu tří dní. Poté byla směs 4 hodiny 

sonikována (Bandelin Sonorex, typ DT 255H, frekvence 35 kHz, výkon 640 W, efektivní 

výkon 160 W) v dusíkové atmosféře a nakonec bylo k disperzi přidáno 5,1 g NaCN 

a směs byla míchána a zahřívána při 130 °C po dobu 48 hodin a poté byla přečištěna 

několika promývacími kroky, odstředěna a dialyzována. 

1,5 ml suspenze obsahující 5 mg GCN byla při pokojové teplotě intenzivně 

míchána po dobu 24 h s 10 ml roztokem AgNO3 (2,2·10-3 mol/L). Stříbrné ionty, které 

nebyly pevně ukotveny na plátech kyanografenu byly odstraněny odstředěním při 15 000 

otáčkách a promytím destilovanou vodou (3x). Po přečištění byl GCN modifikovaný 

stříbrnými ionty rozdispergován v 10 ml destilované vody a bylo k němu přidáno 10 ml 

3,2·10-3 mol/L hydroxidu amonného a 10 ml 6,9·10-3 mol/L citrátu sodného, jež sloužil 

ke stabilizaci částic a tvorbě diamoniové soli, která byla následně redukována přidáním 

2 ml 2,2·10-3 mol/L roztoku tetrahydridoboritanu sodného a poté, po dobu jedné hodiny 

ponechána ve tmě. Konečný produkt GCN/Ag s navázanými nanočásticemi stříbra byl 

třikrát promyt destilovanou vodou, odstředěn při 10 000 otáčkách za minutu a vysušen. 

Vysušený GCN/Ag byl suspendován v příslušném objemu vody, aby se získala konečná 

koncentrace 2 g/L hybridu. 
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5.4 Příprava kompozitu nitridu uhlíku se stříbrem (g-C3N4/Ag) 

Nitrid uhlíku byl syntetizován kolegou Ing. Ladislavem Svobodou, Ph.D., a to 

tepelnou polykondenzací melaminu popsanou v publikaci Svoboda a kol. [49] 5 g 

melaminu bylo umístěno do keramického kelímku, který byl na vzduchu zahříván po 

dobu 4 h při teplotě 550 °C a rychlosti zahřívání 3 °C min-1. Po ochlazení na pokojovou 

teplotu byl další tepelnou exfoliací na vzduchu po dobu 2 h při 500 °C připraven 

exfoliovaný g-C3N4. Nanokompozity se stříbrem pak byly připraveny fotoasistovanou 

depozicí stříbrných částic na povrch g-C3N4. [408] Přičemž 99 mg exfoliovaného g-C3N4 

bylo umístěno do 25 ml deionizované vody a ve tmě sonikováno po dobu 5 min a následně 

k němu byl (v závislosti na výsledném obsahu stříbra v kompozitu, 1 a 5%) přidán 

dusičnan stříbrný a disperze byla intenzivně míchána ve tmě po dobu 1 hodiny. Nakonec 

byla směs po dobu 10 min ozařována 10 W LED diodou o vlnové délce 416 nm. Původní 

světle žlutou barvu v disperzi po ozáření nahradila mírně šedá barva, což ukazuje na vznik 

nanočástic. Vzniklý nanokompozit byl čtyřikrát promyt v deionizované vodě, 

centrifugován a lyofilizován, čímž vznikl konečný produkt s označením Xag/ g-C3N4, 

kde X = 1 a 5 % udává množství stříbra. 

5.5 Příprava stříbrných vrstev 

Anizotropní částice připravené výše uvedenou metodou byly po přípravě 

naneseny na dno mikrotitračních destiček funkcionalizovaných nejprve 1% roztokem 

kyseliny polyakrylové (PAA, Mr 100 000) a následně 1% roztokem 

poly(diallyldimethylamonium chloridu) (PDDA), přičemž každé z nich bylo ponecháno 

k adsorpci na povrchu destičky po dobu 2 h. Povrch destičky byl tak potažen tenkým 

polymerním filmem sestávajícím ze dvou opačně nabitých vrstev polyelektrolytů (PAA 

a PDDA). Po 4 h byly jamky promyty destilovanou vodou, což vedlo k odstranění 

nenavázaných polymerů, a následně byly naplněny disperzí stříbrných nanočástic, které 

se během 45 min navázaly na předchozí vrstvu. Nakonec byly jamky opět promyty 

destilovanou vodou, a vysušeny na vzduchu. 

6. Charakterizace nanočástic & přístrojové vybavení 

Fyzikálně chemické vlastnosti připravených nanočástic byly studovány za využití 

následujících technik. Na určení velikosti částic a jejich polydisperzity byl použit přístroj 

Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK), jež velikost částic stanovuje na základě dynamického 

rozptylu světla (Dynamic Light Scattering – DLS) a  byly potvrzeny za pomocí transmisní 

elektronové mikroskopie (TEM) na přístroji JEM 2010 TEM (Jeol, Japonsko) 
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s urychlovacím napětím 160 kV a snímky HRTEM (TEM s vysokým rozlišením) pomocí 

mikroskopu TITAN 60–300 (FEI, USA) pracující při napětí 300 kV, jež je opatřen 

HAADF (detektorem elektronů difraktovaných pod velkými úhly).  Biologické vzorky 

pak byly pozorovány i skenovacím elektronovým mikroskopem (Hitachi SU6600) 

s urychlovacím napětím 1,5 kV. Na velikost částic, jejich optické vlastnosti a stabilitu 

bylo nahlédnuto v závislosti na UV-VIS absorpčních spektrech zaznamenaných 

na spektrofotometru Specord S 600 (Analytic Jena, Německo) pracujícím 

v jednopaprskovém uspořádání.  

Zeta potenciál, tedy náboj připravených částic byl získán měřením 

elektroforetické pohyblivosti pomocí přístroje Zetasizer NanoZS (Malvern, Velká 

Británie). Koncentrace stříbra v připravených koloidech, popřípadě množství stříbra 

imobilizovaného na GCN/povrch destiček, byly měřeny pomocí atomové absorpční 

spektroskopie (AAS) na přístroji ContrAA 600 s grafitovou pecí (Analytik Jena AG, 

Německo) vybaveném dvojitým Echelleho monochromátorem s vysokým rozlišením 

(šířka spektrálního pásu 2 pm při 200 nm) a Xenonovou lampou jako zdrojem 

kontinuálního záření.   

FTIR spektra byla zaznamenána na FTIR spektrometru iS5 (Thermo Nicolet) 

s použitím příslušenství Smart Orbit ZnSe ATR. Ramanova spektra byla zaznamenána 

na Ramanově mikroskopu DXR s použitím diodového laseru o vlnové délce 633 nm. 

Rentgenová fotoelektronová spektroskopie s vysokým rozlišením (HR-XPS) byla 

provedena na spektrometru PHI VersaProbe II (Physical Electronics) s použitím zdroje 

Al Kα (15 kV, 50 W). Získaná data byla vyhodnocena a dekonvolutována pomocí 

softwarového balíku MultiPak (Ulvac – PHI, Inc.). Proces spektrální analýzy zahrnoval 

Shirleyho odečítání pozadí a dekonvoluci píků pomocí smíšených Gaussových-

Lorentzových funkcí. Chemické mapování prvků bylo získáno pomocí energeticky 

disperzní rentgenové spektroskopie EDS s dobou akvizice 20 min na mikroskopu FEI 

Titan HR-TEM pracujícího při 80 kV.  

Pro vizualizaci a zobrazení mikrotermálního poškození byla použita platforma 

Zeiss Axioimager Z.1 vybavená modulem LSM780 pro konfokální laserovou skenovací 

mikroskopii (CLSM) spolu s argonovými lasery 488 nm a 355 nm sloužícími 

k vizualizaci a laser o vlnové délce 561 nm a výkonu 20 mW sloužícímu k aktivaci 
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plasmonické vrstvy. Detailnější popis samotného experimentu je uveden v práci Mistrik 

a kol. [369] 

Optická hustota bakteriálního inokula byla měřena denzitometrem (Densi-La-

Meter, LACHEMA, Česká republika), bakteriální růst byl monitorován pomocí čtečky 

mikrotitračních destiček (Spektrometr, BioTek Elx808), jež byla schopna měřit 

absorbanci při 570 nm a sledovat tak bakteriální růst v čase. Pro měření fluorescence byla 

použita čtečka Infinite 200 Pro (Tecan). Životaschopnost buněk byla hodnocena pomocí 

průtokového cytometru BD FACSVerse (BD Biosciences, USA).  

7. Stabilizace nanočástic 

Částice jako takové jsou ve vodné disperzi stabilní. V rámci in vitro testování 

antibakteriální aktivity a cytotoxicity však nanočástice přicházejí do styku s velkým 

množstvím iontů a proteinů obsažených v kultivačních médiích, které mají vliv 

na iontovou sílu roztoku, která negativně ovlivňuje stabilitu částic stříbra a tím i jejich 

biologické účinky. V průběhu experimentální práce bylo vypozorováno, že v některých 

případech nejsou částice stříbra ve směsi s kultivačním médiem agregátně a sedimentačně 

stabilní, a proto musely být dodatečně stabilizovány. V případě větších částic 

připravených redukcí maltózou byl stabilizátor přidán až po přípravě nanočástic, 

v případě menších nanočástic připravených redukci borohydridem byl stabilizátor přidán 

těsně před přídavkem redukční látky. Ke stabilizaci byla použita želatina, hovězí sérový 

albumin (BSA), arabská guma a kyselina polyakrylová o různých molekulových 

hmotnostech a koncentracích. Stabilita částic stabilizovaných různými látkami byla 

v čase sledována spektrofotometricky jak ve vodě, tak po interakci částic s bakteriálním 

médiem (1:1), což odpovídá nejvyššímu obsahu média při samotných mikrobiologických 

experimentech. 

Mimo výše zmíněný způsob stabilizace byly nanočástice stříbra stabilizovány 

za využití extraktu z kůry granátového jablka (PGRE), který byl připraven dle publikace 

Asadishada a kol. [409] Kůra granátového jablka byla nakrájena na malé kousky a sušena 

po dobu 24 h při teplotě 50 °C. Suchá kůra (15 g) byla přidána do 200 ml destilované 

vody a umístěna do třepačky (80 rpm) při laboratorní teplotě po dobu 24 h. Surový extrakt 

byl poté sterilizován na filtračním papíře Whatman č. 1. Následně byl vzorek PGRE byl 

vysušen mrazem za účelem stanovení obsahu sušiny (20 g/L). 
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8. Antibakteriální aktivita testovaných nanočástic 

8.1 Příprava bakteriálních vzorků & testování antibakteriální aktivity 

Antimikrobiální aktivita byla vyhodnocena na základě minimální inhibiční 

koncentrace (MIC) testovaného materiálu pro dosažení viditelné celkové inhibice růstu 

testovaného bakteriálního kmene po 18±2hodinové inkubaci při 35±1 °C a byla stanovena 

na základě standardní mikrodiluční metody dle metodiky CLSI (Ústav pro klinické 

a laboratorní standardy) a EUCAST (Evropská komise pro testování antimikrobiální 

citlivosti). [405] Testování se provádělo v 96 jamkových mikrotitračních destičkách, kde 

se v geometrickém postupu testované vzorky ředily kultivačním médiem (Mueller Hinton 

Broth, BD Difco, Francie). Pro každý antimikrobiální test byla připravena čerstvá 

bakteriální suspenze z bakterií, které byly při 35±1 °C po dobu 24 h kultivovány na 

krevním agaru. Optická hustota bakteriálního inokula byla na základě McFarlandova 

standardu stanovena na hodnotu 1 pomocí denzitometru (Densi-La-Meter, LACHEMA, 

Česká republika); po příslušném zředění tak byla pro mikrobiální testování získána 

výchozí koncentrace 106 CFU/ml.  

8.2 Minimální doba pro usmrcení 

Doba potřebná pro letální účinek nanočástic byla stanovena za pomocí standardní 

mikrodiluční metody. Mikrotitrační destičky spolu s bakteriemi a nanočásticemi byly 

připraveny jako obvykle a byly ponechány inkubovat po dobu 16 hodin, kde bylo každou 

hodinu z jamek obsahující různé koncentrace nanočástic stříbra odebráno 10 µl 

a naočkováno/rozetřeno definovaným způsobem na povrch destiček krevního agaru 

(Trios s.r.o., ČR). Bakterie byly pak následně inkubovány při 35±1 °C po dobu 18±2 

hodin a narostlé kolonie byly spočítány a přepočteny na počet CFU/ml. 

8.3 Testování synergického účinku 

Společný účinek antibiotik a antibakteriální aktivita jednotlivých antibakteriálních 

látek byly stanoveny za využití šachovnicové mikrodiluční metody. Na základě výsledků 

testování minimální antibakteriální aktivity nanomateriálů a breakpointů (je hodnota 

stanovena EUCAST, která definuje koncentraci, při které je daná bakterie na dané 

antibiotikum rezistentní, či nikoli) pro jednotlivé kombinace antibiotikum-bakterie byly 

stanoveny počáteční (maximální) koncentrace jednotlivých antibakteriálních látek a ty 

pak byly následně ředěny geometrickou řadou MH bujonem. 96 jamkové mikrotitrační 

destičky byly naplněny vertikálně zředěnými antibiotiky a horizontálně zředěnými 
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nanomateriály, každá kombinace byla tedy testována právě jednou. Inokulace čerstvou 

suspenzí bakterií pak proběhla stejným způsobem jako v případě mikrodiluční metody. 

FIC =  
𝑀𝐼𝐶𝐴𝑔 𝑖𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑀𝐼𝐶𝐴𝑔 𝑎𝑙𝑜𝑛𝑒
+

𝑀𝐼𝐶𝐴𝑇𝐵 𝑖𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑀𝐼𝐶𝐴𝑇𝐵 𝑎𝑙𝑜𝑛𝑒
 (1) 

Míra synergického (společného) účinku byla pak vyhodnocena na základě FIC indexu, 

který byl vypočítán z MIC pro jednotlivé antibakteriální látky (Vzorec 1). Na základě 

hodnoty pak byl účinek vyhodnocen jako synergický, (FIC ≤ 0,5), aditivní (0,5 < FIC ≤ 

1), indiferentní (1 < FIC ≤ 2) a antagonistický (FIC > 2). [161] 

V rámci testování synergického účinku byly testovány nanočástice stříbra 

navázané na plát kyanografenu a to v kombinaci s antibiotiky mající různé mechanismy 

účinku vůči bakteriím s různými mechanismy rezistence. Všechny experimenty v rámci 

tohoto testování byly provedeny na rezistentních bakteriích a s antibiotiky lišící se 

mechanismy účinku. Ceftazidim byl vybrán jako zástupce antibiotik inhibující syntézu 

buněčné stěny, kolistin jako antibiotikum působící na bakteriální membránu a gentamicin 

a ciprofloxacin jako antibiotika inhibující syntézu proteinu, respektive syntézu DNA. 

Citlivost/rezistence bakterií pak byla hodnocena na základě jejich minimálních 

inhibičních koncentrací a jejich porovnání s „break pointy“ dle EUCAST. [405] 

8.4 Testování mechanismu účinku 

8.4.1 Stanovení reaktivních forem kyslíku (ROS)  

Bakterie byly v MH bujonu kultivovány při teplotě 35±1 ˚C do mid-log fáze, poté 

byla část bakteriální suspense dána stranou (pozitivní kontrola), do zbytku byl přidán 

grafenový derivát o koncentraci shodné s minimální inhibiční koncentrací a byly 

inkubovány po dobu 3 hodin při 35±1 ˚C. Bakterie spolu s grafenovým derivátem byly 

centrifugovány (3500 rpm, 5 min) a usazený supernatant byl 3x promyt v PBS a následně 

byly vzorky přeneseny do 96 jamkové destičky, kde byla přidána ROS sonda 

CM-H2DCFDA (Invitrogen, C6827) na konečnou koncentraci 1 µmol/L. V případě 

pozitivní kontroly byl přidán peroxid vodíku  

(2 mmol/L). Vzorky byly ve tmě inkubovány při 37 °C po dobu dalších 2 hodin a poté 

byla na čtečce Infinite 200 Pro (Tecan) při vlnových délkách ex./em. 492 nm/527 nm 

zaznamenána fluorescence. Stejný experiment byl prováděn i pro delší dobu inkubace 

nanočástic s bakteriemi, kde byl grafenový derivát přidán do bakteriální suspenze ihned 

po přípravě a byl spolu s bakteriemi kultivován po dobu 8 hodin při teplotě 35±1 ˚C. 
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8.4.2 Narušení bakteriální membrány 

Bakterie byly po dobu 24 h inkubovány v 96 jamkových mikrotitračních 

destičkách v MH bujonu a také MH bujonu obsahujícím geometricky naředěný grafenový 

derivát. Subinhibiční koncentrace GCN/Ag byla použita za účelem pozorování bakterií 

před jejich smrtí. Nejprve byly bakterie promyty od zbytků bujónu centrifugací, 

redispergovány v PBS, opakovaně centrifugovány a následně opět znovu rozptýleny ve 

vodě. Nakonec byly bakterie fixovány plamenem na pozlacených mikroskopických 

sklíčkách/titanových terčících a byly pozorovány za pomocí skenovací elektronové 

mikroskopie.  

9. Indukce rezistence 

Zda jsou bakterie schopny vytvořit rezistenci vůči nanomateriálům bylo 

zkoumáno po dlouhodobém a opakovaném vystavování bakteriím účinkům nanočástic 

stříbra. Bakteriální resistence byla indukována opakovanou kultivací bakterií 

se subinhibičními koncentracemi nanočástic. V průběhu experimentu byla stanovována 

hodnota MIC výše zmíněným způsobem (mikrodiluční metodou), přičemž navýšení MIC 

signalizovalo rozvoj bakteriální rezistence. Po 24hodinové kultivaci se subinhibičními 

koncentracemi nanočástic (tj. nižší než MIC) bylo z jamek odebráno 10 µl Muellerova-

Hintonova bujónu obsahujícího přežívající bakterie, které byly subkultivovány 

na krevním agaru (TRIOS) při 37 °C po dobu 24 hodin. Bakterie narostlé na krevním 

agaru pak byly následně použity pro přípravu inokula o hustotě 106 CFU/ml pro další 

kultivační krok. Celý výše popsaný postup od počáteční inokulace až po přípravu nového 

inokula byl považován za jeden kultivační krok pro vývoj bakteriální rezistence. 

Po každém kroku byly zaznamenány minimální inhibiční koncentrace a sledovány v čase, 

přičemž nárust MIC indikoval vznik bakteriální rezistence. 

9.1 SEM snímky bakterií 

Samotná bakteriální suspenze kultivovaná po dobu 24 h a suspenze kultivována 

v přítomnosti subinhibiční koncentrace nanočástic byla po inkubaci pročištěna 

centrifugací, nanesena na pozlacené sklíčko, popřípadě titanový terčík a fixována 

plamenem. V případě experimentu prokazujícího tvorbu bakteriálního biofilmu bylo 

sklíčko/terčík vloženo do bakteriální suspenze a sloužilo tak jako hlavní povrch 

pro tvorbu biofilmu. Po 24hodinové inkubaci bylo sklo promyto v PBS a ve vodě, 

vysušeno na vzduchu a charakterizováno skenovací elektronovou mikroskopií. Stejným 

způsobem se hodnotila i inhibice biofilmu, kde byl zaveden stejný postup, ale kromě 
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nanočástic byla přidána i látka zabraňující tvorbu biofilmu (př. PGRE) v různých 

koncentracích.  

9.2 Tvorba bakteriálního biofilmu – Modifikovaná Christensenova metoda 

Bakteriální biofilm byl pěstován v 96jamkové jamce předem modifikované 

vrstvou PDDA, která pomohla pokrýt povrch destičky nanočásticemi stříbra. [410] 

V důsledku modifikace jamky se biofilm tvořil převážně na funkcionalizovaném 

povrchu, a proto bylo snazší provést jeho analýzu pomocí barvení krystalovou violetí 

(1%). Jamky mikrotitrační destičky s plochým dnem byly naplněny 0,5% roztokem 

PDDA. Po dvou hodinách byly jamky propláchnuty destilovanou vodou a poté naplněny 

nanočásticemi stříbra o koncentraci 108 mg/L, které byly naadsorbovány na povrch 

jamek. Následně byl v jamkách kultivován S. aureus v Muller-Hiltonově bujónu, a to 

v přítomnosti nanočástic stříbra a bez nich. Po 24hodinové inkubaci (37 °C) byly jamky 

propláchnuty, aby se odstranil bujón s planktonními buňkami. Zbylý biofilm byl fixován 

methanolem (99 %) a obarven pomocí CV (1 %). Následně byla stanovena optická 

hustota OD570 každé jamky (Spektrometr, BioTek Elx808). Pro každou koncentraci byla 

provedena i negativní kontrola, kde byla stanovena optická hustota jamky bez přítomnosti 

bakterií. V rámci experimentu byla porovnávána tvorba biofilmu v přítomnosti různě 

koncentrovaných nanočástic stříbra, a to jak u citlivých, tak u rezistentních kmenů. 

10. Testování cytotoxicity 

Pro stanovení buněčné toxicity byly buňky kultivovány při 37 °C v atmosféře 5 % 

CO2 v bujónu obohaceném o potřebné látky viz kapitola chemikálie, v závislosti 

na použité linii buněk. 

10.1 Průtoková cytometrie 

Životaschopnost buněk za pomocí průtokového cytometru BD FACSVerse 

(BD Biosciences, USA) byla otestována Mgr. Tomášem Malinou, Ph.D. Do každé jamky 

v 96jamkové destičce bylo nasazeno deset tisíc buněk a byly inkubovány 

s nanomateriálem o různých koncentracích po dobu 24 h. Po 24 h byl odebrán supernatant 

a buňky byly jemně promyty roztokem PBS (0,1 M, 7,4 pH). Poté byly buňky odděleny 

trypsinem (0,25 % v EDTA, Sigma-Aldrich), resuspendovány ve 100 µl kultivačního 

média a přidány do supernatantu. Životaschopnost buněk byla stanovena pomocí 

propidiumjodidu (PI) a kalcein-AM fluorescenčních sond. Buňky byly inkubovány s 1 µl 

PI (1 µg ml-1) a 2 µl kalceinu-AM zředěného v DMSO (50 µM) po dobu 20 minut 
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a fluorescenční signál byl měřen průtokovým cytometrem pomocí červeného kanálu 

(exc. 488/em. 586) pro PI a zeleného kanálu (exc. 488/em. 527) pro kalcein. Červený 

signál PI odhalil mrtvé buňky, které ztratily membránovou integritu, zatímco zelený 

signál představovaly buňky s aktivními intracelulárními esterázami, které katalyzovaly 

nefluoreskující kalcein-AM na vysoce fluoreskující zelený kalcein. Byla stanovena 

životaschopnost a normalizována na kontrolní buňky se 100% životaschopností. 

10.2 MTT test 

Buňky byly kultivovány ve 100 μL RPMI s 1% FCS v 96jamkové destičce 

s plochým dnem a to v koncentraci 2,5·104 buněk/jamku při teplotě 37 °C a v atmosféře 

5 % CO2 po dobu 24 h. Na druhý den bylo odsáto médium, jamky byly promyty roztokem 

PBS a poté bylo přidáno čerstvé médium spolu s nanočásticemi o různých koncentracích, 

které byly spolu s buňkami po dobu 24 h ponechány ke kultivaci při 37 ˚C v 5 % CO2. 

Následující den bylo médium odsáto, jamky promyty a naplněny 100 μL PBS, do kterých 

bylo přidáno 10 µL MTT sondy (5 mg/ml v PBS). Destička byla následně ponechána po 

dobu 1 h k inkubaci ve tmě při 37 °C. Na dně jamek se objevily fialové krystalky, které 

byly rozpuštěny působením lyzačního roztoku, se kterým byl obsah jamek důkladně 

promíchán. Nakonec byla změřena absorbance při vlnové délce 570 nm pomocí čtečky 

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.  
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VÝSLEDKY A DISKUSE 

11. Příprava a stabilizace nanočástic 

V rámci disertační práce byly připraveny nanočástice stříbra a jejich kompozity, 

jež byly následně charakterizovány a testovány pro jejich možné využití v antibakteriální 

a fototermální terapii. Základními nanočásticemi používanými v rámci výzkumné práce 

byly nanočástice stříbra připravené redukcí maltózou a tetrahydridoboritanem sodným 

(borohydridem). Z pohledu řízení konečné velikosti se lišily pouze v typu použitého 

redukčního činidla a jeho síle, tedy redoxním potenciálu. Nanočástice připravené redukcí 

maltózou tvořily poměrně monodisperzní koloidní systémem s průměrnou velikostí částic 

28 nm, jež byla stanovena na základě měření dynamického rozptylu světla a byla 

potvrzena na základě snímků z transmisní elektronové mikroskopie (Obrázek 11A). 

Tetrahydridoboritan sodný je silné redukční činidlo a v jeho přítomnosti dochází k tvorbě 

více zárodků, a tedy menších částic (8 nm), což bylo taktéž potvrzeno na základě TEM 

snímků (Obrázek 11B). Větší nanočástice stříbra připravené redukcí maltózou budou po 

zbytek práce označovány jako Ag28 a menší částice připravený redukcí 

tetrahydridoboritanem sodným budou označovány jako Ag8. 

 

Obrázek 11. Snímky nanočástic stříbra z transmisního elektronového mikroskopu připravené redukcí 

maltózou (A), tetrahydridoboritanem sodným (B). 

V rámci charakterizace nanočástic byla změřena jejich absorpční spektra 

v UV/VIS oblasti, na nichž byl pozorován výrazný pík v oblasti 400 nm, což je 

lokalizovaná plazmonová rezonance (LSPR) charakteristická pro stříbrné nanočástice. 

(Obrázek 12) Poměrně úzká šířka píků pak naznačuje úzkou distribuci velikosti částic, 

tedy syntézu poměrně úzce polydisperzního systému. 
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Obrázek 12. Absorpční spektra připravených nanočástic stříbra lišících se svou velikostí. 

Částice mají vysokou hodnotu zeta potenciálu (-29 mV) a jsou ve vodné disperzi 

dlouhodobě stabilní. Pokud ale dále přemýšlíme o využití v antibakteriální terapii, 

popřípadě o translaci do medicinální praxe, je potřeba dále sledovat i interakci 

s bakteriálními a buněčnými médii in vitro, tedy stabilitu nanočástic v prostředí s médii 

a celkově pozorovat osud částic po podání do těla a jeho následnou farmakokinetiku 

a biodistribuci in vivo. Pro prvotní experimenty byly v úvahu brány jen základní in vitro 

experimenty, a tedy interakce nanočástic s bakteriálním bujonem, v důsledku čehož může 

docházet ke změně iontové síly roztoku a následné destabilizaci systému. Po naředění 

částic 1:1 vodou, popřípadě kultivačním bujonem MH (MH_Ag) nedošlo po 24 h k žádné 

okem pozorovatelné změně (Obrázek 13A, B), a ke změně nedošlo ani v rámci měření 

absorpčních spekter, v nichž nedošlo k žádné změně intenzity absorpčního maxima či 

jeho polohy. V případě nutričně bohatšího BHI kultivačního bujonu u větších částic 

bohužel po jejich interakci s bujonem došlo k agregaci, kterou bylo možné detekovat jak 

pozorováním na základě barevné změny, tak na UV-VIS absorpčních spektrech  

(Obrázek 13). 
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Obrázek 13. Fotografie a absorpční spektra vodných disperzí stříbrných nanočástic o velikosti 28 (A, C) 

a 8 nm (B, D) ihned po přípravě a nanočástic po interakci s bakteriálním bujonem (MH, BHI).  

Agregátní nestabilita se v případě větších částic (redukce maltózou) projevila 

ihned po interakci nanočástic s BHI bujónem (1:1) a to změnou zbarvení a snížením 

absorpce v rámci UV/VIS spekter (Obrázek 13). Během 24 hodin pak došlo k úplné 

agregaci částic a k sedimentaci na dně kyvety. Po smíchání kultivačního média s menšími 

částicemi (redukce tetrahydridoboritanem) došlo jen k drobné změně zbarvení disperze 

částic, jež se projevilo mírným snížením intenzity a lehkým posunem k vyšším vlnovým 

délkám (Obrázek 13). Obecně se elektricky nabité částice stříbra vlivem elektrostatických 

odpudivých sil odpuzují a nedochází tak k jejich agregaci. Je-li však k nanočásticím 

přidán elektrolyt obsahující kladně nabité ionty, v tomto případě kultivační bujón 

obsahující kationty Mg2+, Ca2+ a další, vlivem stlačení elektrické dvojvrstvy nebo vlivem 

zrušením celkového povrchového náboje v důsledku specifické adsorpce iontů dochází 

ke koagulaci částic. Agregací nanočástic za vzniku rozměrných útvarů dochází ke ztrátě 

jejich antimikrobiální aktivity, a proto je nutné takové destabilizaci nanočástic stříbra 

předcházet a nízkou polydisperzitu nanočástic tak zachovávat po celou dobu inkubace 

s bakteriální suspenzí. Na základě těchto zjištění byly v tomto případě částice 

stabilizovány za použití různých stabilizátorů, jež mají za úkol povrch částice stéricky 

nebo elektrostaticky stabilizovat. Za účelem potlačení agregace nanočástic stříbra 

a zvýšení jejich stability v bujónu byly v rámci této práce částice stabilizovány látkami 

jako jsou želatina (GEL), hovězí sérový albumin (BSA), arabská guma (GUM) a kyselina 

polyakrylová (PAA). V rámci experimentu byla naměřena UV/VIS spektra  

(Obrázek 14C), jak stabilizovaných, tak nestabilizovaných částic, ze kterých je patrné, 

že stabilizace pomocí arabské gumy a polyakrylové kyseliny nebyla vůbec úspěšná, 

naopak želatina se ze všech testovaných látek jeví jako nejvhodnější stabilizační činidlo 

částic v BHI bujonu. 
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Obrázek 14. Fotografie vodných disperzí různě stabilizovaných nanočástic stříbra Ag28 (A), a fotografie 

těchto nanočástic po interakci s BHI bujonem (B). Absorpční spektra stabilizovaných částic v BHI bujonu (C). 

Aby byla zaručena dostatečná agregátní stabilita částic stříbra, kromě běžně 

užívaných stabilizátorů byla využita i kovalentní imobilizace stříbrných nanočástic na 

povrch grafenového derivátu a na vrstvy nitridu uhlíku, jež mělo za úkol částice pevně 

navázat a znemožnit jim pak následnou agregaci. Kyanografenový derivát (GCN/Ag) byl 

syntetizován dle již dříve publikované metody Panáčkem a kol., jež je založená na redukci 

stříbrných iontů navázaných na povrch kyanografenu modifikovaného nitrilovými 

skupinami GCN/Ag+. [48] Snímky GCN/Ag+ prekurzoru z transmisní elektronové 

mikroskopie s vysokým rozlišením (Obrázek 15A) potvrdily nepřítomnost stříbrných 

nanočástic před aplikací redukčního činidla. Chemické prvkové mapování navíc odhalilo 

husté a homogenní pokrytí grafenových vloček atomy dusíku i stříbra (Obrázek 15B). 

Po odstranění nenavázaných iontů stříbra důkladným promytím byl po redukci 

tetrahydridoboritanem sodným získán konečný produkt GCN/Ag sestávající se z malých 

nanočástic stříbra (Obrázek 15C, D) o průměru 4 až 8 nm (distribuce částic  

(Obrázek 15C)).  

 

Obrázek 15. (A) HRTEM snímek prekurzoru GCN/Ag+. (B) Chemické mapování dusíku a stříbra na povrchu 

grafenu. (C) TEM snímky GCN/Ag a distribuce velikosti částic. [411] 
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Absorpční spektrofotometrie prekurzorů GCN/Ag+ a vodných disperzí GCN/Ag 

potvrdila, že nanočástice vznikly až po přídavku redukčního činidla (Obrázek 16A) a to 

na základě výskytu charakteristické povrchové plazmonové rezonance stříbrných 

nanočástic při vlnové délce 400 nm. [33] Nitrilové skupiny byly rovněž pozorovány 

pomocí FT-IR před a po imobilizaci stříbrných nanočástic, což zároveň potvrzuje i jejich 

stabilitu po navázání. Infračervené spektrum (Obrázek 16A) ukazuje, že nitrilový pík při 

cca 1500 cm-1 je přítomen ve spektrech prekurzoru i redukovaného produktu. Obsah 

stříbra v hybridu GCN/Ag byl podle rentgenové fotoelektronové spektroskopie 1,8 % 

(atomární obsah) (Obrázek 16B). Přesné množství stříbra ve vodných disperzích GCN/Ag 

po přečištění před antibakteriálními testy bylo pomocí AAS stanoveno na 330 mg/L, což 

odpovídá 125 mg Ag na 1 g nanohybridu GCN/Ag. Díky silné kovalentní imobilizaci 

a hustému pokrytí povrchu grafenu nanočásticemi stříbra vznikl stabilní materiál 

se silnými antibakteriálními vlastnostmi, které budou popsány v následujících kapitolách. 

 

Obrázek 16. A) UV-Vis absorpční spektra samotného GCN_pure (černá čára), GCN_iAg+ s imobilizovaným 

iontovým stříbrem (červená čára) a GCN/Ag s imobilizovanými AgNPs (modrá čára); odpovídající FT-IR 

spektra jsou znázorněna ve vloženém panelu (A). (B) XPS spektrum nanohybridu GCN/Ag, které ukazuje 

obsah atomů v materiálu. 

Další vrstevnatý materiál, na jehož povrch byly imobilizovány stříbrné 

nanočástice, byl nitrid uhlíku. Příprava tohoto materiálu vycházela z nanovrstvy g-C3N4 

jež byla připravena sonikací bulkového materiálu, k němuž byl poté bez přístupu světla 

(z důvodu zabránění fotoredukce) přidán dusičnan stříbrný, který se vlivem 

elektrostatických sil adsorboval na povrch záporně nabitého povrchu g-C3N4. [49] Druhá 

fáze přípravy zahrnovala 10minutové ozáření (416 nm, 10 W LED) g-C3N4 s již 

adsorbovanými Ag+ ionty, které byly vlivem záření redukovány na stříbrné nanočástice 

a mohl tak vzniknout nanokomozit Ag/ g-C3N4. Takto připravené nanočástice stříbra jsou 

pevně vázány na povrch, netvoří agregáty a zůstávají tak stabilní. 
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Na obrázku (Obrázek 17A) jsou znázorněny XRD spektra, které zobrazují dva 

hlavní píky g-C3N4 umístěné na 2θ přibližně pod úhlem 10,9° a 27,8°, jež odpovídají 

mřížkovým rovinám rovnoběžným s osou c (100) a vrstevnatou strukturu konjugovaných 

aromatických systémů ve (002) [412]. Píky nacházející se přibližně na 2θ 38,1°, 44,3°, 

64,4° a 77,4° odpovídají krystalovým rovinám kubické struktury kovového stříbra. 

Vzorky XRD tedy potvrzují nezměněnou krystalovou strukturu g-C3N4 a také to, že se 

na povrch g-C3N4 podařilo deponovat různá množství nanočástic. Navázání nanočástic 

na g-C3N4 nanolistu byl taktéž potvrzeno snímky ze skenovací elektronové mikroskopie 

(Obrázek 17B, C), jež se také liší množstvím navázaných nanočástic. Velikost částic pak 

byla na základě těchto snímků a snímků z TEM stanovena na 2-6 nm pro 1%Ag/ g-C3N4 

a 3-21 nm pro 5%Ag/ g-C3N4. 

  

Obrázek 17. A) XRD spektra čistého g-C3N4 a Ag/g-C3N4 nanokompozitů s různým obsahem stříbra, 

B) SEM snímky nanokompozitů 1% Ag/g-C3N4 a C) 5% Ag/g-C3N4. Měřítko 500 nm. [49] 

12 Antibakteriální aktivita testovaných nanočástic 

Antibakteriální účinky nanočástic stříbra byly testovány jak vůči sbírkovým 

referenčním kmenům bakterií, tak vůči rezistentním kmenům ze sbírky Ústavu 

Mikrobiologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Minimální inhibiční 

koncentrace různých nanočástic stříbra určené mikrodiluční metodou (Tabulka 1) jsou 

uvedeny v závislosti na testovaném kmeni, ale také na velikosti a typu nanočástic. Částice 

obecně vykazovaly vysokou antibakteriální aktivitu, jež je charakteristická velmi nízkými 

hodnotami MIC (jednotky mg/L). 
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Tabulka 1. Minimální inhibiční koncentrace nanomateriálů vůči vybraným bakteriálním kmenům 

MIC [mg/L] Ag8 Ag28 GCN/Ag 
1%Ag/ 

g-C3N4 

5%Ag/ 

g-C3N4 
AgNO3 

E. coli CCM3954 0,84 3,38 0,2 0,95 3,2 3,38 

P. aeruginosa 

CCM3955 
1,69 3,38 1,69 0,95 0,81 1,69 

S. aureus CCM4223 1.69 13,5 1,69 1,9 3,2 3,38 

E. faecalis CCM4224 3,38 13,5 1,69 1,9 3,2 6,75 

ESBL-E. coli 1,69 6,75 0,5 3,8 3,2 6,75 

MRSA 1,69 13,5 1,9 1,9 1,62 6,75 

VRE 3,38 13,5 1,9 1,9 1,62 6,75 

 

Vysoká antibakteriální aktivita nanočástic stříbra různých velikostí, tvarů 

a povrchových modifikací byla v minulosti široce studována a byla popsána v celé řadě 

vědeckých publikací, jež jsou v krátkosti popsány v rámci teoretické části této práce. 

Námi získané výsledky pro různě velké nanočástice (Ag8, Ag28) pak odpovídají 

známému trendu, kdy antibakteriální aktivita vzrůstá s klesající velikostí částic a je 

s velkou pravděpodobností zapříčiněna vzrůstající plochou povrchu u menších 

nanočástic, která vede k silnějším chemickým a biologickým interakcím s biomolekulami 

na jedné straně a k vyššímu uvolňování toxického kationtu Ag+ na straně druhé. 

 [189–191] Zároveň lze také konstatovat, že nanočástice stříbra jsou o něco málo 

aktivnější v případě Gram-negativních bakterií, což z dostupných informací v literatuře 

nejspíše souvisí s tloušťkou peptidoglykanové vrstvy, která je u Gram-pozitivních 

bakterií mnohem větší, a proto je průnik nanočástic do bakterie obtížnější a nanočástice 

tak často v tomto případě interagují pouze s bakteriálním povrchem. [165,166]  

Minimální inhibiční koncentrace nanočástic stříbra imobilizovaných na plátu 

kyanografenu, nebo nitridu uhlíku jsou obecně výrazně nižší než hodnoty pro samotné 

nanočástice. Vyšší antimikrobiální aktivita částic nanesených na povrchu některého 

z nosičů ve srovnání s volnými, nevázanými nanočásticemi stříbra může souviset jednak 

s velikostí připravených částic, tak se stabilitou navázaných částic, jež je díky 

kovalentnímu navázání částic na povrch uhlíkového substrátu zvýšena a nedochází tak 

k agregaci částic, přičemž obě tyto charakteristiky jsou známy jako významný faktor, jež 

ovlivňuje výslednou antimikrobiální aktivitu částic.  Zajímavým výsledkem je pak také 

fakt, že tyto nanočástice mají vyšší antibakteriální účinky než dusičnan stříbrný, jež je 
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sám o sobě rezervoárem pro stříbrné ionty, jejichž uvolňování je jedním ze základních 

mechanismů účinku nanočástic stříbra. [224,225] Velice přínosné je, že nanočástice 

vykazovaly vysokou účinnost i proti silně rezistentním kmenům, jako jsou E. coli 

produkující β-laktamázy (ESBL) a S. aureus rezistentní vůči meticilinu a vankomicin 

rezistentním bakteriím (MRSA, VRE), jež jsou poměrně naléhavým problémem v léčbě 

bakteriálních infekcí. [413–416]  

Mechanismus antibakteriálního účinku 

Jak již bylo popsáno v teoretické části práce, velkou devízou stříbrných nanočástic 

je jejich víceúrovňový (multimodální) mechanismus účinku, kdy nanočástice stříbra 

působí na bakteriální buňku hned několika mechanismy současně, čímž je tvorba 

odolnosti bakterií v porovnání s tvorbou rezistence vůči běžně užívaným antibiotikům 

daleko obtížnější. S ohledem na to, že v odborné literatuře byl mechanismus účinku 

nanočástic stříbra několikrát popsán a potvrzen, v rámci naší práce již nebyl dále 

experimentálně ověřován a naše pozornost byla zaměřena na studium mechanismu účinku 

grafenového derivátu se stříbrem, který je svým způsobem nový materiál, do jehož účinků 

může krom nanočástic stříbra promlouvat i samotný grafen a jehož mechanismus doposud 

nebyl popsán. Jelikož k nejčastějším mechanismům účinku nanočástic stříbra patří tvorba 

reaktivních forem kyslíku a narušení bakteriální membrány, byly oba tyto mechanismy 

zkoumány i v případě grafenového derivátu se stříbrem. Z literatury je známo, že se 

nanočástice stříbra vážou na -SH skupiny buněčných membránových proteinů, čímž mění 

jejich strukturu a funkci. [417] Po navázání na buněčnou membránu způsobí kaskádu 

dějů, která vrcholí degradací buňky a produkcí reaktivních forem kyslíku, [418,419] 

což se také potvrdilo i v našem případě (Obrázek 18), kde částice vystavené působení 

účinku grafenového derivátu se stříbrem produkují mnohem větší množství kyslíkových 

radikálů, než samotné bakterie (E. coli).  

 

Obrázek 18. Tvorba ROS u E. coli bez přítomnosti GCN/Ag (untreated) nebo bakterií vystavených GCN/Ag 

v koncentraci odpovídající MIC100 po dobu 5 a 10 hodin. Jako pozitivní kontrola byl použit peroxid vodíku 

(2 mM, 2 h inkubace). [48] 
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Mimo mechanismu účinku založený na produkci ROS bylo předpokládáno 

i poškození stěny a membrány v důsledku vazby stříbrných nanočástic na jejich povrch, 

což bylo potvrzeno na základě snímků ze skenovací elektronové mikroskopie  

(Obrázek 19), jež poukázala na tvorbu děr, takzvaných „pits“ na bakteriální stěně, které 

byly již dříve publikovány v práci Kwan a kol. [420] 

 

Obrázek 19. A) SEM snímek bakterie E. coli a snímky bakterií (B, C) vystavených účinkům GCN/Ag 

v subinhibiční koncentraci (0,2 mg/L). [48] 

13. Indukce rezistence a její mechanismy 

S ohledem na dosavadní vývoj vzniku a šíření bakteriální rezistence vůči 

antibiotikům a fakt, že bakteriální rezistence se pomalu objevuje vůči všem antibiotikům, 

je velmi pravděpodobné, že si bakterie vytvoří rezistenci i vůči nanomateriálům. 

Rezistence vůči nanočásticím stříbra již byla v literatuře popsána u řady bakteriálních 

kmenů (viz teoretická část). [253–255] Nabízí se tedy připravené částice otestovat 

a zjistit, zda se podaří bakteriální rezistenci indukovat i vůči těmto částicím, a pokud ano, 

navrhnout možné způsoby potlačení nebo překonání nově vzniklého mechanismu 

rezistence.  

Rezistence vůči nanočásticím stříbra byla už dříve v rámci naší skupiny 

indukována u Gram-negativní bakterie E. coli a P. aeruginosa. V rámci tohoto výzkumu 

pak bylo cílem prokázat možnost tvorby rezistence vůči stříbrným nanočásticím i u Gram-

pozitivního kmene S. aureus. Minimální inhibiční koncentrace po opakované kultivaci se 

subinhibičními koncentracemi nanomateriálů jsou uvedeny níže (Tabulka 2) a je z nich 

patrné, že si obě bakterie vůči nanočásticím stříbra byly schopny vytvořit rezistenci 

(nárust MIC). Zároveň je v tabulce uvedena i MIC kontrolních kmenů nevystavených 

účinkům nanočástic, a to po každém desátém cyklu. 
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Tabulka 2. Minimální inhibiční koncentrace (MIC) AgNPs u bakterií u nichž se pokoušela indukovat bakteriální 

rezistence. MIC je uvedena po každém kultivačním kroku (1-20) a je uvedena ve srovnání s MIC AgNPs vůči 

referenčním kmenům po prvním, desátém a dvacátém kroku (1*, 10*, 20*). 

 

* MIC je vždy vztažena na množství stříbra v disperzi. Maximální hodnota MIC je omezena koncentrací 

nanočástic, přičemž nejvyšší testovaná koncentrace může být maximálně poloviční. U nanočástic stříbra 

o koncentraci 108 mg/L, je tedy max stanovená MIC 54 mg/L, respektive MIC >54 mg/L. 

Rychlost tvorby rezistence bakterií u Gram-pozitivního kmene S. aureus byla o něco 

pomalejší a ve srovnání s Gram-negativní E. coli se vyvíjela v pozdějších kultivačních 

krocích. S. aureus 3953 se stal rezistentním vůči nanočásticím stříbra od dvanáctého 

kultivačního kroku, kde se MIC zvýšila z 13,5 na 54 mg/L. S. aureus 008 s nižší počáteční 

MIC 3,38 mg/L se mezi 13. a 18. kultivačním krokem stával postupně odolnějším, ale 

i tak v 18. kroku dosáhla MIC stříbrných nanočástic 54 mg/L. Panáček a kol., u E. coli 

publikoval rychlejší vývoj rezistence, kde byla výrazně vyšší MIC (13,5 mg/L) 

ve srovnání s referenčním kmenem E. coli (3,38 mg/L) pozorována již v šestém 

kultivačním kroku a od osmého kroku se MIC zvýšila až na 54 mg/L. Ve dvacátém 

kultivačním kroku se MIC stříbrných nanočástic zvýšily na 54 mg/L u všech testovaných 

Gram-negativních i Gram-pozitivních bakteriálních kmenů, což znamená, že všechny 

bakteriální kmeny si vůči nanočásticím stříbra do té doby byly schopny vytvořit 

rezistenci. 

 

Obrázek 20. Fotografie mikrotitrační destičky po kultivaci bakteriálního kmene S. aureua (A, B), E. coli (C, D) 

spolu s nanočásticemi stříbra v každém řádku geometricky naředěnými v Muellerově-Hintonově bujónu  

na koncentrace od 54 mg/l do 0,42 mg/l po prvním (A, C) a dvacátem (B, D) kultivačním kroku.  

  

 

bacteria 

 

1a 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10a 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 20a 

S. aureus 

CCM 3953 
13.5 13.5 6.75 13.5 6.75 13.5 6.75 6.75 13.5 13.5 13.5 27 54 27 54 54 54 27 27 54 54 13.5 

S. aureus 

008 
3.38 6.75 1.69 3.38 1.69 1.69 1.69 1.69 3.38 6.75 1.69 3.38 6.75 13.5 6.75 13.5 13.5 27 54 54 54 3.38 

E. coli CCM 

39549 
3.38 6.75 3.38 6.75 6.75 13.5 13.5 54 54 54 3.38 54 54 108 108 54 54 108 108 108 108 6.75 
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Spolu se zvyšováním MIC docházelo u obou bakterií ke změně zbarvení a vzniku 

sraženiny na dně jamky mikrotitrační destičky (Obrázek 20B, D). Naopak, pokud 

nedocházelo k nárustu MIC, tedy v přítomnosti citlivých bakteriálních kmenů, disperze 

stříbrných nanočástic zředěná v Muellerově-Hintonově bujónu si zachovala žlutou barvu 

danou povrchovým plasmonem (Obrázek 20A, C), která je typická pro stabilní stříbrné 

nanočástice vykazující vysoký antibakteriální účinek. Agregační nestabilita byla 

prokázána jak viditelným zbarvením a tvorbou agregátů v případě rezistentních bakterie, 

tak posunem k delším vlnovým délkám a následně vymizením absorpčního maxima (větší 

částice) (Obrázek 21B), tak snímky z transmisního elektronového mikroskopu, na kterých 

jsou jasně rozlišitelné agregáty o velikostech několik stovek nm (Obrázek 21A). 

Agregace a precipitace částic je tedy hlavním průvodním jevem bakteriální rezistence 

vůči nanočásticím stříbra. Částice se shlukují na dně destičky a vytváří šedo-černé 

agregáty a narušením koloidní stability tak ztrácí své antimikrobiální vlastnosti. 

[29,57,184] Z těchto výsledků i z výsledků publikovaných Panáčkem a kol. [255] 

je zřejmé, že si jak Gram-negativní, tak i Gram-pozitivní bakterie po opakovaném 

působení nanočástic vytvoří schopnost vyvolat agregační nestabilitu, což vede k eliminaci 

jejich antibakteriálního účinku. Podle získaných výsledků je zřejmé, že vznik 

a mechanismus bakteriální rezistence vůči nanočásticím stříbra je tedy u obou skupin 

bakterií shodný a spočívá v agregaci nanočástic stříbra a ztrátě jejich antibakteriální 

aktivity.  
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Obrázek 21. A) TEM snímek agregovaných částic po 24 h kultivaci s rezistentním S. aureem. B) absorpční 

spektra stříbrných nanočástic zředěných v Muellerově-Hintonově bujónu v poměru 1:1 před (původní 

disperze) a po kultivaci citlivého a rezistentního S. aureua CCM 3953. 

V případě E. coli byl mechanismus rezistence již dříve popsán Panáčkem a kol., 

kteří uvádí, že za tvorbou agregátů nanočástic stříbra stojí produkce bakteriálního 

proteinu flagelinu. Flagelum a flagelin jsou výsadou Gram-negativních bakterií, a nelze 

A B 
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tak stejným způsobem vysvětlit mechanismus rezistence i u Gram-pozitivních bakterií 

(S. aureus), které nemají bakteriální flagela. Flagelinem indukovaná agregace nanočástic 

stříbra v případě Gram-negativních bakterií tedy nemůže být příčinou agregace částic 

a rezistence bakterií v případě Gram-pozitivních bakterií. Průběh vzniku bakteriální 

rezistence a její mechanismus je u Gram-pozitivních a Gram-negativních bakterií shodný, 

ale tento společný mechanismus rezistence je zajímavě iniciován dvěma zcela odlišnými 

způsoby charakteristickými zejména pro obě skupiny bakterií. Gram-pozitivní a Gram-

negativní bakterie tedy našly stejné „slabé místo“ nanočástic stříbra v koloidní disperzi, 

a to jejich agregační stabilitu. Používají ale dva různé způsoby, jak ji narušit, přičemž 

v případě Gram-pozitivních bakterií je prozatím neznámý, a proto budou v rámci této 

kapitoly zkoumány možné příčiny, které by u Gram-pozitivní bakterie mohly vést 

k agregaci částic a následnému vzniku rezistence. Jedním v literatuře poměrně často 

popisovaným obecným mechanismem obrany bakterií vůči antibakteriálním látkám je 

tvorba bakteriálního biofilmu. [273,421,422] Je známo, že bakterie raději žijí 

v bakteriálních koloniích a vytvářejí biofilm, než aby žily jednotlivě v planktonním stavu. 

Tato bakteriální společenstva způsobují 60-80 % všech bakteriálních infekcí, a ještě více 

komplikují bakteriální rezistenci. [423] Biofilm vzniká nevratným navázáním 

planktonních bakterií na jakýkoli povrch, dozráváním, rozptýlením v okolí místa 

a tvorbou exopolymerní matrice. V důsledku toho pak biofilm působí jako štít proti 

imunitnímu systému hostitele a brání tak difuzi antimikrobiálních látek na bakteriální 

povrch. [424,425] Kmeny stafylokoků jsou známé svou schopností tvořit biofilm, a proto 

by tvorba biofilmu v důsledku zvýšené bakteriální rezistence mohla být také jednou 

z možností bakteriální rezistence vůči nanočásticím stříbra. Proto jsme se v prvním kroku 

zaměřili právě na detekci biofilmu u bakterií rezistentních vůči nanočásticím stříbra 

a jeho možné nadprodukci.  

Tvorba biofilmu byla analyzována a kvantifikována několika metodami 

zahrnujícími skenovací elektronovou mikroskopii a Christensenovu [426] metodu. 

V rámci našeho výzkumu byla ke kvantifikaci a porovnání množství biofilmu 

vytvořeného S. aureem 008 citlivým a rezistentním k účinkům nanočástic stříbra použita 

modifikovaná Christensenova metoda (viz metody). Již z obrázku zobrazujícího 

mikrotitrační destičku po obarvení krystalovou violetí (CV) (Obrázek 22A), je zřejmý 

rozdíl v množství produkce biofilmu mezi bakteriemi citlivými  

a rezistentními ke stříbru, přičemž rezistentní kmen produkuje mnohem více biofilmu 
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(obarveného fialovou barvou CV) než citlivý. Vyšší produkce biofilmu u kmene S. aureus 

rezistentního ke stříbrným nanočásticím byla potvrzena také měřením optické hustoty 

biofilmu obarveného pomocí CV (Obrázek 22B), který produkoval S. aureus citlivý, 

respektive rezistentní k nanočásticím stříbra, vystavený různým koncentracím nanočástic 

stříbra. V přítomnosti nanočástic stříbra v nižších koncentracích (pod jejich příslušnou 

MIC) produkují citlivé i rezistentní kmeny nízké a přibližně stejné množství biofilmu. 

Takto malé množství nanočástic stříbra neinhibuje růst bakterií, proto nejsou bakterie 

nuceny zvláštně bránit účinkům nanočástic a následně přijít s určitým mechanismem 

rezistence. Ukazuje se však (Obrázek 22B), že při dosažení koncentrace 13,5 mg/L 

se množství biofilmu vytvořeného citlivými a rezistentními kmeny výrazně liší, což je 

v dobré shodě se stanovenou MIC pro citlivé (13,5 mg/L) a rezistentní bakterie 

(54 mg/L). Pokud je bakterie vystavena stejné nebo vyšší koncentraci antimikrobiální 

látky, než je její hodnota MIC, bakterie odumírá, a proto není schopna biofilm dále tvořit 

(platí pro citlivý kmen S. aureus). Při koncentracích vyšších v intervalu 13,5 až 27 mg/L 

se bakterie ve snaze eliminovat vysokou koncentraci nanočástic stříbra, musí bránit svým 

nově vyvinutým mechanismem rezistence, kterým je zvýšená produkce bakteriálního 

biofilmu, která výrazně roste s rostoucí koncentrací nanočástic v systému. Největší 

množství biofilmu produkuje rezistentní S. aureus vystavený nejvyššímu testovanému 

množství nanočástic stříbra pod hodnotou MIC (27 mg/L), kterému se ještě dokáže bránit. 

Při koncentraci 54 mg/L stříbra již mechanismy rezistence bakterie nestačí pro potlačení 

účinku nanočástic a je to pro bakterie inhibiční koncentrace. Tato metoda tedy jasně 

potvrdila vyšší produkci bakteriálního biofilmu produkovaného rezistentními kmeny 

oproti bakteriím citlivým vůči účinkům nanočástic, což potvrzuje produkci biofilmu jako 

mechanismus rezistence stafylokoků vůči nanočásticím stříbra. 
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Obrázek 22. A) 96jamková destička inkubovaná bez bakterií (sloupec 1-4, reference), inkubovaná s citlivým  

(5-8) nebo rezistentním kmenem (9-11) S. aureus.  Biofilm na dně jamek byl po 24 h kultivaci obarven 

krystalovou violetí (viz. Christensenova metoda) a následně byla změřena jejich optická hustota při 570 nm, 

a to v závislosti na množství nanočástic stříbra přítomných při kultivaci (B). SEM snímky citlivého 

(C) a rezistentního (D) S. aureua vystaveného účinkům stříbra. 

Vzhledem k tomu, že zvýšená tvorba biofilmu byla prokázána jako možný 

mechanismus rezistence u kmene S. aureus a k eradikaci bakterií je nyní zapotřebí 

54 mg/L AgNPs, je třeba vyvinout nové způsoby, jak tento nově vytvořený mechanismus 

rezistence překonat. Jedním z možných přístupů, jak bojovat proti tvorbě bakteriálního 

biofilmu, je kombinace nanočástic stříbra s látkou s prokázaným pozitivním účinkem 

inhibovat tvorbu bakteriálního biofilmu. Nejprve byl vůči planktonním bakteriím a tvorbě 

biofilmu aplikován extrakt z kůry granátového jablka (PGRE), a to s ohledem na jeho 

dlouhodobě známý antimikrobiální účinek [410,427,428], a také vzhledem k tomu, 

že PGRE byl použit k potlačení rezistence bakterií vůči nanočásticím stříbra u E. coli. 

[255] Díky tomuto přístupu by mohl být extrakt z kůry granátového jablka použit 

k inhibici jak produkce flagelinu u E. coli, tak tvorby biofilmu u kmene S. aureus, a to 

vše jen při použití jediné látky k překonání oběma typům mechanismů bakteriální 

rezistence. Z počátku byl nejprve studován samotný účinek extraktu (PGRE) a poté jeho 

synergický účinek nanočástic stříbra a jejich příslušné MIC vůči ke stříbru rezistentní 

bakterii S. aureus. Obrázek 23 ukazuje schéma mikrotitrační destičky prezentující různé 

kombinace obou antimikrobiálních látek proti rezistentní bakterii S. aureus. Tyto 

kombinace nevykázaly silný synergický účinek (potvrzen byl pouze aditivní efekt), ale 

i přesto PGRE v subinhibiční koncentraci pomohl snížit MIC nanočástic stříbra z více 

než 54 mg/L na 13,5 mg/L, což je stejné jako MIC pro citlivý kmen. 
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Obrázek 23.  Schéma znázorňující růst bakteriálního kmene S. aureus rezistetního k AgNPs (šedě) 

na mikrotitračních destičkách při testování synergického účinku AgNPs spolu s PGRE. V rámci tabulky 

jsou vypočtené FIC pro jednotlivé kombinace PGRE-AgNPs a modře je zobrazena minimální inhibiční 

koncentrace samotných antibakteriálních látek. 

Inhibice tvorby biofilmu byla v tomto případě hodnocena také modifikovanou 

Christensenovou metodou a naměřené optické hustoty obarveného biofilmu pro testovaná 

koncentrace roztoku PGRE v rozmezí od 0,039 % do 1,25 % (MIC 0,156 % PGRE) jsou 

uvedeny na obrázku níže (Obrázek 24). Z obrázku je patrné, že množství vytvořeného 

biofilmu klesá s rostoucí koncentrací PGRE. 

 

Obrázek 24. (A) Graf znázorňující optickou hustotu biofilmu vytvořeného v kultivačním médiu obsahujícím 

různá množství PGRE v přítomnosti rezistentního kmene S. aureus. (B) SEM snímky biofilmu vytvořeného 

v přítomnosti 27 mg/l AgNPs bez PGRE, (C) s 0,039% PGRE, (D) s 0,624% PGRE. 

AgNPs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [mg/L]

A FICAVR 0,71 0,75 54

B Effect ADD 0,75 27

C 0,62 13,5

D 6,75

E 3,375

F 1,688

G 0,844

H MIC PGRE 0

2,5 1,25 0,625 0,313 0,156 0,078 0,039 0,020 0,010 0,005 0,002 0

PRGE [mg/L]

AgNPs & PGRE (S. aureus)
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Dalším způsobem, jak překonat rezistenci bakterií vůči nanočásticím stříbra, 

by mohlo být zvýšení stability nanočástic stříbra, a tedy zabránění jejich agregaci. Vedle 

tradičních metod, jako je stabilizace pomocí polymerů nebo povrchově aktivních látek, 

které v případě překonání rezistence u E. coli nebyly úspěšné, [255] se nabízí možnost 

stabilizace částic pevným navázáním na povrch nanostrukturního substrátu. Jednou 

z možností by mohlo být využití kyanografen-stříbrného (GCN/Ag) nanokompozitu, kde 

jsou nanočástice stříbra pevně vázány na povrchu grafenu, a proto nemají tendenci 

agregovat. Produkce tvorby biofilmu byla hodnocena stejně jako u PGRE, a to pro 

koncentrace nanočástic stříbra v rozmezí 0,422 až 54 mg/L. Optické hustoty naměřeny 

při vlnové délce 570 nm jsou uvedeny na obrázku níže (Obrázek 25A) a jsou porovnány 

s hodnotami pro nanočástice stříbra. Jak je vidět, množství biofilmu vytvořeného 

v přítomnosti GCN/Ag je výrazně nižší než pro nanočástice stříbra, u kterých se hlavně 

při vyšších koncentracích stříbra (od 13,5 mg/L) množství formovaného biofilmu výrazně 

navyšuje. Je však důležité zmínit, že pro všechny koncentrace GCN/Ag byla vždy zjištěna 

produkce alespoň nějakého množství biofilmu, což vysvětluje obrázek B (Obrázek 25B) 

a na něm zobrazená křivka minimální doby trvání usmrcení, která udává, že i pro největší 

koncentraci nanokompozitu (a tedy i stříbra) nebyly bakterie usmrceny minimálně po 

dobu 13 hodin od začátku inkubace, bakterie tedy měly dostatek času na vytvoření 

alespoň malého množství biofilmu. 

 

Obrázek 25. (A) Graf znázorňující optickou hustotu biofilmu vytvořeného v kultivačním médiu obsahujícím 

různá množství nanočástic stříbra, respektive nanokompozitu GCN/Ag u rezistentního kmene S. aureus.  

(B) Graf zobrazující minimální dobu usmrcení bakterie, tedy fakt, že bakterie umírají až po 13ti hodinách. 
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Grafenový derivát je tedy možné využít jako antibakteriální materiál 

překonávající rezistenci bakterie S. aureus vůči účinkům nanočásticím stříbra. Otázkou 

zůstává, zda je tento účinek specifický vůči tomuto vybranému Gram-pozitivnímu kmeni, 

nebo i vůči dalším bakteriím rezistentním vůči účinkům nanočástic stříbra. K prokázání 

nespecifického účinku byly testovány minimální inhibiční koncentrace vůči kmenům E. 

coli a P. aeruginosa, u nichž Panáček a kol. indukovali rezistenci ke stříbru. [255] 

Z tabulky na počátku této kapitoly (Tabulka 1) a níže uvedeného obrázku (Obrázek 26) 

je patrné, že grafenový derivát je mnohem účinnější, něž samotné stříbrné nanočástice, 

vůči nimž se bakterie vytvořily rezistenci a že ho lze tedy používat vůči řadě Gram-

pozitivních a Gram-negativních bakteriálních kmenů, jež jsou rezistentní vůči účinkům 

antibiotik, ale i vůči kmenům rezistentním vůči samotným nanočásticím stříbra. 

 

Obrázek 26. A) Graf srovnávající hodnoty MIC pro GCN/Ag, koloidní nanočástice stříbra (Ag28) a iontové 

stříbro (AgNO3) pro různé bakteriální kmeny. B) E. coli vystavená po několik generací (sériových pasáží) 

subinhibičním koncentracím GCN/Ag a Ag28 (AgNPs). 

Aby se jednoznačně prokázala stálost vysoké antibakteriální aktivity grafenového 

kompozitu se stříbrem, tak i v případě tohoto materiálu byla ověřována možnost indukce 

a tvorby rezistence bakterií vůči tomuto typu nanokompozitu. Bakterie byly opět 

opakovaně kultivovány se subinhibičními koncentracemi GCN/Ag jako tomu bylo 

v případě disperzí samotných nanočástic stříbra. Celkem bylo provedeno šedesát 

kultivačních opakování, přičemž hodnota MIC se změnila jen nepatrně (jedno ředění), 

což nepoukazuje na vývoj bakteriální rezistence bakterie S. aureus, který tak zůstává vůči 

činku kompozitu GCN/Ag stále citlivý. V případě srovnání průběhu indukce rezistence 

u stříbrných nanočástic je patrné, že si bakterie S. aureus za naprosto stejných podmínek 

vyvinuly rezistenci už při dvacátém kroku (Obrázek 26. A) Graf srovnávající hodnoty 

MIC pro GCN/Ag, koloidní nanočástice stříbra (Ag28) a iontové stříbro (AgNO3) pro 
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různé bakteriální kmeny. B) E. coli vystavená po několik generací (sériových pasáží) 

subinhibičním koncentracím GCN/Ag a Ag28 (AgNPs).Obrázek 26B), kdy se hodnoty 

MIC nanočástic stříbra zvýšily na 108 mg/L. Tyto výsledky potvrdily naši hypotézu, že 

velmi silná vazba stříbra na GCN dostatečně stabilizuje nanočástice stříbra a může 

překonat klíčový mechanismus rezistence (vyvolání agregace) těchto bakterií vůči 

stříbrným nanočásticím. 

14. Testování společného účinku  

Společný antimikrobiální účinek byl hodnocen na základě porovnání minimálních 

inhibičních koncentrací samotných antimikrobiálních látek, MIC látek v kombinaci 

a výpočty frakčního inhibičního koeficientu (FIC), který odrážel právě tyto 

charakteristiky. Všechny experimenty byly provedeny na rezistentních bakteriích, tedy 

bakteriích mající MIC větší, než jejich „breakpoint“ (termín označující hraniční 

koncentrace MIC antibiotika, která definuje mikroorganismus jako citlivý nebo 

rezistentní) stanovený EUCAST. [405] Bylo prokázáno, že již nízké koncentrace 

nanočástic stříbra v jednotkách mg/L v kombinaci s antibiotiky zvyšují jejich účinek proti 

multirezistentním bakteriím, vůči nimž jsou samotná antibiotika zcela bezradná. [136] 

Vzhledem k vysoké antibakteriální aktivitě GCN/Ag a faktu, že se vůči tomuto 

materiálu nepodařilo vyvolat rezistenci, byly testovány i jeho společné účinky 

s antibiotiky mající různé mechanismy účinku. V níže uvedené tabulce (Tabulka 3) jsou 

shrnuty minimální inhibiční koncentrace (MIC) antibiotik (ATB) ciprofloxacinu (CIP), 

ceftazidimu (CTZ), gentamicinu (GEN), kolistinu (COL) a MIC nanohybridu GCN/Ag 

na bázi Ag testované vůči rezistentním bakteriím E. coli, P. aeruginosa a E. kobei. 

V tabulce jsou rovněž uvedeny rozsahy MIC GCN/Ag použité při kombinaci s ATB. 

Mimo to jsou uvedeny i nejnižší, nejvyšší a průměrné frakční inhibičními koncentrace 

(FIC) stanové pro každou dvojici antibiotikum-GCN/Ag. 
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Tabulka 3. Minimální inhibiční koncentrace MIC [mg/l] různých antibiotik a GCN/Ag nanohybridu, průměrné 

hodnoty FIC pro kombinace antibiotik s nanohybridem GCN/Ag a průměrné hodnoty FIC pro kombinace 

antibiotik s nanohybridem GCN/Ag. výsledné antibakteriální účinky 

 

E. coli P. aeruginosa E. kobei 

GEN CTZ CIP GEN CTZ CIP COL 

ATB 128 32 64 8 8 16 64 

GCN/Ag 1,688 1,688 1,688 1,688 1,688 1,688 3,375 

ATB v kombinaci 4-64 1-16 32 0.5-4 1-4 8 1-32 

GCN/Ag v kombinaci 

0,003 

- 

0,844 

 

0,211 

- 

0,844 

 

0,844 

0,105 

- 

0,844 

 

0,844 0,844 

0,422 

- 

1,688 

 

částečné FIC 

0,16 

- 

0,53 

0,38 

- 

0,63 

1,00 

0,38 

- 

0,56 

0,75 

- 

1,00 

1,00 

0,16 

- 

0,63 

FIC 0,39 0,54 1,00 0,53 0,88 1,00 0,29 

Efekt (S) (PS) (A) (PS) (PS) (A) (S) 

 

Zvýšené (tj. synergické nebo částečně synergické) antibakteriální účinky proti 

rezistentní E. coli byly pozorovány u kombinací GCN/Ag (MIC 1,688 mg/L) s GEN, CTZ 

a CIP. Nejsilnější synergický účinek s průměrným FIC (0,39) a tedy zvýšení 

antibakteriální aktivity antibiotika po přídavku GCN/Ag u rezistentní E. coli bylo 

pozorováno u gentamicinu. Kombinace antibiotika s GCN/Ag vedla ke snížení MIC 

gentamicinu 32krát, a to na pouhé 4 mg/L, kde byla MIC nanohybridu ve stejnou chvíli 

snížena 8krát na 0,211 mg/L, což vedlo k dosažení nejnižší hodnoty částečného FIC 

(0,16). Kromě toho byly pro GEN-GCN/Ag pozorovány čtyři další kombinace s nízkými 

hodnotami dílčího FIC indexu (v rozmezí 0,19 až 0,31) (Obrázek 27), které naznačují 

silné zvýšení aktivity proti E. coli. Nejvyšší hodnota FIC indexu (0,53) byla získána pro 

dvojici gentamicin/nanohybrid při kombinaci 64 mg/L gentamicinu s 0,053 mg/L 

GCN/Ag, což odpovídá spíše částečnému než plnému synergickému účinku. Kumulativní 

FIC pro gentamicin s nanohybridem (definovaný jako aritmetický průměr všech 
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vypočtených FIC) byl 0,39, což pro kombinaci gentamicin-GCN/Ag ukazuje na celkový 

synergický antibakteriální účinek.  

 

Obrázek 27. Schéma znázorňující bakteriální růst E. coli (šedě) na mikrotitračních destičkách při testování 

synergického účinku GCN/Ag spolu s gentamicinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC pro jednotlivé 

kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena MIC samotných antibakteriálních látek. 

Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC a žlutě je pak uvedena průměrná FIC, ze které 

je pak určen výsledný efekt společného účinku (SYN - synergie). 

Částečná synergie (FIC 0,54) byla u E. coli pozorována také u kombinace 

ceftazidimu s GCN/Ag. Zesílení antibakteriální aktivity bylo v tomto případě slabší než 

u gentamicinu (FIC 0,39), ale i tak kombinace ceftazidimu s nanohybridem umožnila 

dosáhnout na MIC pod hodnotou breakpointu antibiotika a to po kombinaci s 0,844 mg/L 

GCN/Ag, kde byla MIC ceftazidimu snížena ze 32 mg/L na 1 mg/L. Nejnižší pozorovaná 

FIC u dvojice ceftazidim-GCN/Ag byla 0,38 a bylo jí dosaženo při kombinaci 8 mg/L 

ceftazidimu s 0,211 mg/L GCN/Ag a lze ji tedy označit jako synergickou. Nejvyšší 

vypočtená hodnota FIC pro tuto dvojici (0,63) byla ještě v částečně synergickém rozmezí 

(Obrázek 28).  

 

Obrázek 28. Schéma znázorňující bakteriální růstu E. coli (šedě) na mikrotitračních destičkách při testování 

synergického účinku GCN/Ag spolu s ceftazidinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC pro jednotlivé 

kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena MIC samotných antibakteriálních látek. 

Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC a žlutě je pak uvedena průměrná FIC, 

ze kterého je pak usuzováno na výsledný účinek (PSYN - částečná synergie). 

Posledním testovaným antibiotikem vůči E. coli byl ciprofloxacin, který při 

kombinaci s nanohybridem GCN/Ag vykazoval aditivní účinek (FIC 1,00), což naznačuje 

účinek nezávislý na přítomnosti nanočástic. Pouze jedna kombinace vykazuje 

GEN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [mg/L]

A FICAVR 0,39 256

B Effect SYN MIC GEN 128

C 0,53 0,52 0,51 0,50 0,50 64

D 0,31 32

E 0,25 16

F 0,19 8

G 0,53 0,28 0,16 4

H MIC GCN/Ag 0

GCN/Ag [mg/L] 3,375 1,688 0,844 0,422 0,211 0,105 0,053 0,026 0,013 0,007 0,003 0

CTZ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [mg/L]

A FICAVR 0,54 64

B Effect PSYN MIC CTZ 32

C 0,63 16

D 0,50 0,38 8

E 0,63 4

F 0,56 2

G 0,53 1

H MIC GCN/Ag 0

GCN/Ag [mg/L] 3,375 1,688 0,844 0,422 0,211 0,105 0,053 0,026 0,013 0,007 0,003 0

CIP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [mg/L]

A FICAVR 1,00 128

B Effect ADD MIC CIP 64

C 1,00 32

D 16

E 8

F 4

G 2

H MIC GCN/Ag 0

GCN/Ag [mg/L] 3,375 1,688 0,844 0,422 0,211 0,105 0,053 0,026 0,013 0,007 0,003 0

CIP & GCN/Ag (E. Coli)

GEN & GCN/Ag (E. Coli)

CTZ & GCN/Ag (E. Coli)

GEN
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potenciálně synergický účinek pro toto antibiotikum a obsahuje střední koncentrace obou 

látek, tedy 32 mg/L ciprofloxacinu a 0,844 mg/L GCN/Ag (Obrázek 29). 

 

Obrázek 29. Schéma znázorňující bakteriální růst E. coli (šedě) na mikrotitračních destičkách při testování 

synergického účinku GCN/Ag spolu s ciprofloxacinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC pro jednotlivé 

kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena minimální inhibiční koncentrace 

samotných antibakteriálních látek. Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC a žlutě je 

pak uvedena průměrná FIC, ze kterého je pak usuzováno na výsledný účinek (SYN - synergie, PSYN - 

částečná synergie, ADD - aditivní účinek). 

V případě rezistentní P. aeruginosy byly FIC všech antibiotik o něco vyšší než 

u rezistentní E. coli, ale MIC GCN/Ag po přepočtu na obsah stříbra byla stejná (1,688 

mg/L). Průměrná FIC pro gentamicin (0,53) byla v rozmezí spojovaném s částečnou 

synergií, ale jeho nejnižší stanovená FIC (0,38) byla v synergickém rozmezí, kde již 

přídavek 0,422 mg/L GCN/Ag osminásobně snížil potřebnou koncentraci antibiotika. 

Dílčí hodnoty FIC stanovené pro gentamicin v kombinaci s GCN/Ag byly většinou 

v rozmezí synergického účinku, pouze dvě v rozmezí částečně synergického účinku, což 

však vedlo k navýšení průměrného FIC do částečně synergického rozmezí (Obrázek 30).  

 

Obrázek 30. Schéma znázorňující bakteriální růstu kmene P. aeruginosa (šedě) na mikrotitračních destičkách 

při testování synergického účinku GCN/Ag spolu s gentamicinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC pro 

jednotlivé kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena minimální inhibiční 

koncentrace samotných antibakteriálních látek. Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC 

a žlutě je pak uvedena průměrná FIC, ze kterého je pak usuzováno na výsledný účinek (SYN - synergie, PSYN 

- částečná synergie, ADD - aditivní účinek). 
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Částečná synergie proti rezistentní P. aeruginose byla pozorována také 

u kombinace ceftazidimu s GCN/Ag, jejíž průměrný FIC 0,88 byl vyšší než 

u gentamicinu (0,53) a také vyšší než u ceftazidimu při použití proti rezistentní E. coli 

(0,54). Nicméně i v tomto případě, kdy se dílčí FIC pohybovaly v rozmezí 0,75 až 1,00, 

dokázala kombinace 0,844 mg/L GCN/Ag snížit koncentraci ceftazidimu potřebnou 

k usmrcení rezistentního kmene P. aeruginosa čtyřnásobně (Obrázek 31).  

 

Obrázek 31. Schéma znázorňující bakteriální růst kmene P. aeruginosa (šedě) na mikrotitračních destičkách 

při testování synergického účinku GCN/Ag spolu s ceftazidinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC 

pro jednotlivé kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena minimální inhibiční 

koncentrace samotných antibakteriálních látek. Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC 

a žlutě je pak uvedena průměrná FIC, ze kterého je pak usuzováno na výsledný účinek (SYN - synergie, 

PSYN - částečná synergie, ADD - aditivní účinek). 

Index FIC pro kombinaci ciprofloxacinu s nanohybridem GCN/Ag při testování 

proti kmenu P. aeruginosa byl 1,0, což naznačuje aditivní účinek bez významného 

zlepšení antibakteriální aktivity a je v souladu s výsledky získanými pro ciprofloxacin 

při testování vůči rezistentní E. coli (Obrázek 32).  

 

Obrázek 32. Schéma znázorňující bakteriální růst kmene P. aeruginosa (šedě) na mikrotitračních destičkách 

při testování synergického účinku GCN/Ag spolu s ciprofloxacinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC 

pro jednotlivé kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena minimální inhibiční 

koncentrace samotných antibakteriálních látek. Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC 

a žlutě je pak uvedena průměrná FIC, ze kterého je pak usuzováno na výsledný účinek (SYN - synergie, 

PSY - částečná synergie, ADD - aditivní účinek). 
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Minimální inhibiční koncentrace nanohybridu GCN/Ag proti E. kobei rezistentní 

vůči kolistinu byla 3,375 mg/L. Kombinovaný efekt GCN/Ag a kolistinu přinesl silný 

synergický účinek s velmi nízkým FIC indexem 0,29 a naznačuje tedy možné překonání 

rezistence E. kobei vůči účinkům kolistinu. Za optimálních podmínek (v kombinaci 

s 0,422 mg/L GCN/Ag) se podařila snížit MIC kolistinu 32krát, na pouhé 2 mg/L. 

Touto kombinací byla MIC nanohybridu snížena osminásobně a poskytla velmi nízký 

FIC 0,16. Další kombinace kolistinu (1-16 mg/L) s GCN/Ag v koncentracích 0,422-0,844 

mg/L měly částečné FIC mezi 0,19 až 0,38, což potvrzuje silný synergický účinek této 

dvojice (Obrázek 33). Nejvyšší FIC pozorovaný pro párování kolistinu s GCN/Ag proti 

E. kobei byl 0,63, což bylo pozorováno při kombinaci 32 mg/L kolistinu s 0,422 mg/L 

GCN/Ag.  

 

Obrázek 33. Schéma znázorňující bakteriální růst bakterie E. kobei (šedě) na mikrotitračních destičkách při 

testování synergického účinku GCN/Ag spolu s kolistinem. V rámci tabulky jsou vypočtené FIC pro jednotlivé 

kombinace antibiotikum-GCN/Ag nanohybrid a modře je zobrazena minimální inhibiční koncentrace 

samotných antibakteriálních látek. Červeně je zvýrazněna maximální FIC, zeleně minimální FIC a žlutě je 

pak uvedena průměrná FIC, ze kterého je pak usuzováno na výsledný účinek (SYN - synergie, PSYN - 

částečná synergie, ADD - aditivní účinek). 

Každé z antibiotik testovaných v rámci tohoto výzkumu patří do jiné třídy 

antibiotik a působí na bakterie jiným mechanismem. [140] Gentamicin patří do skupiny 

aminoglykosidových antibiotik, která inhibují syntézu proteinů vazbou na podjednotku 

30S prokaryotického ribozomu. Bakterie E. coli studované v této práci odolávají 

gentamicinu snížením své buněčné propustnosti, která byla překonána prostřednictvím 

schopnosti nanohybridu GCN/Ag narušit vnější membránu a buněčnou stěnu  

(Obrázek 34). Narušení bakteriální buněčné membrány a buněčné stěny zvyšuje 

propustnost bakteriálních buněk, což umožňuje gentamicinu dosáhnout jeho 

intracelulárního cílového místa.  
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Obrázek 34. SEM snímky neošetřené E. coli (A), E. coli s narušenou buněčnou stěnou po ošetření GCN/Ag  

(B, C) a GCN/Ag spolu s gentamycinem (D). 

Ceftazidim je antibiotikum, jehož způsob účinku je založen na inhibici syntézy 

buněčné stěny. Kmeny E. coli si vyvinuly rezistenci vůči jeho účinku tím, že produkují 

β-laktamázy s rozšířeným spektrem, [404] které hydrolyzují beta-laktamové jádro 

v molekule těchto antibiotik, čímž jim znemožňují vazbu na jejich obvyklé cílové místo. 

Je pravděpodobné, že nanohybrid působí proti této rezistenci tím, že proniká vnější 

membránou, což umožňuje intenzivnější a snadnější uvolňování β-laktamáz, a to ve větší 

míře než v případě bakterie s neporušenou membránou, čímž tak oslabuje jejich negativní 

účinek na antibiotika. 

Naproti tomu kolistin je antibiotikum, které cílí na vnitřní buněčnou membránu 

bakterií tím, že se váže na klíčové složky buněčného obalu (fosfolipidy 

a lipopolysacharidy) a vytěsňuje ionty hořčíku a vápníku, které membránu stabilizují. 

Tím se zvyšuje propustnost membrány, což vede ke ztrátě buněčných složek a k buněčné 

smrti. [429] Rezistentní kmen E. kobei zkoumaný v této práci vykazuje rezistenci vůči 

kolistinu, při níž je vnější membrána modifikována (má mírný záporný náboj rovný  

-8 mV ve srovnání s - 38 mV citlivého kmene) způsobem, který zabraňuje antibiotiku 

(kladně nabité s hodnotou zeta-potenciálu 20 mV) dosáhnout svého cíle, tj. vnitřní 

membrány. Zvýšení antibakteriální aktivity kolistinu při kombinovaném působení 

s GCN/Ag je pravděpodobně způsobeno adsorpcí pozitivně nabitého kolistinu (zeta 

potenciál: 20 mV) na negativně nabitý nanohybrid GCN/Ag (zeta potenciál: -35 mV) 

prostřednictvím elektrostatických interakcí. To by umožnilo nanohybridu působit jako 

nano-nosič kolistinu, což může oslabit odpudivé interakce mezi kolistinem a vnější 
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membránou. Kromě toho může nanohybrid narušit vnější membránu bakterií a buněčnou 

stěnu, což antibiotiku usnadní přístup k vnitřní membráně. V tomto případě jsou sice 

mechanismy účinku antibiotika a nanohybridu podobné, ale jejich kombinace vede 

k silnému posílení antimikrobiální aktivity. 

Posledním testovaným antibiotikem v této práci byl ciprofloxacin, který patří do 

skupiny chinolonových antibiotik, jejichž mechanismus účinku spočívá v inhibici syntézy 

nukleových kyselin inhibicí DNA gyrázy a topoizomeráz typu II a IV, které jsou klíčové 

pro dělení bakteriální DNA a buněčné dělení. Rezistence k ciprofloxacinu u testovaného 

kmene E. coli vzniká v důsledku mutace DNA gyrázy, [404] která brání správné vazbě 

antibiotika. Na rozdíl od dříve diskutovaných mechanismů rezistence tento nezahrnuje 

změny v buněčné stěně nebo membráně; místo toho ovlivňuje strukturu jaderného 

proteinu. V důsledku toho nemá nanohybrid žádný chemický nebo biologický způsob, 

jak tento mechanismus ovlivnit, takže v tomto případě byly pozorovány pouze aditivní, 

nikoli synergické nebo částečně synergické účinky.  

Aktivita nanohybridu GCN/Ag v kombinaci s různými antibiotiky byla testována 

proti různým bakteriálním kmenům rezistentním vůči antibiotikům. Získané výsledky 

naznačují, že kombinovaný antibakteriální efekt v některých případech zvyšuje 

antibakteriální aktivitu, a že stupeň a povaha tohoto zvýšení závisí na základním 

mechanismu rezistence a způsobu účinku antibiotika. Slibné výsledky byly získány pro 

antibiotikum, které blokuje syntézu bakteriálních proteinů vazbou na 30. podjednotku 

bakteriálního ribozomu (gentamicin), a pro antibiotikum, které oslabuje integritu 

cytoplazmatické membrány (kolistin). Při použití těchto antibiotik v kombinaci 

s nanohybridem byly pozorovány synergické antimikrobiální účinky, které způsobily, 

že citlivost těchto bakteriálních kmenů pro daná antibiotika výrazně zvýšila 

i u multirezistentních bakteriálních kmenů. Důležité je, že i velmi nízké koncentrace 

nanokompozitu (obvykle 0,422 mg/L) byly dostatečné k obnovení baktericidní aktivity 

proti bakteriálnímu kmenům E. coli i P. aeruginosa. Pozitivní výsledky byly získány také 

pro ceftazidim, který působí inhibicí syntézy bakteriální buněčné stěny. Naopak 

kombinace nanohybridu s ciprofloxacinem, tedy antibiotikem inhibujícím syntézu 

bakteriální DNA, nijak výrazně nezvýšilo jeho aktivitu. Všechna tato zjištění pomáhají 

lépe pochopit mechanismy kombinovaných antibakteriálních účinků antibiotik spolu 

s dalšími antimikrobiálními látkami a otevírají cestu, jak obnovit antibakteriální účinnost 

běžných antibiotik a překonat bakteriální rezistenci. 
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15. Nanočástice stříbra ve fototermální terapii 
Fototermální účinek nanočástic stříbra byl v rámci tohoto výzkumu používán 

k cílenému poškození proteinů v buňkách kultivovaných na plazmonických 

nanočásticích stříbra nanesených ve formě vrstvy na kultivačních destičkách. Povrch 

mikrotitračních destiček byl modifikován vrstvou anizotropních stříbrných nanočástic, 

které po ozáření lasery používanými ve skenovacích mikroskopech umožňují řízený 

ohřev a tepelné mikroozařování jednotlivých buněk nebo subcelulárních kompartmentů. 

Anizotropní částice stříbra byly připraveny dvoukrokovou syntézou, kde byly 

stříbrné ionty nejprve redukovány silným redukčním činidlem (tetrahydridoboritanem 

sodným), což vedlo k vytvoření velkého množství zárodečných částic. V závislosti 

na množství stabilizačního činidla (citronanu sodného) pak byly v druhém redukčním 

kroku v závislosti na množství stabilizátoru a redukční látky (redukce hydrazinem) 

syntetizovány částice různých tvarů a velikostí (Obrázek 35), tedy i různých optických 

vlastností projevujících se různou polohou maxima v UV-VIS absorpčním spektru 

(Obrázek 36). V závislosti na množství citrátu (0,25-4 ml) a koncentraci redukční látky 

pak byly připraveny částice lišící se polohou plasmonového píku, a to v rozmezí  

440-750 nm. 

 

Obrázek 35. TEM snímky anizotropních částic stříbra používaných pro depozici na destičku (vzorek 5). 
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Obrázek 36. Vodné disperse anizotropních nanočástic stříbra (A) a jejich absorpční spektra (B). 

Tímto způsobem připravené nanočástice byly následně nanášeny na povrch 

kultivační desky metodou samouspořádání po vrstvách (layer-by-layer assembly), která 

umožňuje navázání záporně nabitých stříbrných částic na povrch kultivační destičky, 

který byl dopředu modifikován (Obrázek 37) tenkým polymerním filmem sestávajícím 

se z vrstvy naadsorbované kyseliny polyakrylové (PAA) a poly(diallyl dimethylamonium 

chloridu) (PDDA), jež sloužily k zajištění vyšší smáčivosti (vrstva PAA), respektive silné 

elektrostatické síle a schopnosti vázat negativně nabité nanočástice stříbra (vrstva 

PDDA). [430] V tomto případě byly vybrány částice s maximem povrchové plasmonové 

rezonance, co nejblíže hodnotě 561 nm, což je vlnová délka použitého excitačního laseru. 

Takto modifikovaný kultivační povrch je stabilní a plně kompatibilní se standardními 

metodami tkáňové kultivace, včetně adherence buněk, jejich růstu a životaschopnosti.  

 

Obrázek 37. Schematické znázornění konceptu mikrotepelného poškození buněčných proteinů. 

Povrch buněčné kultivační desky byl modifikován tenkou polymerní vrstvou sestávající z PAA a PDDA 

pro účinnou vazbu plasmonických nanočástic. 

Fototermický efekt a tepelná emise plazmonicky modifikovaného povrchu 

kultivačních desek po ozáření laserem byla pomocí termovizního zobrazování 

detekovatelná v oblasti LWIR spektra (7,5-14 µm) (Obrázek 38).  
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Obrázek 38. UV-VIS spektrum funkcionalizované mikrotitrační destičky (A). Termovizní zobrazení 

znázorňující vyzařované teplo v jamce na nemodifikovaných (kontrola) a modifikovaných destičkách  

(Ag vrstva) po aktivaci laserem o vlnové délce 561 nm (B). 

K analýze schopnosti modifikovaného povrchu vyvolat mikrotepelné poškození 

proteinů v živých buňkách byla použita lidská reportérová buněčná linie U-2-OS 

exprimující protein HSP70 (Heat shock protein 70) značený GFP, který se podílí 

na zpracování nesložených, nebo agregovaných proteinů. [431] Tento protein se pak 

okamžitě po expozici laserem (během 8 s) nahromadil v místech mikrotepelného 

poškození a vytvořil přesný vzor laserové dráhy, který umožnil rozpoznání tepelně 

poškozených proteinů HSP70 v buňkách. (Obrázek 39) 

 

Obrázek 39. Zapojení různých GFP-značených proteinů souvisejících s tepelným šokem proteinů v mikro 

oblastech v buňkách U-2-OS zahřátých laserem (561 nm, definovaná dráha znázorněna bíle) 

na Ag-modifikovaných destičkách. 

Podrobnější výsledky jsou publikovány v práci Mistrik a kol., jedná se 

o univerzální metodiku, jež umožňuje nahlédnout do molekulárních mechanismů 

buněčných reakcí na tepelné poškození v reálném čase, včetně sledování kinetiky 

komplementárních drah stresové odpovědi, čehož lze dále využívat ve výzkumu 

věnovaném zpracování poškozených buněčných proteinů, což je zásadní aspekt buněčné 

biologie s širokými důsledky pro neurodegenerativní, prionové a další život ohrožující 

choroby. 
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16. Cytotoxicita nanočástic 

Jak již bylo široce diskutováno v teoretické části práce, nanočástice stříbra jsou 

známy i pro svůj cytotoxický účinek, jež může být v některých případech žádoucí 

(protinádorová terapie), [432] ale v případě ostatních bio-medicínských aplikací, jako 

například v případě antibakteriální terapie, je důležitá jejich biokompatibilita a potlačení 

nežádoucích účinků vůči zdravým buňkám. 

Nanočástice stříbra připravené redukcí maltózou byly testovány vůči NIH/3T3 

buněčné linii fibroblastů, přičemž bylo prokázáno, že do koncentrace 30 mg/L částice 

nevykazují žádné toxické účinky. [93] U menších nanočástic jsou pak pro stejné buněčné 

linie toxické o něco vyšší koncentrace (12 mg/L), tak i tak jsou to ale mnohem vyšší 

koncentrace, než by byly používány v rámci antibakteriální terapie (Obrázek 40B). 

V případě grafenového derivátu byla cytotoxicita zkoumána za použití průtokové 

cytometrie (s použitím propidium jodidu a kalceinových fluorescenčních sond) 

na lidských kožních fibroblastech (BJ) a na lidských plicních fibroblastech (HEL 12469). 

V obou případech byl grafenový derivát tolerován až do koncentrace 60 mg/L (7,5 mg/L 

obsahu stříbra) (Obrázek 40A), což je přibližně 4 až 37krát více než jeho antibakteriální 

hodnoty MIC (Tabulka 1) a vykazuje tak tedy malou cytotoxicitu. [48] 

 

Obrázek 40. Životaschopnost lidských plicních fibroblastů HEL, lidských kožních fibroblastů BJ, myších 

embryonálních fibroblastů NIH/3T3 a nádorových buněk HeLa ošetřených GCN/Ag (A) Ag8 (B). 

Životaschopnost buněk g-C3N4 a nanokompozitů Ag/g-C3N4 byla taktéž 

po 24hodinové inkubaci s materiály hodnocena pomocí průtokové cytometrie na buňkách 

CCFR-CEM, THP-1, HEL, HeLa a A549. Samotné nanovrstvy nitridu uhlíku (kontrola – 

C) nevykazovaly cytotoxicitu pro žádnou z buněčných liniích ani  při nejvyšší testované 

koncentraci (300 mg/L) a všechny buňky si zachovaly 90 % životaschopnost (Obrázek 

41, sloupec C), stejné výsledky byly potvrzeny i pro 1% Ag/g-C3N4 s vyjímkou CCRF-
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CEM, kde životaschopnost buněk poklesla pod 90 % pro koncentraci 50 mg/L, až na 

63 %, jakákoliv vyšší testovaná koncentrace stříbra pak vedla ke snížení životaschopnosti 

pod 10 % (Obrázek 41A).  

 

Obrázek 41. Životaschopnost buněk CCFR-CEM, THP-1, HEL, HeLa a A549 ošetřených různými 

koncentracemi a) 1%Ag/g-C3N4 a c) 5%Ag/g-C3N4 po dobu 24 hodin. C značí kontrolu samotného g-C3N4 

o koncentraci 300 mg/L. 

Životaschopnost buněčných linií po vystavení nanokompozitu 5% Ag/g-C3N4, 

(Obrázek 41B) se pak výrazně lišila. Adherentní rakovinné buňky HeLa a A549 byly 

obecně méně citlivé k účinkům kompozitu s vyšším obsahem stříbra, avšak buňky HEL, 

jako zástupce zdravých adherentních buněčných linií, byly k účinkům nanokompozitu 

mnohem citlivější než ostatní adherentní buňky, přičemž ošetření 75 mg/L 5% Ag/g-C3N4 

způsobilo významné snížení jejich životaschopnosti. Buňky buněčné linie CCRF-CEM 

odumíraly i při ošetření minimální testovanou koncentrací 10 mg/L, zatímco buňky  

THP-1 si zachovaly více než 90 % životaschopnost až do ošetření 25 mg/L.  

Nakonec byla cytotoxicita různě velkých nanočástic stříbra zkoumána i vůči AGS 

a NCI_N87 buňkám adenokarcinomu žaludku (Obrázek 42). Obecně lze říci, 

že nanočástice působily toxičtěji vůči AGS buňkám, v případě NCI buněk se u větších 

částic neprojevila žádná toxicita a menší nanočástice nebyly příliš toxické až do 

koncentrace 13,5 mg/L. Jelikož se jedná o rakovinné buňky, jež jsou často spojovány 

s infekcí způsobenou bakteriálním kmenem Heliobacter pylori, nanočástice stříbra tak do 

budoucna mohlo být využito ať už k eradikaci samotných bakteriích, tak ke studiu jejich 

vlivu na patogenicitu kmene H. pylori v AGS buňkách. 
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Obrázek 42. Životaschopnost AGS (A), NCI (B) buněk ošetřených různě velkými nanočásticemi stříbra. 
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ZÁVĚR 
V rámci disertační práce byly redukcí stříbrných iontů různě silnými redukčními 

činidly připraveny nanočástice stříbra s rozdílnými velikostmi. Pro přípravu větších 

nanočástic o velikosti 28 nm byla jako redukční látka použita maltóza, v případě těch 

menších (8 nm), pak bylo využité silnější redukční činidlo tetrahydridoboritan sodný. 

Částice jako takové byly sami o sobě ve vodné disperzi stabilní, s ohledem na další využití 

a další testování byla studována i stabilita v médiích, jež obsahují řadu iontů a proteinů, 

jejichž přítomnost má vliv na iontovou sílu roztoku, a tedy stabilitu připravených 

nanočástic. Pro navýšení stability byly nanočástice v rámci disertační práce dodatečně 

stabilizovány řadou stabilizačních činidel a také kovalentně imobilizovány na uhlíkové 

nanomateriály, jež pevně navázaly nanočástice na svůj povrch a zabránily tak jejich 

agregaci.  

Hlavní náplní této práce bylo studium antibakteriálních účinků nanomateriálů 

na bázi stříbra, a to jak vůči standardním sbírkovým kmenům, tak vůči bakteriím, jež jsou 

rezistentní vůči široké škále běžně používaných antibiotik. V rámci výzkumu byl 

pozorován vliv velikosti částic stříbra a typu bakteriální buňky na sílu antibakteriálního 

účinku, přičemž obecně aktivnější byly částice vůči Gram-negativním bakteriím, menší 

částice a částice imobilizované na povrch uhlíkatých nanomateriálů, jež vykazovaly vyšší 

antibakteriální aktivitu než samotný dusičnan stříbrný, který je známý pro své výrazné 

antimikrobiální účinky. Mechanismy účinku samotných nanočástic stříbra jsou 

v literatuře poměrně široce studovány, a proto byl podrobněji testován pouze účinek 

grafenového derivátu se stříbrem, jež ze všech testovaných materiálů vykazoval nejlepší 

antimikrobiální účinky. Stejně jako v případě stříbrných nanočástic, je jedním z hlavních 

mechanismů účinku grafenového derivátu produkce reaktivních kyslíkových radikálů, 

jejichž produkce v přítomnosti nanomateriálu výrazně vzrostla. Krom tohoto mechanismu 

bylo na snímcích ze skenovací elektronové mikroskopie pozorováno také poškození 

buněčné stěny a membrány, jež taktéž patří mezi známé mechanismy účinku 

nanomateriálů. 

Kromě samotného antibakteriálního účinku grafenového derivátu byl taktéž 

studován společný účinek v kombinaci s antibiotiky, jež vůči daným bakteriálním 

kmenům ztratily svoji účinnost a liší se mechanismem svého účinku. V rámci tohoto 

výzkumu bylo zjištěno, že účinek antibiotik lze v případě gentamicinu, ceftazidimu 

a kolistinu obnovit už přídavkem grafenového kompozitu s koncentrací stříbra menší než 
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1 mg/L. Ciprofloxacin byl pak jediné testované antibiotikum, u kterého se ani u jedné 

z testovaných bakterií (E. coli, P. aeruginosa) nepodařilo účinek obnovit, což bylo patrně 

způsobeno tím, že u ciprofloxacin-rezistentních kmenů dochází k mutaci DNA gyrázy, 

která brání správné vazbě na antibiotikum a tuto genetickou mutaci nelze za pomocí 

účinků nanočástic stříbra chemicky, ani biologicky překonat. 

Podle doposud publikovaných a dostupných výsledků včetně výsledků získaných 

v rámci této disertační práce se nanočástice stříbra jeví jako dobrá alternativa k současné 

antibakteriální terapii. Doposud však nebyl publikován dostatek prací, jež by studoval 

možný vznik bakteriální rezistence vůči tomuto materiálu a zaručil tak dlouhodobější 

využití této alternativy. Pokud se rezistenci v rámci některých prací podařilo indukovat, 

tak až na jednu výjimku nebylo nastíněno, jak by mohl být daný mechanismus nově 

vzniklé rezistence překonán. Výzkum indukce rezistence vůči účinkům nanočástic stříbra 

navázal na práci doc. Panáčka, jenž popsal vznik a překonání bakteriální rezistence 

u bakteriálního kmene E. coli. Postupným vystavováním bakterie malým koncentracím 

nanočástic stříbra se v rámci této práce podařilo indukovat rezistenci i u bakteriálního 

kmene S. aureus, jež se oproti E. coli liší složením své buněčné stěny. V tomto případě 

byla rezistence indukována v pozdějším kultivačním kroku, nicméně stejně jako 

v případě E. coli se projevila destabilizací částic stříbra a vznikem agerátů. V případě 

rezistence u Gram-negativní bakterie E. coli za agregací nanočástic stříbra stála produkce 

bakteriálního proteinu flagelinu, ale jelikož Gram-pozitivní bakterie tento protein 

neprodukují, nemohlo se jednat o stejný mechanismus. Na základě Christensenovy 

metody a snímků ze skenovací elektronové mikroskopie byla jako mechanismus 

rezistence v tomto případě určena tvorba bakteriálního biofilmu, jejíž přítomnost výrazně 

snižuje pronikání nanočástic k jednotlivým bakteriálním buňkám a narušuje agregátní 

stabilitu nanočástic. Nově vzniklý mechanismus rezistence se podařilo překonat jak 

přídavkem extraktu z kůry granátového jablka (stejně jako v případě E. coli), 

tak navázáním nanočástic na nosič (kyanografen), jež umožnil rovnoměrné a pevné 

kovalentní navázání částic stříbra na jejich povrch a tím bylo zabráněno jejich případné 

agregaci.  

Poslední část disertační práce byla zaměřena na syntézu anizotropních nanočástic 

stříbra a nanášení jejich vrstev na kultivační destičky, jež po ozáření laserem umožnili 

řízený ohřev a tepelné mikroozařování jednotlivých buněk nebo subcelulárních 

kompartmentů. Na závěr byla pozornost zaměřena na studium cytotoxického účinku 
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připravených nanomateriálů vůči zvířecím i lidským buňkám, jež měli za cíl prokázat 

netoxické účinky nanočástic stříbra v koncentracích využívaných v rámci antibakteriální 

terapie. Ve všech případech bylo prokázáno, že nanočástice stříbra jsou toxické 

k eukaryotním buňkám při mnohem vyšších koncentracích než vůči buňkám 

bakteriálním, což je dobrým předpokladem pro další využití nanočástic pro eliminaci 

bakterií a infekcí jimi vyvolaných. 

Využití ať už samotných nanočástic stříbra, tak nanočástic v kombinaci 

s antibiotiky může do budoucna sloužit jako doplněk ke stávající terapii, nebo ji částečně 

nahradit a omezit tak narůstající problém s infekcemi způsobenými rezistentními 

bakteriálními kmeny. S ohledem na dlouhodobější využití je však zapotřebí studovat 

možnost získání bakteriální rezistence i vůči těmto nanomateriálům a popsat možné 

způsoby, jak ji předcházet, nebo ji překonat. Převedení nanočástic do klinické praxe musí 

ale nejprve předcházet výzkum, jež podá hlubší informace o mechanismech bakteriální 

rezistence, mechanismech účinku nanočástic a jejich toxicitě jak v in vitro, tak in vivo 

podmínkách. K lepšímu pochopení farmakokinetiky a biodistribuce částic a nanočástic 

v kombinaci s antibiotiky, musí být tedy antibakteriální a synergický účinek sledován i na 

infekčních modelech in vivo, jež vyloučí kombinace s extrémně vysokou toxicitou. 

 

  



96 

 

SUMMARY 
Silver nanoparticles with different sizes and silver-based nanocomposites were 

prepared by reduction of silver ions with different reducing agents. Maltose was used as 

a reducing agent for the synthesis of the larger nanoparticles (28 nm), while stronger 

reducing agent sodium borohydride was used for the synthesis of the smaller ones (8 nm). 

The particles themselves were stable in water solution, but with respect to further use and 

testing, the stability in various media containing a wide range of ions and proteins were 

studied to ensure the stability of prepared nanoparticles. In order to increase the stability, 

the nanoparticles were additionally stabilized with a number of stabilizing agents and also 

covalently immobilized on carbon nanomaterials, which bound the nanoparticles tightly 

to their surface and prevented their aggregation. 

The main focus of this work was to study the antibacterial effects of silver-based 

nanomaterials, both against standard strains and against bacteria that are resistant to 

a wide range of commonly used antibiotics. The effect of the size of the silver 

nanoparticles and bacterial cell type on the strength of the antibacterial effect was 

observed in the study. The particles were generally more active against Gram-negative 

bacteria and at the same time smaller particles and particles immobilized on the surface 

of carbon nanomaterials showed higher antibacterial activity than silver nitrate alone, 

which is known for its profound antimicrobial effects. The mechanisms of action of silver 

nanoparticles alone have been studied quite extensively in the literature and therefore 

only the effect of the graphene hybrid, which showed the best antimicrobial effects of all 

the tested materials, was studied in more detail. As in the case of silver nanoparticles, one 

of the main mechanisms of action of the graphene hybrid is the production of reactive 

oxygen species, whose production increased significantly in the presence of the 

nanohybrid. In addition to this mechanism, damage to the cell wall and membrane, which 

are also known mechanisms of action of various nanomaterials were also observed on 

scanning electron microscopy images. 

In addition to the antibacterial effect of the graphene hybrid alone, the joint effect 

in combination with antibiotics that have lost their effectiveness against the bacterial 

strains in question and differ in their mechanism of action has also been studied. In this 

research, it was found that the effect of antibiotics could be restored in the case of the 

antibiotic gentamicin, ceftazidime, colistin after the addition of a graphene hybrid with 

silver concentration lower than 1 mg/L. Ciprofloxacin was the only tested antibiotic that 
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did not show any enhanced effect with any of the tested bacteria (E. coli, P. aeruginosa). 

The failure to restore the effect is probably connected to the fact that ciprofloxacin-

resistant strains undergo a DNA gyrase mutation that prevents proper binding to the 

antibiotic and this genetic mutation cannot be chemically or biologically overcome by 

the effects of silver nanoparticles. 

After the testing of the antibacterial activity of silver nanoparticles and reading 

the first review, silver nanoparticles appeared to be a good alternative to antibacterial 

therapy. However, not enough papers have been published so far studying the possible 

emergence of bacterial resistance to this material to secure a long-term use of this 

alternative. Plus, even if the resistance was induced, no further research focusing on 

overcoming this newly formed mechanism of resistance was carried out (besides one 

exception). The research on the induction of resistance to the effects of silver 

nanoparticles has been built upon work published by Panáček at al., who described the 

induction and overcoming of bacterial resistance in a bacterial strain E. coli. By gradually 

exposing the bacterium to low concentrations of silver nanoparticles, resistance was 

induced in S. aureus, which is different bacterial strain differing in the composition of its 

cell wall. In this case, resistance appeared later but, as in the case of E. coli, it was 

manifested by destabilisation of the particles and the formation of aggregates. In the case 

of the resistance in Gram-negative E. coli, the aggregation of silver nanoparticles was 

caused by the production of the bacterial protein flagellin, but since Gram-positive 

bacteria do not produce this protein, it could not be the same mechanism. Based on 

Christensen's method and scanning electron microscopy images, the resistance 

mechanism in this case was determined as bacterial biofilm formation, whose presence 

significantly reduces the penetration of the nanoparticles to individual bacterial cells and 

disrupts the aggregation stability of the nanoparticles. The newly developed mechanism 

of resistance was overcome both by the addition of pomegranate rind extract (as in the 

case of E. coli) and by binding of the nanoparticles to a carrier (cyanographene), which 

allowed the particles to be uniformly covalently bound to their surface and thus prevent 

their eventual aggregation.  

The last part of the dissertation work was focused on the synthesis of anisotropic 

silver nanoparticles and the deposition of their layers on culture plates. Plasmonic layers 

allowed controlled heating and thermal microirradiation of individual cells, subcellular 

compartments and targeted protein damage after laser irradiation. Finally, attention was 
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focused on studying the cytotoxic effect of the prepared nanomaterials against animal and 

human cells, which aimed to demonstrate the non-toxic effects of silver nanoparticles at 

concentrations used in antibacterial therapy. In all cases, silver nanoparticles were shown 

to be toxic to eucaryotic cells at much higher concentrations than to bacterial cells, which 

is a good precondition for further use of nanoparticles. 

The use of silver nanoparticles alone or in combination with antibiotics may serve 

as an alternative to existing antibacterial therapies and eliminate the growing problem 

of infections caused by resistant bacterial strains. However, with respect to long-term use, 

the possibility of acquiring bacterial resistance also towards these nanomaterials needs to 

be studied and possible ways how to prevent or overcome it need to be described. Also, 

the translation of nanoparticles into clinical practice must be preceded by research that 

provides more in-depth information on the mechanisms of bacterial resistance, 

the mechanisms of action of the nanoparticles and their toxicity under both in vitro and 

in vivo conditions. Thus, to better understand the pharmacokinetics and biodistribution 

of the particles, the synergistic effect must be also monitored in in vivo infection models 

that would exclude combinations with extremely high toxicity. 
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Anotace 

Disertační práce se zaměřuje na výzkum v oblasti syntézy nanostrukturních 

materiálů na bázi stříbra, studiu jejich interakce s bakteriálními a savčími buňkami, a 

potenciální využití v biologických aplikacích. V současné době představuje nárůst počtu 

bakteriálních infekcí vyvolaných bakteriemi rezistentními vůči běžně využívaným 

antibiotikům velký terapeutický problém, a proto je v rámci této práce studována 

antibakteriální aktivita nanomateriálů, jež představují možnou alternativu v boji proti 

rezistentním bakteriálním kmenům. Krom samotných účinků a mechanismů účinků 

nanomateriálů na bázi stříbra jsou testovány jejich antibakteriální účinky i v kombinaci 

s antibiotiky, jež jsou vůči daným rezistentním bakteriálním kmenům neúčinné, a 

přídavkem velmi malého množství antibakteriálního materiálu k antibiotiku se pokouší 

dané mechanismy rezistence překonat. S ohledem na to, že jsou si bakterie schopny 

vytvořit různé mechanismy obrany vůči široké škále antibiotik, je tato schopnost 

studována i v případě nanomateriálů. Krom samotné biologické aktivity nanočástic 

stříbra jsou testovány i toxické účinky vůči zvířecím a lidským buňkám, jejichž výsledky 

slouží k eliminaci toxických koncentrací, jež s ohledem na jejich negativní účinky nelze 

v antibakteriální terapii použít. Kromě přímého biologického efektu nanočástic stříbra je 

také využíváno jejich biologické aktivity vyvolané prostřednictvím fototermálního 

efektu, tedy za využití absorbované světelné energie a následné transformace na tepelnou, 

která v důsledku zvýšení teploty vede například k usmrcení nádorových buněk nebo 

sledování tepelného poškození buněčných proteinů. 
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Annotation 

 The dissertation focuses on the synthesis of silver-based nanostructured materials, 

studying their interaction with bacterial and mammalian cells and their potential use 

in biological applications. Nowadays, the increase in the number of bacterial infections 

caused by bacteria resistant to commonly used antibiotics is a major therapeutic problem. 

Therefore, the antibacterial activity of the nanomaterials is studied as a possible 

alternative in the fight against resistant strains. In addition to the antibacterial studies and 

studies of the mechanisms of action of silver-based nanomaterials, their antibacterial 

effects are also tested in combination with antibiotics that are currently ineffective against 

given resistant strains. The addition of very small amounts of antibacterial material to the 

antibiotic attempts to overcome the given resistance mechanisms and are studied in 

respect to the mechanism of action of the antibiotic. Bacteria are able to develop different 

defence mechanisms against a wide range of antibiotics, therefore this ability is 

investigated also in the case of the nanomaterials. In addition to the biological activity of 

silver nanoparticles themselves, toxic effects against animal and human cell lines are 

tested, and toxic concentrations are eliminated for further antibacterial therapy. 

In addition to the direct biological effect of silver nanoparticles, their biological activity 

induced by photothermal action, i.e. the use of absorbed light energy and subsequent 

transformation to thermal energy. The increase of the temperature cause thermal damage 

to cellular proteins and is further exploited within this study. 
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