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V nalogi smo ugotavljali vpliv izbranih nanodelcev razlicne kemijske zgradbe in
razli¢nih velikosti na bakterije in glive. Proucevane bakterijske vrste so bile:
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus in Staphylococcus
epidermis. Proucevane vrste gliv pa: Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae, Hortaea werneckii in Rhodotorula mucilaginosa. Uporabljeni
nanodelci so bili: nano TiO,, nano CuO in nano ZnO. Celice bakterij so bile
izpostavljene nanodelcem koncentracije 1000 pg/ml za 1 in 2 h, celice gliv pa za
2 in 4 h. Vpliv nanodelcev na bakterije oz. glive smo ugotavljali s Stetjem
kolonij na agarnih plo&ah, na katere smo predhodno nacepili 0,1 ml (10 in 10"
°) razredGene bakterijske/glivne celiéne kulture izpostavljene nanodelcem.
Rezultati so pokazali, da imajo nekateri nanodelci izrazito antimikrobno
delovanje. Kot najbolj ucinkoviti so se izkazali nanodelci CuO in ZnO. Brez
antimikrobnega delovanja pa so bili nanodelci TiO,. Najbolj obcutljive na vpliv
nanodelcev so bile bakterije, najmanj pa glive. Razlog za to so lahko temeljne
razlike v zgradbi med bakterijskimi in glivnimi celicami. R. mucilaginosa je bila
najmanj obcutljiva na vpliv nanodelcev. Nanodelci CuO pa so inhibitorno
delovali na rast vseh proucevanih gliv in bakterij.
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In this work we investigated antimicrobial activity of selected nanoparticles on
bacteria and fungi. Investigated bacteria were: Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus epidermis and Staphylococcus aureus. Investigated
fungi were: Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Hortaea werneckii
and Rhodotorula mucilaginosa. Nanoparticles used in this study were: nano
TiO,, nano ZnO and nano CuO. Bacterial cells were exposed to 1000 pg/ml
nanoparticles for 1 and 2 h, fungi cells were exposed to 1000 ug/ml
nanoparticles for 2 and 4 h. We investigated the effect of nanoparticles on
bacteria and fungi by counting colonies on plates on which we inoculated 0,1
ml diluted (10" and 107) culture of cells. Cells were exposed to
nanoparticles.The results confirmed that some nanoparticles have significant
antimicrobial activity. The most effective were nanoparticles CuO and
nanoparticles ZnO. TiO, were without antimicrobial activity. Bacteria were
more sensitive to nanoparticles effect than fungi. The main reason is probably
the difference in cell structure between bacteria and fungi. R. mucilaginosa was
the least sensitive on nanoparticles effect. Nanoparticles CuO inhibited growth
of both-bacteria and fungi that we investigated.
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Priloga A

Priloga Al: Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev TiO, velikosti 25 nm.

Priloga A2: Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga A3: Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev CuO velikosti 50 nm,

Priloga A4: Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanem ter brez
dodanega ZnCl.

Priloga AS5: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev TiO, velikosti 25 nm.

Priloga A6: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga A7: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti 1 pm.

Priloga A8: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev CuO velikosti 50 nm.

Priloga A9: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanem ter
brez dodanega ZnCl

Priloga A10: Stevilo kolonij bakterijske kulture B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga A11: Stevilo kolonij bakterijske kulture B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti 1 pm.

Priloga A12: Stevilo kolonij bakterijske kulture B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev CuO velikosti 50 nm.

Priloga A13: Stevilo kolonij bakterijske kulture B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanem ter
brez dodanega ZnCl.

Priloga A14: Stevilo kolonij bakterijske kulture B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter

brez dodanih nanodelcev TiO; velikosti 25 nm.
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Priloga A15: Stevilo kolonij bakterijske kulture B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev TiO, velikosti 75 nm.

Priloga A16: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga A17: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti 1 pm.

Priloga A18: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter
brez dodanih nanodelcev CuO velikosti 50 nm.

Priloga A19: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanem
ter brez dodanega ZnCl.

Priloga A20: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter

brez dodanih nanodelcev TiO, velikosti 75 nm.

Priloga B

Priloga B1: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev Ti10, velikosti 75 nm.

Priloga B2: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga B3: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev CuO velikosti 50 nm.

Priloga B4: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 1 pm.

Priloga B5: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega
ZnCl.

Priloga B6: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO, velikosti 25 nm.

Priloga B7: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO, velikosrti 75 nm.

Priloga BS: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga B9: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih

nanodelcev TiO, velikosti 25 nm.
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Priloga B10: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev CuO velikosti 50 nm.

Priloga B11: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega
ZnCl.

Priloga B12: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 1 um.

Priloga B13: Stevilo kolonij S. serevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 1 pm.

Priloga B14: Stevilo kolonij S. serevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega
ZnCl.

Priloga B15: Stevilo kolonij S. serevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO, velikosti 25 nm.

Priloga B16: Stevilo kolonij S. serevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO; velikosti 75 nm.

Priloga B17: Stevilo kolonij S. serevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev CuO velikosti 50 nm.

Priloga B18: Stevilo kolonij S. serevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga B19: Stevilo kolonij C. albicans, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO, velikosti 25 nm.

Priloga B20: Stevilo kolonij C. albicans, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 1 pm.

Priloga B21: Stevilo prestetih kolonij C. albicans, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez
dodanih nanodelcev ZnO velikosti 100 nm.

Priloga B22: Stevilo kolonij C. albicans, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega
ZnCl.

Priloga B23: Stevilo kolonij C. albicans, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih

nanodelcev TiO, velikosti 75 nm.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
CFU angl. colony forming units
dH,O destilirana voda
DNA deoksiribonukleinska kislina
EDAX angl. Energy-dispersive X-ray spectroscopy
EPS ekstracelularni polimeri (extrcellular polymeric substances)
G+ po Gramu pozitivne bakterije
G- po Gramu negativne bakterije
LB angl. Lauria-Bertani
LPS lipopolisaharidni sloj
ug mikrogram (10 grama)
ul mikroliter (107 litra)
M molarna koncentracija
nm nanometer (10'9 metra)
NP nanodelci (nanoparticles)
OD opti¢na gostota
oS oksidativni stres
ROS reaktivne kisikove spojine (reactive oxygen species)
SEM vrsti¢na elektronska mikroskopija (scanning electron microscopy)
TEM presevna elektronska mikroskopija (transmission electron microscopy)

ZVCN ni¢valentni bakrovi nanodelci (zero valent copper nanoparticles)
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1 UVOD

Delci, ki se nahajajo v nano-velikostnem redu, so na Zemlji prisotni Ze milijone let, clovek
pa jih uporablja ze tisoce let (Nowack in Bucheli, 2007). Nanodelce srebra in zlata so
uporabljali Zze v Perziji v 10. stoletju pr. n. §t. za izdelavo keramic¢nih glazur, da so dosegli
mavricen, svetlikajo¢ ucinek.

V dana$njem casu prihaja do povecane proizvodnje nanodelcev, saj se jih zaradi njihovih
fizikalnih in kemijskih lastnosti uporablja za razvoj novih materialov v kemijski,
farmacevtski, tekstilni industriji in gradbeniStvu ter medicini.

Uporaba nanodelcev kovinskih oksidov naras¢a v razli¢nih potros$niskih produktih. Prisotni
so v kozmetiki, son¢nih kremah, zobnih plombah in tekstilu. Poklicna in javna
izpostavljenost nanomaterialom bo v naslednjih letih narasla, zato je informiranost o
toksicnosti in varnosti uporabe industrijsko proizvedenih nanodelcev nujna (Nel in sod.,
2006).

Odpornost bakterij na baktericide in antibiotike v zadnjih letih naras¢a zaradi njihovega
razvoja odpornih sevov.

Nekatera antimikrobna sredstva so zelo drazljiva in toksi¢na, zato se vecCa interes za
iznajdbo nacinov, s katerimi bi izdelovali nove oblike varnih in ucinkovitih biocidnih
materialov. Raziskave so pokazale, da so visoko reaktivni nanodelci kovinskih oksidov
izvrstno antimikrobno sredstvo. Tako se je s pripravo, karakterizacijo, povrSinsko
modifikacijo in funkcionalizacijo nanodelcev pojavila moznost oblikovanja nove
generacije baktericidnih materialov (Sondi in Salopek-Sondi, 2004).

Nanodelci imajo antimikroben ucinek, zato se uporabljajo za razlicne namene. Njihovo
delovanje pa je nespecifi¢no.

Nanodelci iz kovinskih oksidov in kerami¢nih oksidov se uporabljajo v najrazli¢nejSe
namene. Uporabljajo se v razlicnih panogah od elektronike do kozmetike. V velikih
koli¢inah se trenutno najvec uporabljajo delci iz ogljika, kremena in titanovega dioksida, ki
so manjsi od 100 nm. Ti materiali v nanovelikosti imajo povsem druge lastnosti kakor
veCji delci iz istih materialov, saj postanejo tudi mocno bioloSko reaktivni. Njihovo

antimikrobno delovanje pa je ze dolgo znano (Nel in sod., 2006).
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA
V nalogi pri¢akujemo nespecificno delovanje nanodelcev na mikroorganizme, kar bomo

zaznali z znizano vrednostjo (colony forming units) CFU. Vrednost CFU nam pove Stevilo

oz. delez bakterijskih/glivnih celic, ki so na gojiscu sposobne narediti kolonije.

1.2 CILJI NALOGE
Zeleli smo ugotoviti razlike v ob&utljivosti razli¢nih vrst mikroorganizmov na nanodelce in

spoznati, kakSne so razlike med antimikrobnim delovanjem nanodelcev na bakterije in

glive ter ugotoviti razlike o vplivu nanodelcev glede na Cas trajanja izpostavitve le-tem.

1.3 HIPOTEZE

Predpostavljali smo:

e da so razlicne vrste mikroorganizmov razlicno obcutljive na nanodelce,

e da so razlike v ucinku nanodelcev odvisne tudi od trajanja izpostavitve le-tem,

Antimikrobno delovanje smo proucevali na naslednjih vrstah bakterij: Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus in glivah
Saccharomyces cerevisiae, Hortaea werneckii, Rhodotorula mucilaginosa in Candida

albicans.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SKUPNE ZNACILNOSTI PROUCEVANIH BAKTERIJSKIH VRST

V poskusu smo proucevali naslednje bakterijske vrste: E. coli, B. subtilis, S. epidermis in S.
aureus. Vsem bakterijam pa je skupno, da so zelo majhni ter relativno enostavni enoceli¢ni
organizmi. Njihov dedni material ni ovit v jedrmo membrano. Po obliki so okrogle,
palicaste, spiralne, lahko pa so tudi zvezdaste ali pravokotne oblike. Bakterije so ovite s
celicno steno, ki je kompleksno zgrajena, njena temeljna sestavina je peptidoglikan.
Razmnozujejo se z delitvijo na dve enaki hcerinski celici. Za hranilne snovi ve¢ina bakterij
uporablja organske spojine, ki jih dobijo v naravi od mrtvih organizmov (saprofiti) ali od
zivega gostitelja. Nekatere bakterije uporabljajo svetlobo kot vir energije in neorganske

snovi kot vir hranilnih snovi. Veliko bakterij je gibljivih, ker imajo flagele.

2.1.1 Bakterijska celi¢na stena
Glavni znacilnosti bakterijske celicne stene sta njena togost in izjemna mehanska trdnost.

Celicna stena daje bakterijam obliko, preprecuje gostiteljevim encimom razgradnjo bakterij
in vzdrzuje notranji osmotski tlak ter predstavlja semipermeabilno bariero in tako omogoca
prehod le zazelenim snovem. Poleg tega ScCiti bakterijo pred vplivi okolja ter sodeluje pri
rasti in delitvi celice. Njen najpomembnejsi sestavni del je heteropolimer peptidoglikan, ki
je zgrajen iz mreze linearnih polisaharidnih verig, pre¢no povezanih s kratkimi peptidnimi
verigami. Od strukture celicne stene je odvisna tudi dovzetnost bakterij za barvanje po

Gramu, ki je najpogosteje uporabljena metoda za hitro karakterizacijo bakterij.

2.1.2 Celi¢na stena po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij
Osnovni gradnik celi¢ne stene G + in G — bakterij je makromolekula peptidoglikan. Pri

obeh tipih bakterij se peptidoglikan nahaja na zunanji strani citoplazemske membrane.
Peptidoglikan je zgrajen iz ponavljajo¢ih se disaharidnih enot N-acetilglukozamina in N-

acetilmuraminske kisline, ki so med seboj premreZene s kratkimi peptidnimi verigami.

2.1.3 Po Gramu pozitivne bakterije
Celicna stena G + bakterij je v primerjavi z G — bakterijami (slikal) bolj preprosta. Zaradi

vi§jega osmotskega pritiska v notranjosti imajo debelejSo mureinsko ovojnico. Sestavlja jo
do 40 plasti peptidoglikana in je debela od 15 nm do 50 nm. Celi¢no steno prebadajo

Stevilni anionski polimeri (tehojske kisline, lipotehojske in teihuronske kisline), ki s
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pomocjo fosfatnih, hidroksilnih in aminskih skupin tvorijo ionsko-izmenjevalni sistem. Le-
ta uravnava koncentracijo magnezijevih ionov, ki so bistveni za delovanje Stevilnih
encimov v sintezi peptidoglikana. V plast peptidoglikana so zasidrani Stevilni proteini,
lipidi pa navadno niso prisotni. Stena G + bakterij dobro prepusca snovi z molsko maso
70000 ali ve¢, pri G — bakterijah pa zunanje membrane ne morejo prehajati ionizirane,
hidrofilne molekule z molekulsko maso od 600 do 900 in zelo lipofilne spojine (Gobec in

sod., 1999).

2.1.4 Po Gramu negativne bakterije

Pri njih je zgradba celi¢ne stene mnogo bolj kompleksna. Od citoplazemske membrane

navzven jo sestavlja:

e periplazemski prostor, ki vsebuje Stevilne proteine in encime,

e cnojna ali dvojna plast peptidoglikana, debela priblizno 2 nm, ki predstavlja 5
% mase celine stene in je na zunanji strani povezana z lipoproteinskimi
molekulami, ki so usmerjene navzven,

e zunanja membrana, zgrajena iz fosfolipidnega dvosloja, ki je podobna
citoplazemski membrani in vsebuje proteine in transmembranske proteinske
kanalCke (porine), na notranji strani pa je z lipoproteinskimi molekulami
povezana s peptidoglikanom,

e kompleksni polisaharidi, ki so pritrjeni na zunanjo povrS$ino celice in
predstavljajo glavno antigensko determinanto, ki je odgovorna za aktivacijo

imunskega odgovora pri gostitelju.

Prepustnost celi¢ne stene G — bakterij je zaradi zunanje membrane, ki je sestavljena iz

lipopolisaharidov, fosfolipidov in proteinov, zelo zmanjsana.
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Slika 1: Zgradba celi¢ne stene po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij (Muskopf, 2010).
2.1.5 Zgradba peptidoglikana

Peptidoglikan je linearni glikanski polimer, sestavljen iz alternirajoCih enot  N-
acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline, ki se med seboj povezujejo z (1,4)-83
glikozidno vezjo. N-acetilmuraminska kislina je derivat N-acetilglukozamina, ki ima na C-
3 atomu z etrsko vezjo pripeto mlecno kislino. Karboksilne skupine vseh ostankov N-
acetilmuraminske kisline so substituirane s tetrapeptidi, ki precno povezujejo glikanska

vlakna v rigidno makromolekularno mreZo.

2.2 SKUPNE ZNACILNOSTI PROUCEVANIH VRST GLIV
V poskusu smo proucevali naslednje vrste gliv: S. cerevisiae, H. werneckii, R.

mucilaginosa in C. albicans.

Glive so evkariontski organizmi. Njihove celice imajo jedro, ki vsebuje celicni genetski
material, in je ovito z jedrno membrano. Glive so lahko enoceli¢ni ali veccelicni
organizmi. Enoceli¢ne oblike gliv so kvasovke. Te so ovalnih oblik in so vecje od bakterij.
Glive se lahko razmnozujejo spolno ali nespolno. Hranilne snovi dobijo z absorbcijo
raztopin organskih snovi iz svojega okolja. Rastejo v tleh, v vodi, na Zzivalskih in

rastlinskih gostiteljih.

2.2.1 Zgradba evkariontske celi¢ne stene
Celicna stena je bistvenega pomena za prezivetje gliv. Njena edinstvena sestava je tako

idealna tara za razvoj novih fungicidnih sredstev. Celicna stena celico $¢iti pred

osmotskim tlakom, stresi iz okolja ter doloca njeno obliko. Celi¢na stena je na eni strani
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opisana kot rigidna struktura glikoproteinov in polisaharidov, na drugi pa kot dinami¢na

struktura, ki je dovolj fleksibilna, da se uspesno prilagaja rasti celice (Griin, 2003).

Komponente celi¢ne stene
e (1,3)-B-glukan (glukan je polimer glukoze)
e (1,6)-B-glukan
o (1,3)-a-glukan
e hitin

e glikoproteini

Sloj a-glukana je fibrilaren in ima strukturno vlogo. V primeru, da je prisoten, lezi tesno ob
plazemski membrani in tako naredi osnovni sloj celi¢ne stene tog. Po Griinu, (2003), je sloj
a-glukana iz a (1,3) glukanskih polimerov, a (1,4)-glikozidi pa so redkeje prisotni. a-
glukanski sloj v celi¢ni steni kvasovke S. cerevisiae ni prisoten, njegova porazdelitev med
filogenetskimi taksoni pa je nekoliko svojstvena. B-glukani so v celi¢ni steni gliv v dveh
oblikah, in sicer v obliki (1,3)-8-glukanov ter v obliki (1,6)- B-glukanov. Prvi so prisotni v
celi¢nih stenah vecine gliv, izjema so celi¢ne stene hif gliv Zygomycota (Barreto-Bergter
in Gorin, 1983; Wessels in Sistsma; 1982). Veriga (1,3)-8- glukana ima vzméti podobno
strukturo, ki celi¢ni steni zagotavlja elasti¢nost in raztezno trdnost.(1,3)-8-glukani so med
seboj povezani z (1,6)-B-vezjo. Na druge komponente celi¢ne stene so vezani kovalentno,
in sicer: z nereducirajo¢im koncem je (1,3)-8-glukan pre¢no vezan na reducirajoce konce

verig hitina z 1-4 vezjo (Klis in sod., 2002; Kollar in sod., 1997).
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Slika 2: Shematski prikaz celi¢ne stene gliv (Griin, 2003:11).

Za razliko od (1,3)-B-glukanov je (1,6)-B-glukanski polimer kraj$i od amorfne strukture. V
celi¢ni steni ima klju¢no vlogo pri precnih povezavah njenih komponent. S pomocjo (1,6)-
B-glukanov so (1,3)-B-glukanski polimeri ter hitini povezani z manoproteini in tako
formirajo kompaktno celicno steno (Kollar in sod., 1997). Kompleksno razvejene strukture
glukanov omogocajo tvorbo gelu podobnega matriksa. Med glukanskimi molekulami so
razli¢ne povezave, ki so mocnejse v notranjosti ter bolj spros¢ene v zunanjem delu celi¢ne
stene. Na ta nacin glukani oblikujejo gelu podoben matriks, ki preide v zunanje okolje
(Ross, 2001).

Najbolj zunanji del celi¢ne stene je iz glikoproteinov, kjer je na polipeptidno ogrodje pripet
polisaharid, veCinoma iz manoze, galaktoze in ksiloze. Tako nastali glikoproteini so
manoproteini, peptidogalaktomanani in ksilomanoproteini (Ross, 2001). Glikoproteini
imajo pomembno vlogo pri zadrZzevanju vode, adheziji in virulenci.

Hitin je linearen, nerazvejan polimer iz B (1,4)-N-acetilglukozaminskih ostankov in tvori
mikrofibrile, ki so stabilizirani z vodikovimi vezmi. Delez hitina je v celi¢nih stenah gliv
izredno variabilen. V celi¢nih stenah hif je njegova koli¢ina vecja kot v kvasnih celicah
(Wang in sod., 1999). Nalaganje hitina v celi¢ni steni je prostorsko in ¢asovno uravnano

(Bulawa, 1993).
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2.2.1.1 Zgradba in organizacija celi¢ne stene pri kvasovkah
Pri kvasovkah so komponente celi¢ne stene:

e polisaharidi (predvsem B-glukani za trdnost),
e proteini (predvsem manoproteini, ki v najbolj zunanjem sloju odlocajo o poroznosti
celine stene),

e lipidi in anorganski fosfati.

2.2.1.2 Vloga celi¢ne stene
Najbolj o€itna lastnost celi¢ne stene je definiranje oblike celic gliv. Pri filamentozni rasti

togost stranskih sten hifam daje cilindri¢no obliko, medtem ko nalaganje materiala celi¢ne
stene na konce hif omogoca apikalno rast. Podobno je pri nepolariziranem nalaganju
komponent celi¢ne stene kvasovk, ki celicam zagotavlja sfericno obliko. Celicna stena je v
tem primeru manj toga, saj celica enakomerno raste v vse smeri. Struktura celi¢ne stene
vpliva na vnos nutrientov in sekrecijo na razlicnih mestih hife. Pomembna je za
prepoznavanje in adherenco na substrat, ki ga gliva izrablja. Njena funkcija je
nezanemarljiva pri prepoznavanju paritvenih tipov kvasovk in njihove fuzije.

Z melanini, polimeri fenolnih metabolitov, celicna stena dobi Se nekaj prednostnih
lastnosti. Mehanizmi celicne stene so zasCiteni pred encimsko razgradnjo in sevanjem ter

so bolj odporni na mehanske poskodbe.

2.3 CELICNA STENA PRI BAKTERIJAH IN GLIVAH
Tako bakterijske kot glivne celice imajo celicno membrano, ki lo¢uje kaos zunaj celice in

visoko organizacijo znotraj celice. Podobnosti, ki jih opazimo pri obeh tipih celic, so, da
celicna stena $Citi bakterijske in glivne celice pred osmotskim tlakom, stresi iz okolja in
doloca obliko celice. Bistvene razlike pa se kazejo predvsem v tem, da je pri bakterijah
glavni sestavni del celicne stene peptidoglikan, medtem ko pri glivah peptidoglikana v
celiéni steni ni. Pri glivah kvasovkah so namre¢ temeljne komponente celi¢ne stene

polisaharidi, proteini, lipidi in anorganski fosfati.
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2.3.1 Bistvene razlike med evkariontskimi in prokariontskimi celicami

Prokarionti so majhni enoceli¢ni organizmi, ki ne tvorijo veccelicnega organizma, ki bi
imel diferencirano tkivo, lahko pa se zdruzujejo v kolonije. Evkarionti pa so vefinoma

mnogoceli¢ni organizmi z diferenciranimi celicami.

e Prokariontske celice (1-10 pm) so manjse od evkariontskih (2-100 pm).

e V prokariontskih celicah je en krozno oblikovan kromosom, v evkariontskih pa je
ve¢ kromosomov, ki so v obliki dolgih, zavitih molekul.

e Jedrce, jedrna ovojnica in histoni pri prokariontih niso prisotni..

e Elektronski transport pri prokariontih poteka samo skozi celi¢no membrano, pri
evkariontih pa skozi vse membrane (tudi membrane organelov).

e V prokariontskih celicah ne potekata fagocitoza in pinocitoza, pri evkariontskih
celicah pa potekata po potrebi.

e Metabolizem pri prokariontih je aeroben ali anaeroben, pri evkariontih pa je

ve¢inoma aeroben.

2.4 KRATEK OPIS PROUCEVANIH BAKTERIJ IN GLIV

2.4.1 Bacillus subtilis

Je nepatogen po Gramu pozitiven bacil, aeroben oz. fakultativen anaerob, ki ga pogosto
najdemo v zemlji.VeCina bakterij iz rodu Bacillus je mezofilnih s temperaturnim
optimumom med 30 in 45 °C, lahko pa so tudi termofilni s temperaturnim optimumom do
65 °C ali celo psihrofili, sposobni rasti in sporulirati pri 0 °C. So neutrofilni, vendar pa
lahko rastejo na Sirokem obmocju pH vrednosti od 2 do 11. Sposobni so tvorbe trpezne
endospore, katere naloga je zascita pred negativnimi okoljskimi vplivi, kot so na primer
toplota, kislost, slanost. Spore lahko prezivijo v neugodnih razmerah zelo dolgo cCasa.
Tvorijo se v obdobju stresa, ko je bakterija brez hranil. Tako je organizmu omogocen
obstoj, dokler se okoljske razmere ne izboljSajo. Ob ugodnih razmerah se hitro
razmnozujejo z delitvijo (Todar, 2009). B. subtilis je modelni organizem za raziskave G +

bakterij.

2.4.2 Escherichia coli
Je enterobakterija in spada v druzino Enterobacteriaceae .Gre za G - bakterijo, aecrobno oz.

fakultativno anaerobno in nesporulirajoo. Fermentira glukozo, reducira nitrat do nitrita in
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ima encim katalazo (Douglas, 2006).Optimalna rast bakterije E. coli je pri 37 °C. Celice so
paliCaste oblike, dolzine 2 pm in premera 0,5 um. E. coli je zelo razsirjena bakterija v
Crevesju Cloveka. Le nekateri sevi te vrste bakterije so za Cloveka patogeni. Je
oportunisti¢ni patogen, saj povzroc¢a bolezni le v primeru, ko preide iz ¢revesja v secne in
Zol¢ne poti in organe v abdomnu. E. coli je najbolj raziskan organizem nasploh. E. coli je

bakterijska vrsta, ki se najpogosteje uporablja pri raziskavah v mikrobiologiji.

2.4.3 Staphylococcus aureus
Po Gramu pozitivna patogena bakterija iz rodu stafilokokov. Gre za okroglasto bakterijo

(kok), ki je sicer pogosto prisotna na ¢loveski kozi. Je fakultativen anaerob in ima encim
katalazo. Je koagulaza pozitivna. Na krvnem agarju raste najveckrat v obliki gladkih zlato-
rumenih kolonij, obdanih z ozkim pasom popolne hemolize, zaradi Cesar jo imenujemo
zlati stafilokok (Grundmann in sod., 2006). S. aureus kolonizira Stevilne predele telesa,
najpogosteje se nahaja v sprednjih nosnicah. Povzroca bolnisni¢ne infekcije, zastrupitve s
hrano, koZzne abscese, pljucnico, meningitis, endokarditis, septikemijo. Najpogosteje se
prenasa z rokami zdravstvenega osebja, redkeje pa po zraku. Zaradi pogoste odpornosti

proti antibiotikom povzroc¢a ta bakterija Se vedno velike tezave.

2.4.4 Staphylococcus epidermis
Je G + kok. Ni patogen, vendar v doloCenih razmerah to lahko postane. Obstajata dve vrsti

epidermisa. Prvi se v najve¢jem odstotku uvrS¢a med koagulazo negativne stafilokoke,
drugi pa v koagulazo pozitivne, ki niso patogeni za ¢loveka. Tvorijo bele kolonije. Nahaja
se v normalni flori na kozi, v dihalih in prebavilih (Mack, 2004). Znan je kot odporen proti
meticilinu. Navadno je nepatogen. S. epidermis povzroca tezave ljudem s katetri ali

drugimi kirurskimi vsadki zaradi tvorbe biofilmov.

2.4.5 Candida albicans
Spada med glive kvasovke. Pogosto se nahaja na sluznici ustne votline, prebavil, dihal in

noznice, kjer lahko kot neskodljiv komenzal prebiva v ravnotezju z ostalo mikrofloro in
imunskim sistemom gostitelja. Glavni dejavnik okuzbe s kandido je fizioloSko stanje
gostitelja. Ugotovili so, da manjSe spremembe fizioloSkega stanja gostitelja lahko
vzpodbudijo kandido, da se iz neSkodljivega spremeni v agresiven patogen organizem, ki

povzroci okuzbe sluznice, pri pacientih z zmanj$ano imunsko sposobnostjo organizma pa
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tudi zivljenjsko nevarno sistemsko okuzbo (Fonzi in sod., 1993). Okuzbo s kandido
imenujemo kandidoza. Glive iz rodu Candida so za kolonizacijo, okuzbo in za izogibanje
gostiteljevemu imunskemu sistemu razvile razlicne mehanizme. Obicajno so okrogle in
enoceli¢ne oblike, lahko pa razvijejo nitaste strukture, imenovane hife in psevdohife.
Kandida izlo¢a encime proteaze in lipaze, s katerimi lahko razgrajuje gostiteljeve proteine
in lipide. S pomocjo proteaz se lahko tudi izogiba imunskemu odgovoru gostitelja na
okuzbo. Okuzba s kandido se lahko pojavi na sluznicah ust in prebavil. Izredno pogosta je

genitalna okuzba, Se posebno pri Zenskah.

2.4.6 Saccharomyces cerevisiae
Sodi med brstece kvasovke in je ena izmed najintenzivneje proucevanih enocelicnih

evkariontskih organizmov v molekularni in celi¢ni biologiji, saj sta njeni celi¢na struktura
in funkcijska organizacija podobni celicam visje razvitih organizmov (Gromozova in
Voychuck, 2007). Kvasovke so definirane kot enoceli¢ne glive z redkimi izjemami, ki se
razmnozujejo vegetativno z brstenjem. Brstenje nastopi, ko se izboklina na celi¢ni steni
pricne vecati. Brst se od materinske celice lahko odcepi, ko je le-ta Se majhen ali ko sta
celici podobnih velikosti. Kvasovke S. cerevisiae lahko preklapljajo med haploidnim in
diploidnim celi¢nim ciklom. Haploidne oblike dveh razli¢nih paritvenih tipov se podvajajo
z mitozo. Diploidne oblike kvasovk lahko rastejo vegetativno ali pa zaradi pomanjkanja
nutrientov vstopijo v mejoti¢en cikel podvajanja ali sporulacijo. Tako haploidne kot
diploidne celice se lahko podvajajo z brstenjem, med njimi je razlika predvsem v izbiri
mest nastanka brstov.

Med S$tevilne pozitivne lastnosti kvasovke S .cerevisiae zaradi katerih se je uveljavila kot
modelni organizem priStevamo enostavno gojenje, hitro rast, nepatogenost, ker pa je dobro
poznana, omogoca tudi razlicne genske manipulacije. Skozi evolucijo so se osnovne
bioloske poti ohranile in tako potekajo Stevilni celicni procesi podobno v kvasovkah in v

vi§jem organizmu.

2.4.7 Hortaea werneckii
Je askomicetna ¢rna kvasovka, ki spada v red Dothideales (Zalar, 1999). Je ¢rna kvasovka,

saj producira temen pigment DHN melanin tako na zunanji kot na notranji strani celicne
stene. Za ¢rne kvasovke je znacilen polimorfizem, meristematska rast, endokonidacija,

pogostost muriformnih celic, ki se razvijejo iz nedefiniranih hif ter debele melanizirane
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celicne stene (de Hoog, 1993; Zalar in sod., 1999). H. werneckii je meristematska gliva, saj
tvori pocasno rastoce kolonije zgrbancenega videza in se reproducira z izodiametri¢nim
povecevanjem ter delitvijo celic (Sterflinger in sod., 1999).V preteklosti je bila poznana
predvsem kot etioloski dejavnik neinvazivne kozne infekcije tinea nigra pri Cloveku.
Zivljenjski cikel glive je sestavljen iz kvasne, filamentozne in meristematske rasti, ki jih
sprozijo razli¢ne razmere v okolju. V neugodnih pogojih okolja, kot so susa, odsotnost
hrane in temperaturne spremembe, ki za glivo predstavljajo stres, nastanejo hidrofobne
hife. Pri optimalnih pogojih, to je ob zmerni temperaturi in zalogi hrane, se gliva

razmnozuje s hidrofilnimi kvasnimi celicami.

2.4.8 Rhodotorula mucilaginosa
Vrste iz rodu Rhodotorula se pojavljajo v zraku, zemlji in na kozi ¢loveka ter so ve¢inoma

nepatogene. Gre za pigmentirane kvasovke, ki jih uvr§¢amo v deblo Basidiomycota. Z
lahkoto jih identificiramo po tvorbi znacilnih oranzno/rdec¢ih kolonij. Barva je posledica
pigmentov, ki jih kvasovka ustvari, da blokira svetlobo dolo¢ene valovne dolzine, ki bi
kvasnim celicam drugace Skodovala. Pri imunsko oslabljenih ljudeh lahko povzrocajo
infekcije, kot so fungemije in endokarditis, med povzrocitelji pa je najpogosteje
Rhodotorula mucilaginosa (Biswas in sod., 2001). To je obligatna aerobna kvasovka, ki

vsebuje visoko koncentracijo pigmentov-kartenoidov.

2.5 NANOTEHNOLOGIJA
Izraz nanotehnologija je skoval profesor Novio Taniguchi iz Tokia leta 1974 za opis

preciznih, industrijsko izdelanih delcev nano velikosti.

Nanotehnologija predstavlja hitro razvijajoce in napredujoce podrocje, ki ze ima in bo v
prihodnosti imela Se vecji vpliv na vsa podro¢ja znanosti in tehnologije. Znanstvena
odkritja in tehnoloSki obeti nanotehnologije so izjemni, Se posebej v proizvodnji
materialov, v nanoelektroniki, v medicini in varovanju zdravja, v biotehnologiji,
informatiki in zagotavljanju varnosti. Izzivi, ki naj bi jih nanotehnologija uresnicila, so
nesteti, od zgodnje diagnostike in zdravljenja trenutno neozdravljivih bolezni do detekcije
ene same rakave celice in njenega unicenja ...

Veliko zanimanje se v hitro razvijajo¢i nanotehnologiji kaze za kovinske nanodelce zaradi
njihove vecnamenske uporabnosti. Delujejo lahko kot kemicni katalizatorji, bioloska

barvila, adsorbenti...
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Obstajata dva razloga za uporabo kovinskih nanodelcev v biomedicinskih raziskavah:

e Biomolekularne komponente imajo tipicno velikostno dimenzijo v obmoc¢ju med 5
200 nm, kar je primerljivo s skalo nanodelcev. Biosistemi tako majhne vsiljivce
komaj zaznajo zato jih smatrajo kot naravne komponente.

e Ko se velikost delcev zmanjSuje in pade na 1-100 nm, se elektronske, opti¢ne,
kataliti¢ne in termodinamske lastnosti tak$nih delcev odklanjajo od vecine lastnosti

vecjih delcev iste sestave (QingShan, Jian, JinHong, JiaCong, 2007).

S porastom nanotehnologije se pojavita potreba in dolznost raziskovanja poti, po katerih

lahko nanomateriali reagirajo z bioloskimi sistemi.

2.5.1 Nanodelci
Nanodelci so delci, katerih premer je vsaj v eni dimenziji do nekaj 100 nm. Razli¢ne

delitve upostevajo razlicne meje za klasifikacijo nanodelcev. Po eni od teh delitev
nanodelce razdelimo na fine (~ 200 nm) in ultrafine nanodelce (~ < 20 -100 nm) (Koehler
in sod., 2008 ).Manjsi kot je delec, ve¢ja je njegova povrSina glede na njegov volumen.
Njihova kemijska aktivnost postane tako zelo velika, kar je ugodno za dolocene kemijske
reakcije in neugodno, za nezazelene kemijske reakcije.

PoveCana kemijska aktivnost majhnih delcev prispeva k njihovemu medsebojnemu
zdruzevanju v vecje skupke, aglomerate. Kot taki hitro preve¢ zrastejo, njihove specificne
kemijske in fizikalne lastnosti pa se pri tem izgubijo. Proizvajalci zato skuSajo povrsino
nanodelcev namensko oksidirati ter s tem prepreciti medsebojno zdruzevanje nanodelcev.
Ravno zaradi tega se namenski nanodelci razlikujejo od nenamenskih, ki nastajajo pri

reakcijah kot nezazelen produkt.

Kadar so nanodelci suspendirani v vodi, je pomemben podatek o aglomeraciji oziroma
agregaciji. Kadar med delci obstajajo Sibke van der Waalsove vezi, govorimo o
aglomeraciji, kadar so vezi trdnejSe, pa o agregaciji. Da bi se izognili ¢im ve¢ aglomeratov
v poskusih, jih lahko mehansko obdelamo s sonifikacijo (Murdock in sod., 2008).

Nanodelci lahko nastanejo pri naravnih procesih zaradi erozij, vulkanskih izbruhov ali pa

so rezultat ¢cloveskega delovanja. Ti delci so Ze na trzis¢u v kozmetiki, hrani, detergentih,
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antibakterijskih emulzijah, zas¢itnih premazih itd. Nenamensko proizvedeni nanodelci pa

so tisti, ki nastanejo pri gorenju, v motorjih z notranjim izgorevanjem...

2.5.1.1 Delovanje antimikrobnih u¢inkovin
Antimikrobne u¢inkovine zavirajo rast in razmnoZevanje mikroorganizmov ali povzrocijo

njihovo smrt, hkrati pa ne prizadenejo gostiteljskih. Antimikrobne u¢inkovine razdelimo
glede na izvor v dve skupini: antibiotike in kemoterapevtike. Antibiotiki so antimikrobne
ucinkovine naravnega izvora in njihovi polsintezni derivati, medtem ko spojine popolnoma
sinteznega izvora (kinoloni, sulfonamidi) uvr§¢amo med kemoterapevtike. Antimikrobne
ucinkovine delujejo na bakterije na razli¢ne nacine:

e bodisi zavirajo biosintezo celi¢ne stene,

e spremenijo permeabilnost celicne membrane,

e vplivajo na biosintezo proteinov, ki poteka na ribosomih ali pa inhibirajo biosintezo

bakterijskih nukleinskih kislin.

Zaradi infekcijskih bolezni, povzrocenih s strani razli¢nih patogenih bakterij in gliv ter
razvoja rezistence na antibiotike, se farmacevtske industrije in raziskovalci trudijo najti

nova antimikrobna sredstva.

2.5.1.2 Antimikrobno delovanje nanodelcev
Majhna velikost delcev, njihova velika povrSina in zmoznost tvorbe reaktivnih kisikovih

spojin (ROS) igrajo klju¢no vlogo pri antimikrobnem delovanju nanodelcev (Nel in sod.,
2006). Glavni mehanizem antimikrobnega delovanja nanodelcev naj bi bil oksidativni stres
(OS), ki poskoduje lipide, ogljikove hidrate, proteine in DNA (Kelly in sod., 1998). To
»vmeSavanje« nanodelcev povzroci spremembe na ve¢ celicnih nivojih: na metabolnem,
signalnem kot tudi na genetskem. Za najnevarnejSo je smatrana peroksidacija lipidov z
ROS (npr. superoksidni radikali, hidroksilni radikali), saj vodi k spremenjenim lastnostim
celi¢ne membrane, prekinejo se namrec vitalne celicne funkcije.

Vnetje in fibroza sta posledici, vidni na organizemski stopnji, medtem ko sta OS in
citotoksi¢nost ucinka vidna na celi¢ni ravni (Oberddrster in sod., 2005).

Antimikrobna aktivnost nanodelcev naj bi bila odvisna predvsem od velikosti in oblike

nanodelcev (Pal in sod., 2007), saj lahko gredo majhni nanodelci (< 10 nm) (Kloepfer in
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sod., 2005; Morones in sod., 2005) skozi celicno membrano, zaradi njihove akumulacije
znotraj celice pa pride do celicnih moten;.
Nanodelci imajo zaradi svoje velikosti spremenjene fizikalno-kemijske lastnosti. Posledica
spremenjenih lastnosti pa so razlicni mehanizmi delovanja, ki so potencialno nevarni za
bioloske sisteme. Te mehanizme lahko uvrstimo v stiri skupine:

e svetloba lahko aktivira elektronski par, kar povzroCi cepitev vezi in nastanek

radikalov,

e s povrSine nanodelcev se lahko sproscajo strupene snovi,

e povrsina nanodelcev lahko sluzi kot katalitiéno mesto redoks reakcij,

e na povrsini lahko nastanejo nepravilne strukture kristalov zaradi katerih nanodelec

postane donor ali akceptor elektronov (Nel in sod., 2006).

Antibakterijska aktivnost razlicnih kovinskih nanodelcev, kot so npr. srebrovi koloidi, je
mocno povezana z velikostjo nanodelcev. Manjse kot je namre¢ jedro srebra, vecja je
njegova antibakterijska aktivnost. Kataliti¢na aktivnost teh delcev je prav tako odvisna od
velikosti nanodelcev kot tudi od njihove strukture, oblike, velikostne razporeditve ter
fizikalno-kemijskih pogojev v okolju. Zato so velikostne razporeditve in nadzorovanje

velikosti nanodelcev tako pomembni.

2.5.1.3 Prevzem nanodelcev v celico
Nanodelci so prevzeti s strani Stevilnih in razli¢nih tipov sesalskih celic, sposobni so preiti

celi¢no membrano in priti v celi¢no notranjost. Prevzem nanodelcev v celico je odvisen od
njihove velikosti in oblike (Nowack in sod., 2007).

Nanodelci se na membrano lahko absorbirajo, lahko pa s formacijo lukenj, tanjSanjem
membrane in lipidno peroksidacijo zmanj$ajo njeno integriteto (Moore, 2006).

Rigidna celicna stena kvasovk in bakterij naj bi se izognila direktnemu prevzemu
nanodelcev. Prokarionti (npr. bakterije) so verjetno bolj zasCiteni proti prevzemu mnogih
tipov nanodelcev, ker nimajo mehanizmov za transport koloidnih delcev skozi celi¢ne
stene (Moore, 2006). To pa ne velja za vse tipe nanodelcev, saj so nekateri (ZnO, CuO)

precej topni in povzrocajo kvarne u¢inke s pomocjo topnih ionov (Kahru in sod., 2008).
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Pri evkariontih (npr. protisti, metazoa) pa je drugace, saj imajo procese za celicen prevzem
delcev v nano in makro velikostnem razredu (Moore, 2006). Prevzem nanodelcev se v tem
primeru zgodi z endocitozo ali fagocitozo (Shukla in sod., 2005).

Ko so nanodelci kovinskih oksidov enkrat v celici , lahko njihovo raztapljanje sprosti
uni¢ujoco koncentracijo kovinskih ionov znotraj celice (Limbach in sod., 2007). Kljub
rigidni celi¢ni steni lahko nanodelci povzrocijo razkroj celi¢ne stene in membrane s
pomocjo raztopljenih ionov ali OS, s Cimer se spremeni prepustnost membrane, posledi¢no
pa se poveca moznost vstopa nanodelcev v celice.

Ena izmed moznih poti, po kateri nanodelci vstopijo v bakterijsko celico, je skozi pore v
zunanji membrani. Najvecje pore v bakterijski membrani so verjetno tiste, katerih naloga je
izlo¢anje zrelih proteinov, bodisi na povrSino bakterijske membrane ali v oddaljeno okolje.
Npr. pri vecini G - bakterijah so proteini iz druzine (GspD) povezani z zunanjo membrano
in tvorijo obrocasto oblikovane strukture por. Taksne pore so teoreticno dovolj velike, da
omogocijo prehod nanodelcev velikosti od 1-9 nm v celico. Kljub velikosti por pa so le-te
verjetno zaprte, da preprecijo izgubo citoplazme. Kanal je odprt samo takrat, ko je
zahtevan transport proteinov preko zunanje membrane, zato je najverjetneje nanodelcem
onemogoceno, da bi preckali tudi najvecje pore na zunanji bakterijski membrani.
Endocitotske poti v evkariontski celici lahko vodijo do endosomskih ali lizosomskih
kompartmentov ali pa pridejo delci v celico preko domen, ki so povezane s povrsinskim
celi¢no-lipidnim plas¢em. Tako se delci izognejo degerativni usodi, ki doleti tisti material,

ki vstopi v endosomski ali lizosomski sistem (Nel in sod., 2003).

2.5.1.4 Interakcije med nanodelci in celicami
Interakcije nanodelcev s celicami so odvisne od velikosti nanodelcev (Morones in sod.,

2005), poleg tega pa se zdi, da so interakcije odvisne tudi od oblike nanodelcev (Pal in
sod., 2007). Vecina §tudij domneva, da nanodelci povzrocijo prekinitev bakterijske
membrane, najverjetneje zaradi tvorbe ROS. Kar nekaj teorij je Ze bilo predlaganih, da bi
pojasnile fenomen produkcije ROS, ki lahko prekinejo celicne strukture in motijo
delovanje normalnega metabolizma (Nel in sod., 2006; Choi in Hu, 2008), se povezejo z
makromolekulami in povzrocijo njihovo nefunkcionalnost (Gogoi in sod., 2006), hkrati pa
delujejo kot vir za raztopljene kovinske ione in stopnjujejo njihovo biolosko dostopnost

(Choi in sod., 2008).
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Kontakt med nanodelci in bakterijsko membrano se pokaze kot nujen zato, da postane
ucinek delovanja nanodelcev viden. V tem pogledu so pomembne medploskovne sile (med
delcem ali bakterijsko celico ter medijem v okolju), kot so npr. elektrostati¢ne interakcije.
Premalo cenjeni pa ne smejo biti niti prosti kovinski ioni, ki izvirajo iz nanodelcev. Prehod
nanodelcev skozi intaktno membrano se zdi malo verjeten, Ceprav je pogosto vidna
akumulacija delcev znotraj citoplazme, do le-tega pa verjetno pride po prekinitvi

membrane.

2.5.1.5 Model antibakterijske aktivnosti nanodelcev

Opisan mehanizem antibakterijske aktivnosti nanodelcev temelji na njihovi povzrocitvi
OS, s ¢imer pride do peroksidacije lipidov (Neal, 2008). Medploskovne sile, Se posebej
elektrostati¢na, nadzorujejo kontakt med nanodelci in bakterijsko membrano. Privlacne sile
se ustvarijo med pozitivno nabitimi nanodelci in negativno nabito bakterijsko celico (slika
1a). Odbojna sila se ustvari med bakterijsko celico in negativno nabitimi nanodelci (slika
1b). Procesi, ki spremenijo povrSinski naboj nanodelcev (slika Ic), lahko indirektno
spremenijo interakcije med nanodelci in bakterijsko celico. Cim pridejo nanodelci v
kontakt z bakterijsko membrano, povzrocijo letalne poskodbe celice s produkcijo ROS
(slika 2d), s¢asoma lahko zato nanodelci vstopijo v periplazmo/citoplazmo celice (slika
2e). Izloceni ogljikovi hidrati in proteini, tako imenovani eksopolimeri, lahko preprecijo
poskodbe celice. Eksopolimeri so pogosto povezani s pritrjenimi celicami in biofilmi, s
¢imer so celice, ki tvorijo biofilme, odpornejse na poskodbe, ki jih povzrocajo nanodelci. Z
izpustom nanodelcev v okolje lahko Stevilni procesi zmanjSajo verjetnost kontakta med
membrano in nanodelci. Fizikalno-kemijske spremembe v okoljskem mediju, tako kot je
npr. porast ionske moci, lahko povzrocijo, da se delci povezejo v skupke, odbojne sile med
primarnimi delci pa so posledicno zmanjsane. Skupki delcev se lahko poveZejo z naravno
organsko snovjo (slika 3h), kot so huminske in fulvo kisline, s ¢imer se antibakterijski
ucinek nanodelcev zmanjsa. Neorganske povrsine, kot so mineralni delci v prsti, pa lahko
prav tako preprecijo direkten kontakt med nanodelci in bakterijo z »ujetjem« nanodelcev

na povrsine (slika 31).
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Slika 3: Model antibakterijske aktivnosti nanodelcev (Neal, 2008:366).

Pri neorganskih nanodelcih (npr. TiO,, ZnO) se antimikrobna aktivnost za bakterije ob
prisotnosti svetlobe moc¢no poveca (Adams in sod., 2006). Pri uporabi nanodelcev TiO, ter

ob prisotnosti UV svetlobe in kisika pride do produkcije ROS po naslednji reakciji:

TiO; + hv => TiO, (h" +¢)

e +0,=>0,

O, +2H" + ¢ => H,0,

H,0,+ 0, =>«OH + OH + O,
H'+H,0=>+«OH+H"

Teza, da so ROS odgovorne za vidne membranske poskodbe, do katerih pride zaradi
delovanja kovinskih nanodelcev, je podkrepljena z dejstvom, da kadar sta encima
superoksid dismutaza, ki katalizira dismutacijo O, v kisik in H,O, ter katalaza, ki
katalizira razpad H,O; v vodo in kisik, dodani suspenziji z nanodelci, se posSkodbe celi¢ne

membrane pri bakteriji E. coli mo¢no zmanjsajo (Chang in sod., 2007).
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Odkar je znano, da imajo nanodelci reaktivnih kovinskih oksidov dober baktericiden
ucinek, se je povecalo zanimanje za odkritje drugih neorganskih nanodelcev, ki bi bili

uporabni kot antibakterijski material.

2.5.2 Srebro
Antimikrobni uc€inki srebra so znani ze stoletja. Srebro sodi med zlahtne kovine, a je

vseeno veliko bolj reaktivno kot zlato ali platina. Nakit, jedilni pribor, srebrni novci v
Cutarah za vodo so le nekateri od Stevilnih nacinov, ki so jih ljudje uporabljali za boj z
bakterijami. Zaradi mocne strupenosti srebra za zelo Sirok spekter mikroorganizmov
nanodelci srebra s Se poveCano kemijsko aktivnostjo v primerjavi z masivnim srebrom
spadajo med trenutno najpomembnejse nanotehnoloske antimikrobne snovi, ki se jim obeta
raznovrstna uporaba. V medicini se nanosrebro uporablja za zdravljenje opeklin in
kroni¢nih poskodb koze ter dermatoloskih bolezni, pri katerih koza nima ve¢ naravnih
obrambnih mehanizmov za boj z bakterijami. Nanosrebro je ucinkovito pri zdravljenju
AIDSA, ravno tako kot drugi nanodelci pa je nevarno za ¢loveka, ker hitro preide v krvni
obtok, saj je membrana med steno plju¢nih meSickov na krvnih kapilarah debela le 500
nm.

Tocen mehanizem, kako deluje srebro na mikroorganizme, Se vedno ni znan. Predlagani pa
so bili mozni mehanizmi delovanja srebra, srebrovih ionov in srebrovih nanodelcev glede

na morfoloske in strukturne spremembe, ki so se pojavile v bakterijski celici.

Pri srebru naj bi bil uc¢inek delovanja povezan z interakcijo srebra s tiolskimi skupinami, ki
jih najdemo pri respiratornih encimih bakterijske celice. Srebro se poveze z bakterijsko
celi¢no steno in celicno membrano ter inhibira respiracijski proces (Rai in sod., 2009). V
primeru bakterije E. coli srebro u¢inkuje tako, da inhibira prevzem fosfata in sprostitev

fosfata, manitola, prolina in glutamata iz bakterijske celice E.coli.

2.5.2.1 Srebrovi ioni
Mehanizem delovanja srebrovih ionov ni povsem razumljen. Njegovi ucinki so vidni preko

strukturnih  in morfoloskih sprememb v bakterijski celici. Domnevajo, da zaradi
izpostavitve srebrovim ionom DNA izgubi svojo replikacijsko sposobnost, celi¢ni proteini
pa postanejo neaktivni. Dokazano je bilo, da se srebrovi ioni poveZzejo s funkcionalnimi

skupinami proteinov, zaradi ¢esar pride do denaturacije proteinov.



Lavrinc S. Antimikrobno delovanje izbranih nanodelcev na bakterije in glive.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Srebrovi ioni naj bi torej deaktivirali celicne encime in DNA tako, da reagirajo z
elektronskimi donorji, kot so tiolske (SH) skupine in povzrocijo tvorbo ROS (Choi in sod.,

2008).

2.5.2.2 Srebrovi nanodelci
Zaradi ucinkovitih antimikrobnih lastnosti in nizke toksi¢nosti za sesalske celice so

srebrovi nanodelci postali eni izmed najbolj splosno uporabljenih nanomaterialov v
potrosniskih izdelkih. Nanosrebro je nov razred materiala z izredno druga¢nimi fizikalni-
kemic¢nimi karakteristikami, kot so povecane opti¢ne, elektromagneticne in kataliti¢ne
lastnosti, kot jih ima takSen makro material (Nel in sod., 2006).

Nanodelci se pripnejo na celicno membrano in prodrejo v bakterijsko celico. Bakterijska
membrana vsebuje Zveplo vsebujoCe proteine in srebrovi nanodelci reagirajo s temi
proteini, prav tako v celici ter tudi s P vsebujocimi komponentami, kot je npr. DNA. Vse to
povzroci inaktivacijo DNA replikacije, kar pa vodi v inhibicijo encimskih funkcij. S tem se
moc¢no posSkodujejo celiéne poglavitne funkcije, kot je permeabilnost, respiracijski proces,
regulacija encimske signalne aktivnosti in celicna oksidacija. Ko vstopijo nanodelci v
celico, »napadejo« respiratorno verigo, Cemur sledi celicna smrt. V celici srebrovi
nanodelci sprostijo srebrove ione, ki dodatno zvisajo baktericidno aktivnost srebrovih
nanodelcev (Sondi in Salopek-Sondi, 2004; Morones in sod., 2005).

Studija, ki sta jo opravila Sondi in Salopek-Sondi (2004) je pokazala, da antimikrobna
ucinkovitost srebrovih nanodelcev, dodanih v teko¢ medij, pade v primerjavi z njegovo
ucinkovitostjo, ¢e so bili delci dodani na agarno plosco. Razlog je po vsej verjetnosti ta, da

pride v teko¢em mediju do koagulacije nanodelcev, ki je spodbujena s strani mikrobov.

2.5.2.3 Nanodelci TiO,
Je najbolj vsestransko uporaben nanomaterial zaradi svoje antimikrobne aktivnosti in

fotokataliticne sposobnosti za zascito pred UV sevanjem. Je dodatek hrani, kot belilno
sredstvo in kot podaljSevalec obstojnosti hrane zaradi svojih antibakterijskih lastnosti.
Dodajajo ga v premaze bonbonov, z njimi los¢ijo sadje, je v fermentiranem mleku, kot
zgoscevalec v zdravilih in dodatek v moki. Uporablja se v soncnih celicah, v samocistilnih
oknih in za ¢iS¢enje vode. Uporabljal naj bi se celo za zmanjSanje onesnazenja v mestih,
saj katalizira pretvorbo duSikovega dioksida v manj toksi¢ne nitrate. Vsestranska

uporabnost je posledica njegovih lastnosti, kot so netopnost v vodnih raztopinah, je poceni,
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lahko se ga pripravi v stabilnih suspenzijah (Fabian in sod., 2008). Zaradi pestre uporabe
so nanodelce TiO, nanotoksikologi najbolj vzeli pod drobnogled, Se posebej, ko so
ugotovili, da so delci, ki so manjsi od 200 nm, zelo aktivni pod vplivom UV svetlobe.
Zaradi vzbujanja s svetlobo z valovno dolzino manjSo od 385 nm se vzbudijo elektroni
zunanjih orbital na povrSini nanodelcev. Vzbujeni elektroni lahko reagirajo z molekulami
vode ali hidroksilnimi ioni, pri tem pa nastanejo hidroksilni in superoksidni radikali
(Maness in sod., 1999). Nanodelci TiO; se c¢edalje veC uporabljajo v kozmetiki in
farmaciji. Ker je nano TiO, aktiven material v son¢nih kremah, se je odprla polemika , ali
so soncne kreme na osnovi nanodelcev TiO; sploh zdrave. Razvili so jih predvsem zaradi
dekorativnih namenov, saj tako majhni delci slabse sipljejo svetlobo, zato so kreme
prosojne.

Ze leta 1997 so kanadski znanstveniki dokazali, da so delci, ki so jih izolirali iz sonéne
kreme, povzrocili tvorbo hidroksilnih ionov, ki lahko poskodujejo DNA in vodijo do
nastanka koznega raka. Delci prodrejo v globlje plasti koze vzdolz kanalov ob dlakah,
skozi drobne ranice, pri tem pa jim tudi pomagamo z drgnjenjem, ko kremo nanaSamo na
kozo, saj s tem delcem damo potrebno kineticno energijo za mobilnost. V mikronski
velikosti TiO, ni aktiven, zato je z zakonodajo EU in tudi drugod uvr$¢en med varne
materiale za prehrano ljudi. Vendar ta zakonodaja nikjer ne omenja velikosti delcev,

Ceprav je vse ve¢ porocil, da nanodelci lahko vplivajo na zdravije.

Slika 4: PovrSina manjsih nanodelcev TiO,, vrsti¢ni elektronski mikroskop (foto: Bele, 2010).
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Slika 5: Povrsina vecjih nanodelcev TiO,, vrsti¢ni elektronski mikroskop (foto: Bele, 2010).

2.5.2.4 Nanodelci Zn in ZnO
Nano Zn in nano ZnO uporabljajo v pigmentih, medicinski diagnostiki, v son¢nih kremabh,

v kozmetiki, v katalizi in metalurgiji. Nekaj cinka je tudi nujnega v organizmu sesalcev za
delovanje encimov, sintezo DNA, rast in delitev celic, razvoj mozganov itd. Zato je to
obicajna sestavina prehrambnih dodatkov. Pomanjkanje cinka povzroca zastajanje v rasti,
dovzetnost za infekcije, kozne bolezni in po€asno celjenje ran. Izpostavljenost nanodelcem
cinka v proizvodnji tega nanomateriala je lahko zelo tvegana.

Raziskave na misih so pokazale, da imajo miSi po zauZitju nano cinka z velikostjo 40-70
nm najprej resne prebavne tezave, da zaostajajo v rasti, so slabokrvne ter imajo okvare
jeter, ledvic in sréne miSice.

Nanodelci ZnO inhibirajo rast tako G + kot G - bakterij. Kazejo celo antibakterijsko
aktivnost proti sporam, ki so odporne na visoko T in tlak (Sawai in sod., 1995a, b). Manjsi
nanodelci  ZnO imajo boljSo antibakterijsko aktivnost (Sawai in sod., 1995a).
Antibakterijska aktivnost nanodelcev ZnO je odvisna od zunanje povrsine delcev in
njihove koncentracije, medtem ko imata kristalna struktura in oblika delca manjsi vpliv na
antibakterijsko aktivnost teh delcev. Vecja kot je koncentracija in zunanja povrSina delca,
boljsa je antibakterijska aktivnost. Obdelava nanodelcev ZnO z visoko T ima mocan vpliv
na njihovo antibakterijsko aktivnost. Obdelava delcev pri vis§ji T vodi namre¢ k znizani
antibakterijski aktivnosti (Sawai in sod., 1995a).

Mehanizem antibakterijskega delovanja nanodelcev ZnO je slabo razumljen, kljub temu da
so Sawai in sod. (1995a) predlagali, da je nastanek vodikovega peroksida glavni faktor
njegove antibakterijske aktivnosti. Kemicna toksi¢nost nanodelcev temelji na spro$c¢anju

toksicnih ionov, kar bi prav tako morali upostevati, saj topnost nanodelcev moc¢no vpliva
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na citotoksi¢nost (Brunner in sod., 2006). Nanodelci ZnO inducirajo citotoksi¢nost z
raztapljanjem cinkovih ionov. Izpostavitev celic nano ZnO lahko poveca membransko
permeabilnost natrijevih in kalijevih tokov skozi celico, kar privede do ionske
homeostazne motnje.

E. coli potrebuje Zn*" v svojem metabolizmu. Homeostaza kovinskih ionov je pomembna
za zivljenje bakterij, saj so vpleteni v regulacijo Sirokega spektra metaboli¢nih funkcij kot
koencimi, kofaktorji in katalizatorji ter kot strukturni stabilizatorji encimov in DNA
povezujocih proteinov (Jones in sod., 2007). Kakorkoli, presezek kovin ali kovinskih ionov
je toksien za bakterijsko celico. Zato so bakterije razvile mehanizme za regulacijo
procesov pritoka in odtoka le-teh, s cimer vzdrzujejo znotrajcelicno koncentracijo
kovinskih ionov, vklju¢no s cinkovimi. Geni, odgovorni za transport cinkovih ionov, so
bili opisani pri Stevilnih bakterijah: S. aureus, E. coli in B. subtilis. Pri S. aureus so bili
opisani geni zntA in zntR. ZntA je transmembranski protein, ki je odgovoren za izliv
cinkovih in kobaltovih ionov, medtem ko je ZntR za cink obcutljiv regulatorni protein
(Jones in sod., 2007).

Stoimenov in sodelavci (2002) so predlagali, da so razlog za antibakterijsko aktivnost teh
nanodelcev elektrostaticne interakcije med bakterijsko povrsino in nanodelci. Zdi se, da bi
lahko ROS, producirane s strani nanodelcev ZnO, bile mehanizem njihovega
antibakterijskega delovanja, a za to ni nobenih dokazov. Prisotnost ROS je bila zaznana
tudi s strani Sawai in sodelavcev (1995a). Manj znano pa je, kako so ROS producirane in
kako dokazati njihovo produkcijo, ¢e so glavni mehanizem antibakterijskega delovanja
nanodelcev ZnO. Znano je, da so lahko nanodelci ZnO fotokataliti¢ni pod vplivom UV

svetlobe, kar bi lahko bil razlog za produkcijo ROS.
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Slika 6: Povrsina nanodelcev ZnO, vrsti¢ni elektronski mikroskop (foto: Bele, 2010).

2.5.2.5 Nanodelci Cu in CuO
Vemo, da so uporabljali baker in bakrove zmesi za dezinfekcijo tekocCin, tal ter ¢loveskega

tkiva ze stoletja. Dandanes se baker uporablja kot Cistilec za vodo, kot zaviralec rasti alg,
fungicid, uni¢evalec nematod, mehkuzcev in kot antibakterijsko sredstvo. Baker je tudi
eden od manjSe skupine kovinskih elementov, ki so nujno potrebni za clovekovo zdravije.
V nasprotju z nizko obcutljivostjo ¢loveskega tkiva na baker pa so mikroorganizmi nanj
zelo obcutljivi.

Nicvalentni nanodelci bakra so znatno uporabljeni v elektroniki, lonCarstvu, premazih,
kartusah... Poleg tega pa so ni¢valentni nanodelci bakra pokazali velik obet pri zdravljenju
osteoporoze, uporabljajo jih tudi kot dodatek hrani za Zivino in perutnino in kot
antibakterijsko sredstvo. Izpostavljenost ni¢valentnim nanodelcem bakra naravnemu okolju
je povecana zaradi njihove narasc¢ajoce proizvodnje in uporabe. CuO je pritegnil veliko
pozornosti, ker je najpreprostejsi ¢lan druzine bakrovih zmesi in kaZze vrsto uporabnih
fizikalnih lastnosti. Ker so lahko nanodelci CuO pripravljeni tako, da imajo ti delci zelo
veliko zunanjo povrsino ter neobicajno kristalno morfologijo, so lahko precej dragoceni
kot antimikrobne u¢inkovine. Nanodelci CuO so pokazali antimikrobno aktivnost proti G +
in G - bakterijam. Pokazali so se kot nadvse ucinkoviti pri uni¢evanju bakterijskih
patogenov, ki so vkljuceni v bolnisko pridobljene infekcije. Nanodelci bakra in njihovi ioni
so toksi¢ni za G - bakterijo E. coli, saj povzro¢ijo nastanek hidroksilnih radikalov v
citoplazmi. Ti radikali poskodujejo DNA, proteine in ostale molekule, kar privede do

celiéne smrti.
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Stevilne $tudije so dokazale toksi¢no naravo nanodelcev bakra. Studije, opravljene na
miSih, ki so bile izpostavljene nanodelcem bakra, so pokazale na tezke poSkodbe ledvic,

jeter in vranice (Rispoli in sod., 2010).

WO= 4mm  Apetre

Slika 7: Povrsina nanodelcev CuO, vrsticni elektronski mikroskop (foto: Bele, 2010).

2.5.2.6 Antimikrobno delovanje bakrovih in cinkovih ionov
Baker in cink sta v majhnih koli¢inah nujno potrebna za razlicne metabolne procese pri

vecini zive¢ih organizmov, pri vecjih kolicinah pa sta potencialno toksicna. Trije glavni
mehanizmi, ki so znacilni za antimikrobno aktivnost cinkovih ter bakrovih ionov, so:
e kovinski ioni se povezejo s proteini ter jih deaktivirajo,
e kovinski ioni lahko reagirajo z mikrobno membrano, kar povzro¢i spremembe na
membranski strukturi in njeni prepustnosti,
e kovinski ioni reagirajo z mikrobnimi nukleinskimi kislinami ter preprecijo

mikrobno replikacijo.

Kovinski ioni kristalne povrSinske oblike se mo¢no povezejo s tiolskimi, imidazolnimi,
amino in karboksilnimi skupinami mikroorganizemskih membranskih proteinov, s ¢imer
povzro€ijo strukturne spremembe. Taksni membrani se moc¢no poveca prepustnost, kar
mikroorganizemskim celicam onemogoc¢i normalno nadzorovanje transporta snovi preko

plazemske membrane,to pa vodi v celi¢no smrt.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije in reagenti

agar-agar (Biolife, Italija)

destilirana voda (dH,O)

NaCl My, = 58,5 g/ml (Merck, Nem¢ija)
D-(+)-glukoza C¢H1206 My, = 180,16 g/ml (Kemika, Hrvaska)
hranilni bujoh (Biolife, Italija)

sladni ekstrakt (Biolife, Italija)

pepton (Merck, Nemcija)

ZnCly My, = 136,3 g/ml (Fluka, Svica)

Pri poskusu smo uporabili sledece nanodelce:

e titanov dioksid (TiO,)
e cinkov oksid (ZnO)
e Dbakrov oksid (CuO)

3. 1.2 Karakerizacija uporabljenih nanodelcev
V poskusu smo testirali dve razlicni velikosti nanodelcev TiO,. Manj$i nanodelci TiO,

imajo povprecno primarno velikost 25 nm, drugi tip pa so nanodelci TiO,, katerih
povpre¢na primarna velikost je 75 nm. Prav tako smo v raziskavi uporabili dve razlicni
velikosti nanodelcev ZnO. Manjsi nanodelci imajo povprecno primarno velikost 100 nm,
drugi tip pa so nanodelci ZnO, katerih povprec¢na primarna velikost je 1 pm. Proucili smo
tudi vpliv nanodelcev CuO s povprecno primarno velikostjo 50nm. Karakteristike
uporabljenih nanodelcev prikazuje preglednica 1.

Uporabljen material je bil prou¢en s pomocjo BET analiz (Brunaver-Emmett-Teller-
povrSinske analize, Tristar 3000, Micrometrics) z namenom, da se prouci povrSina
uporabljenih nanodelcev. Nesonicirani nanodelci v 2-krat destilirani vodi so bili pregledani
s pomocjo SEM (vrsti¢ni elektronski mikroskop) in s pomoc¢jo DLS (tehnika dinami¢nega

sipanja svetlobe). Fotografije pridobljene s pomocjo SEM prikazujejo slike 4, 5, 6 in 7.
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Preglednica 1: Karakterizacija izbranih nanodelcev. ( / ni podatkov, N nesonicirani nanodelci, BET
(Brunaver-Emmett-Teller-surface area analysis), DLS (Dynamic light scattering technique), TEM
transmisijski elektronski mikroskop)) (Sigma-Aldrich, 2009).

Tip nanodelcev manjsi TiO, (N)  vecji TiO, (N)  ZnO (N) makro ZnO (N) CuO (N)

Informacije nanoprah, makroprah, nanoprah,

dobavitelja nanoprah, velikost velikost

(Sigma-Aldrich) velikost delca delca velikost delca  velikost delca  delca <50 nm
<25 nm <75 nm (BET) <100 nm <1 pm (TEM)

BET

Velikost nanodelca (nm) 10,24 38,45 84,90 / /

Specifi¢na povr§ina

nanodelca (mz/g) 146,38 39,00 12,39 / /

DLS

Velikost 784—-970 nm 109 — 207 nm 614 nm / /

agregatov

3.1.3 Gojisc¢a in raztopine

Gojis¢e HA

Uporabljali smo tekoce gojisce HA z naslednjo sestavo:
e 8 g hranilni bujon
e 5gNaCl
e do1LdHO

Za trdno gojisc¢e HA smo dodali 15 g agar-agar na 1 L gojisca.

Gojisce MEA
Uporabljali smo tekoce gojis¢e MEA z naslednjo sestavo :
e 20 g hranilni bujon
e 1 gpepton
e 20 g glukoza
e dolLHO

Za trdno gojis¢e MEA smo dodali 20 g agar-agar na 1 L gojisca.

pH pripravljenega gojisca je moral biti med 5-5,5.
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Fizioloska raztopina

e 9 g NaClna 1000 mL dH,O

3.1.4 Proucevani bakterijski sevi
E. coli EXB S7, B. subtilis EXB L30, S. aureus EXB V102 in S. epidermis EXB V55 .

3.1.5 Proucevani sevi gliv
S. cerevisiae EXF 3362, C. albicans EXF 525, H. werneckii EXF 225 in R. mucilaginosa

EXF 3790.
Seve najdemo v EX Mikrobioloski zbirki Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete v
Ljubljani.

3.1.6 Steklovina in potro$ni material

petrijevke

e ¢pruvete

e pipete

o eze

e nastavki za pipete

e crlenmajerice

e male steklene steklenicke

e spatula

3.2. METODE

3.2.1.1 Priprava proucevanih kultur bakterij in gliv:

Za izvedbo poskusa smo potrebovali »sveze« bakterijske kulture, zato smo si proucevane
bakterijske kulture do posameznih kolonij nacepili na agarne (HA) plosce. Proucevane
bakterijske kulture so bile: E. coli, B. subtilis, S. aureus in S. epidermis. Nacepljene plosce
smo nato pustili preko no¢i na 37 'C. Naslednji dan, ko so bile bakterijske kolonije vidne
pa smo plosce shranili v hladni sobi. Vsakih Stirinajst dni smo bakterijske kulture precepili
na nove agarne plosc¢e. Glive, ki smo uporabili pri poskusu, so bile: S. cerevisiae, C.

albicans, H. werneckii in R. mucilaginosa. Delo z glivami je potekalo v laminariju.
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Proucevane glive smo nacepili na posevnike (MEA), le-te pa nato shranili v inkubatorju na
28 °C toliko ¢asa, dokler glive niso zrasle. Nato smo poSevnike shranili v hladni sobi.

Vsakih 30-40 dni pa smo tudi proucevane glive precepili na nove posevnike.

3.2.1.2 Dolocanje opti¢ne gostote proucevanih kultur:
Najprej smo iz agarne plosce, na kateri je bila nacepljena bakterijska kultura do

posameznih kolonij s sterilno ezo-(predhodno je bila ozgana), odvzeli eno ali dve koloniji
ter ju inokulirali v erlenmajerico s 25 mL tekocega gojisc¢a (HA). Erlenmajerica je bila
nato preneSena na stresalnik z 200 obrati na minuto, ki je bil v topli sobi na (37
°C).Gojenim bakterijskim kulturam smo ob vzorcenju, ki je potekalo vsako uro, izmerili
opti¢no gostoto pri 600 nm (ODggp nm) 8 pomocjo Perkin Elmer; Lambda Bio. UV/VIS
spektrofotometra. Najprej smo spektrofotometer s pomocjo sterilnega (HA) gojisca
umerili, nato smo iz erlenmajerice odpipetirali 1ml vzorca in ga vnesli v kiveto, ki smo jo
vstavili v spektrofotometer in na ta nacin dolocili OD gojeni bakterijski kulturi. Ko je bila
opti¢na gostota pri 600 nm enaka 0,5, smo naredili red¢itveno vrsto s fiziolo§ko raztopino
(OD 0,1 ustreza koncentraciji 108 celic/mL).

Na enak nacin je potekalo doloCevanje opti¢ne gostote pri proucevanih glivah. Razlika je
bila zgolj v uporabi tekocega gojisca. Pri glivah smo namre¢ uporabili MEA gojisce,
inokulirana erlenmajerica pa je bila prenesena na stresalnik z 200 obrati na minuto, ki se je

nahajal v topli sobi na 28 °C.

3.2.1.3 Priprava nanodelcev
Medtem ko smo cakali, da bo dosezena opticna gostota pri 600 nm enaka 0,5 , smo

pripravili nanodelce. Nanodelce smo stehtali v sterilne steklene steklenicke s pomocjo
laboratorijske tehtnice EXACTA310 EB, pri ¢emer smo si pomagali s spatulo. Na voljo
smo imeli 9 sterilnih steklenick. V pet steklenick smo stehtali ustrezno koli¢ino nanodelcev
4 mg, pri Cemer je ena od stekleniCk sluzila pozitivni kontroli, saj smo vanjo v
nadaljevanju poskusa poleg nanodelcev dodali zgolj fiziolosko raztopino. V preostale Stiri
pa smo po opravljeni red¢itveni vrsti dodali samo ustrezno bakterijsko redCitev brez

dodanih nanodelcev.
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3.2.1.4 Ugotavljanje antimikrobnega delovanja nanodelcev
Pri nadaljnji izvedbi poskusa smo uporabili redgitve 10 in 107 (vsaka redgitev je bila

zastopana v dveh paralelkah). Dvakrat po 4 mL red¢itve 10 smo dodali v dve stekleni
stekleni¢ki z nanodelci. Dvakrat po 4 mL redgitve 10* pa smo dodali dvema
steklenickama brez dodanih nanodelcev. V steklenickah z dodanimi nanodelci je bila tako
kon¢na koncentracija le-teh 1000 pg/mL. Steklenicka, ki je sluzila kot pozitivna kontrola,
je bila namenjena preverjanju sterilnosti uporabljenih nanodelcev. Pred vsakim odvzemom
bakterijske kulture smo epruveto z redCitvami premesali na vorteksu, nato odvzeli 4 mL
redgitve in jo prenesli v stekleni¢ko. Enak postopek smo izvedli tudi pri red¢itvi 10°. Ko
so bile vse stekleni¢ke napolnjene z bakterijsko kulturo, smo jih ponovno premesali ter jih
prenesli v toplo sobo na 37 °C. Po eno in dvourni inkubaciji oz. izpostavitvi bakterijske
kulture nanodelcem je sledil razmaz redgitev (10 in 10™) na plos&e. Pred odvzemom 0,1
mL kulture smo steklenicke zvorteksirali, nato pa smo 0,1 mL bakterijske kulture s
pomocjo pipete nanesli na agarno (HA) gojisc¢e. Temu je sledil razmaz s sterilno hokejko.
Po razmazu smo vse plos¢e odnesli v toplo sobo na 37 °C. Po inkubaciji na 37 °C, ki je
trajala 24 h, smo presteli Stevilo kolonij na plo$€ah z in brez prisotnih nanodelcev. Sledil je
izracun Stevila CFU mikroorganizmov na mL vzorca.

Pri glivah je bil postopek podoben. Razlika je bila le v ¢asu izpostavitve nanodelcem, ki je
daljsi (2 in 4 h). Poleg tega smo uporabili tudi druga¢no agarne gojis¢e (MEA) kot pri
bakterijah (HA). Inkubacija plos¢ je potekala teden dni na 28 °C .
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4 REZULTATI
V nalogi smo ugotavljali vpliv nanodelcev razli¢ne kemijske zgradbe in razli¢nih velikosti

na izbrane bakterijske in glivne vrste. Uporabljeni nanodelci so bili: nano TiO, velikosti
25 nm, 75 nm, nanodelci CuO velikosti 50 nm in nanodelci ZnO velikosti 100 nm ter 1
um. Proucevane bakterijske vrste so bile: E. coli, B. subtilis, S. aureus in S. epidermis.
Proucevane vrste gliv pa: C. albicans. S. cerevisiae, H. werneckii in R. mucilaginosa.
Vpliv nanodelcev ZnO smo primerjali z vplivom makro delcev ZnO in ionov Zn.

Testirali smo dve velikosti nanodelcev TiO,. Prvi tip so nanodelci, katerih povprec¢na
primarna velikost je 25 nm (t.i. manj$i nanodelci = 15 nm) in drugi tip nanodelci, katerih

povprecna primarna velikost je 75 nm (t.i. ve¢ji nanodelci = 40 nm).

4.1 REZULTATI TESTIRANJA ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI NANODELCEV
TiO, NA PROUCEVANE BAKTERIJSKE IN GLIVNE VRSTE
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brez Z nano brez | z nano brez | z nano brez Z nano
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(1000 (1000 (1000 (1000
pg/mi), pg/mi), pg/mi), Hg/m),
15 nm 15 nm 15 nm 15 nm
E.coli S.aureus B. subtilis S.epidermis
¢as (1h)

Slika 8: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mlI*10° ) po 1 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, velikosti 15
nm razlicnih vrst bakterij. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v
fiziolosko raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon;
n = &; nano TiO, = 15 nm)
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Slika 9: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, razliénih
vrst bakterij. (CFU = §t. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
nano TiO, = 15 nm)
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Slika 10: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10%) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, razliénih
vrst bakterij . (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
nano TiO, = 40 nm).
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Grafa 8, 9 nam prikazujeta, da manjsi delci nanodelcev TiO, (15 nm) nimajo vpliva na
Stevilo bakterijskih celic, ki so sposobne delati kolonije na agarnih ploS¢ah. Grafa kazeta
tudi na to, da ni bistvenih razlik v Stevilu zraslih kolonij na agarnih plosc¢ah pri bakterijah,

izpostavljenih eno ali dve uri nanodelcem TiO,.

To pomeni, da nismo zaznali antibakterijskega u¢inka nanodelcev TiO; na bakterijske vrste
: E. coli, S. aureus, B. subtilis in S. epidermis, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem TiO, za

eno ali dve uri.

Graf 10 nam prikazuje, da tudi ve¢ji delci nanodelcev TiO, (40 nm) nimajo vpliva na
Stevilo bakterijskih celic, ki so sposobne delati kolonije na agarnih plo§¢ah po 2 h

izpostavitve nanodelcem TiO,.

Torej tudi tu nismo zaznali antibakterijskega ucinka nanodelcev TiO; na bakterijske vrste :
E. coli, S. aureus, B. subtilis in S. epidermis, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem TiO, za 2

uri.

CFU/mI*1075

R. mucilaginosa | H. werneckii S.cerevisiae C.albicans
¢as (2 h)

Slika 11: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, razliénih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
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raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
nano TiO, = 40 nm).
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Slika 12 : Stevilo mikrobnih celic (CFU/m1*10%) po 4 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, razliénih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
nano TiO, = 40 nm).

Grafa 11, 12 nam prikazujeta, da vecji delci nanodelcev TiO; (40 nm) nimajo vpliva na
Stevilo celic gliv, ki so sposobne delati kolonije na agarnih plo§¢ah. Grafa kazeta tudi na to,
da ni bistvenih razlik v §tevilu zraslih kolonij na agarnih plosc¢ah pri glivah, izpostavljenim

dve ali $tiri ure nanodelcem TiO,.
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Slika 13 : Stevilo mikrobnih celic (CFU/m1*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, razliénih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
nano TiO, = 15 nm).

300
250 -
© 200 1
o
b
E 150
>
s
O 100 -
50
; H B
brez Z nano brez Z nano brez Z nano
TiO2 TiO2 TiO2
(1000 (1000 (1000
ug/ml), 15 pg/ml), 15 ug/ml), 15
nm nm nm
R. mucilaginosa H. werneckii S.cerevisiae
¢as (4 h)

Slika 14 : Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev TiO, razli¢nih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
nano TiO; = 15 nm).
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Grafa 13, 14 nam prikazujeta, da manjsi delci nanoTiO; (15 nm) prav tako nimajo vpliva
na Stevilo celic gliv, ki so sposobne delati kolonije na agarnih plos¢ah. Grafa prikazujeta
tudi to, da ni bistvenih razlik v Stevilu zraslih kolonij na agarnih plosc¢ah pri glivah, ki so

bile izpostavljene nanodecem TiO, dve ali $tiri ure.

Torej nismo zaznali zavirajocega ucinka nano TiO, na rast proucevanih vrst gliv: S.
cerevisiae, C. albicans, H. werneckii in R. mucilaginosa, ¢e so bile izpostavljene

nanodelcem Ti0O, za dve ali $tiri ure.

Iz dobljenih rezultatov vidimo, da je v posameznih primerih pri§lo do nepri¢akovanega
stimulatornega ucinka nanodelcev TiO, na rast nekaterih proucevanih bakterij in gliv.
Razloga, zakaj naj bi priSlo do takSnega ucinka nanodelcev TiO, na rast proucevanih
mikroorganizmov, ne moremo dolociti, zato bi bile potrebne nadaljnje Studije. Verjetnost,

da je med poskusom prislo do napake, je namre¢ majhna.

4.2 REZULTATI TESTIRANJA ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI NANODELCEV
ZnO, MAKRODELCEYV ZnO IN Zn IONOV NA PROUCEVANE BAKTERIJSKE IN
GLIVNE VRSTE

Primerjali smo vpliv nanodelcev ZnO z vplivom makrodelcev ZnO ter vplivom Zn ionov,
kar prikazujejo grafi 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 in 24. V tem delu Studije smo
ugotavljali vpliv na rast naslednjih bakterijskih vrst: E. coli, S. aureus, B. subtilis in S.
epidermis ter naslednjih vrst gliv: S. cerevisiae, C. albicans, H. werneckii in R.

mucilaginosa.
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Slika 15: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mlI*10%) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev ZnO razli¢nih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
ZnO =100 nm).
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Slika 16: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mlI*10%) po 4 h izpostavitve 1000 pug/ml nanodelcev ZnO razli¢nih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
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raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
ZnO = 100 nm).

Grafa 15, 16 nam prikazujeta, da nanodelci ZnO vplivajo na Stevilo celic gliv, ki so
sposobne delati kolonije na agarnih plosc¢ah. Grafa prikazujeta, da so razlike v Stevilu
zraslih kolonij na agarnih ploScah pri razli¢nih vrstah gliv, izpostavljenim dve ali §tiri ure
nanodelcem ZnO.

Pri dveurni izpostavitvi nano ZnO se kaze zaviralen ucinek nanodelcev ZnO v zmanjSanem
Stevilu zraslih kolonij na agarnih plo§¢ah pri glivah S. cerevisiae in H. werneckii , medtem
ko nano ZnO nima bistvenega vpliva na Stevilo zraslih kolonij na agarnih ploscah pri
glivah C. albicans in R. mucilaginosa.

Pri Stiriurni izpostavitvi nanodelcem ZnO se prav tako kaze zaviralen uc¢inek nanodelcev
ZnO v zmanj$anem $tevilu zraslih kolonij na agarnih plos¢ah pri glivah S. cerevisiae in H.
werneckii , medtem ko nano ZnO nima bistvenega vpliva na $tevilo zraslih kolonij na
agarnih plos¢ah pri glivi R. mucilaginosa.

Na grafu opazimo zmanj$ano Stevilo zraslih kolonij tako na agarnih ploscah, ki so bile
izpostavljene nano ZnO kot tudi na kontrolnih ploscah, ki nanodelcem niso bile

izpostavljene. Razlog za to ni znan.

Ugotovili smo, da imajo nano ZnO zaviralen ucinek na rast pri glivah S. cervisiae in H.
werneckii, minimalen pa je bil vpliv nano ZnO na rast preostalih dveh gliv C. albicans in

R. mucilaginosa.
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Slika 17 : Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10%) po 1 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev ZnO razlicnih
vrst bakterij. (CFU = §t. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
ZnO =100 nm).
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Slika 18 : Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10%) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev ZnO razli¢nih
vrst bakterij. (CFU = §t. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
ZnO = 100 nm).
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Grafa 17, 18 nam prikazujeta, da nanodelci ZnO vplivajo na Stevilo bakterijskih celic, ki
so sposobne delati kolonije na agarnih plos¢ah. Grafa prikazujeta, da je bila rast pri

proucevanih bakterijah ob eno in dveurni izpostavitvi nano ZnO popolnoma inhibirana.

Tako smo zaznali antibakterijski u¢inek nano ZnO na bakterijske vrste: E. coli, S. aureus,

B. subtilis in S. epidermis, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem ZnO za eno ali dve uri.
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Slika 19: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 1 h izpostavitve 1000 ug/ml makro ZnO razli¢nih vrst
bakterij in glive C. albicans. (CFU = &t. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev
v fiziolosko raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni

odklon; n =8; ZnO = 1 um).
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Slika 20: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pug/ml makro ZnO razli¢nih vrst
bakterij . (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
ZnO =1 pm).

Grafa 19, 20 nam prikazujeta, da nanodelci ZnO (makro) vplivajo na Stevilo bakterijskih
celic, ki so sposobne delati kolonije na agarnih plos¢ah, da je bila rast pri proucevanih
bakterijah ob eno in dveurni izpostavitvi nano ZnO (makro) popolnoma inhibirana. 1z grafa
19 pa razberemo,da nano ZnO (makro) nima vpliva na Stevilo celic, ki so sposobne delati

kolonije na agarni plos¢i pri glivi C.albicans. 1z tega lahko sklepamo, da je vpliv nano ZnO

(makro) ob 1 h izpostavitvi na rast glive C .albicans zanemarljiv.

Zaznali smo antibakterijski u¢inek nano ZnO (makro) na bakterijske vrste : E. coli, S.
aureus, B. subtilis in S. epidermis, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem ZnO (makro) za
eno ali dve uri. Pri glivi C. albicans pa zaviralnega u¢inka ob enourni izpostavitvi nano

ZnO (makro) na rast te glive nismo zaznali.
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Slika 21: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 1 h izpostavitve 1000 pg/ml ZnCl razli¢nih vrst bakterij
in glive C. albicans . (CFU = t. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih cinkovih ionov v
fiziolosko raztopino; z = dodatek cinkovih inov v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni
odklon; n = 8; ZnCl).
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Slika 22: Stevilo mikrobnih celic (CFU/ml*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml ZnCl razli¢nih vrst bakterij .
(CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih cinkovih ionov v fiziolosko raztopino; z
= dodatek cinkovih ionov v fiziolosko raztopino; daljica na stolpi¢ku = standardni odklon; n = 8; ZnCl).
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Grafa 21, 22 nam prikazujeta, da Zn ioni vplivajo na Stevilo bakterijskih celic, ki so
sposobne delati kolonije na agarnih plosc¢ah. Grafa prikazujeta tudi, da je bila rast pri
proucevanih bakterijah ob eno in dveurni izpostavitvi Zn ionom popolnoma inhibirana.
Graf 21 pa nam prikazuje,da po eno urni izpostavitvi Zn ionom le-ti minimalno vplivajo
na Stevilo celic, ki so sposobne delati kolonije na agarni plos¢i pri glivi C. albicans. 1z tega

lahko razberemo, da je vpliv Zn ionov po enourni izpostavitvi na rast glive C. albicans

majhen.

Zaznali smo torej antibakterijski u¢inek Zn ionov na bakterijske vrste : E. coli, S .aureus,
B. subtilis in S. epidermis, ¢e so bile izpostavljene Zn ionom za eno ali dve uri. Pri glivi C.

albicans pa je bil zaviralni u¢inek Zn ionov po enourni izpostavitvi na rast glive C.

albicans majhen.
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Slika 23: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mlI*10%) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml ZnCl razlicnih vrst gliv .
(CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih cinkovih ionov v fiziolosko raztopino; z
= dodatek cinkovih ionov v fizioloSko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §; ZnCl).
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Slika 24: Stevilo mikrobnih celic (CFU/ml*10°) po 4 h izpostavitve 1000 pg/ml ZnCl razli¢nih vrst gliv .
(CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih cinkovih ionov v fiziolosko raztopino; z
= dodatek cinkovih ionov v fiziolo§ko raztopino; daljica na stolpi¢ku = standardni odklon; n = 8; ZnCl).

Grafa 23, 24 nam prikazujeta, da Zn ioni vplivajo na Stevilo celic gliv, ki so sposobne
delati kolonije na agarnih ploscah in da se pojavijo razlike v Stevilu zraslih kolonij na
agarnih plos¢ah pri razli¢nih vrstah gliv, izpostavljenim dve ali §tiri ure Zn ionom.

Pri dveurni izpostavitvi Zn ionom se kaze zaviralen u¢inek Zn ionov v zmanjSanem Stevilu
zraslih kolonij na agarnih plos¢ah pri vseh proucevanih glivah. Najbolj se pokaze
inhibitoren u¢inek Zn ionov na rast glive S. cerevisiae , opazen, vendar manjsi, pa je tudi
zaviralen u¢inek Zn ionov na rast preostalih gliv.

Pri 4 h izpostavitvi Zn ionom se prav tako kaze zaviralen u¢inek Zn ionov v zmanjSanem
Stevilu zraslih kolonij na agarnih ploscah pri vseh proucevanih glivah, najbolj ihibitoren pa

je njegov ucinek na rast glive S. cerevisiae.

To pomeni, da smo zaznali zaviralen ucinek Zn ionov na rast pri glivah S. cervisiae H.
werneckii,C. albicans in R. mucilaginosa. Kot najbolj obc¢utljiva na vpliv Zn ionov se je
pokazala gliva S.cerevisiae. Na preostale vrste gliv pa je bil vpliv Zn ionov na njihovo rast

manjsi.
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4.3 REZULTATI TESTIRANJA ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI NANODELCEV
CuO NA PROUCEVANE BAKTERIJSKE IN GLIVNE VRSTE
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Slika 25: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10°) po 1 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev CuO razliénih
vrst bakterij . (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fizioloSko raztopino; daljica na stolpicku= standardni odklon; n = §;

CuO =50 nm).
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Slika 26 : Stevilo mikrobnih celic (CFU/ml*10°) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev CuO razliénih
vrst bakterij in glive C. albicans. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih
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nanodelcev v fiziolosko raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku =
standardni odklon; n = 8; CuO = 50 nm).

Grafa 25, 26 nam prikazujeta, da nanodelci CuO vplivajo na Stevilo bakterijskih celic, ki so
sposobne delati kolonije na agarnih plos¢ah. Grafa prikazujeta tudi to, da je bila rast pri
proucevanih bakterijah ob eno in dveurni izpostavitvi nano CuO popolnoma inhibirana.
Graf 26 pa nam prikazuje, da nano CuO vpliva na Stevilo celic, ki so sposobne delati
kolonije na agarni plos¢i pri glivi C. albicans, saj je bila rast pri omenjeni glivi po dveurni

izpostavitvi nano CuO popolnoma inhibirana.

Zaznali smo izrazit antimikroben ucinek nano CuO na bakterijske vrste : E. coli, S.

aureus, B. subtilis, S. epidermis in glivo C. albicans, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem

CuO za 1ali 2 uri.
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Slika 27: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10%) po 2 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev CuO razli¢nih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
CuO =50 nm).
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Slika 28: Stevilo mikrobnih celic (CFU/mI*10%) po 4 h izpostavitve 1000 pg/ml nanodelcev CuO razli¢nih
vrst gliv. (CFU = st. celic, ki so sposobne delati kolonije; brez = brez dodanih nanodelcev v fiziolosko
raztopino; z = dodatek nanodelcev v fiziolosko raztopino; daljica na stolpicku = standardni odklon; n = §;
CuO =50 nm).

Grafa 27, 28 nam prikazujeta, da nanodelci CuO vplivajo na Stevilo glivnih celic, ki so
sposobne delati kolonije na agarnih plos¢ah, da je bila rast pri proucevanih glivah ob
dveurni izpostavitvi nano CuO popolnoma inhibirana. Graf 28 pa nam pokaze, da rast pri

glivi S. cerevisiae po dveurni izpostavitvi nano CuO ni bila popolnoma inhibirana kot pri

vseh ostalih glivah.

Ugotovili smo izrazit antimikroben ucinek nano CuO na vrste gliv: S. cerevisiae, C.
albicans, H. werneckii in R. mucilaginosa, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem CuO za
eno ali dve uri.

Dobljeni rezultati potrjujejo naSo hipotezo, da imajo nekateri nanodelci izrazito
antimikrobno delovanje. Kot najbolj u¢inkoviti so se izkazali nanodelci CuO in ZnO. Brez
antimikrobnega delovanja pa so bili delci nano TiO,. Najbolj obcutljive so bakterije, med
najmanj obcutljivimi pa so glive. Pri uporabi nanodelcev ZnO in ionov Zn se je kot
najmanj obcutljiva pokazala gliva R. mucilaginosa. Opaznih razlik v ucinkovitosti
antibakterijskega in antiglivnega delovanja med nanodelci ZnO in ioni Zn na podlagi
dobljenih rezultatov ni. Uporaba nanodelcev CuO pa je inhibitorno delovala na rast vseh

vrst proucevanih bakterij in gliv.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Skladno s pricakovanjem smo v nasem delu ugotovili razlicen antimikrobni potencial
izbranih nanodelcev. Najbolj izrazit antimikrobni potencial imajo nanodelci ZnO in CuO.
Proucevane bakterije so bile bolj obcutljive na nanodelce kot glive. Razlogi za razli¢no
ucinkovitost delovanja nanodelcev na bakterije oz. glive so lahko temeljne razlike v
zgradbi med bakterijskimi in glivnimi celicami. Najmanj dovzetna na delovanje
nanodelcev, vkljuéno z ZnO je bila R. mucilaginosa. Antimikrobno delovanje nanodelcev

ZnO in CuO so potrdile tudi stevilne druge Studije.

5.1.1 Ugotovitve Studij o antimikrobnem delovanju nanodelcev ZnO in TiO,

Brayner in sodelavci (2006) so proucevali antimikrobno uc¢inkovitost nanodelcev ZnO za
G — E. coli, pri &emer so poro¢ali o precejinji inhibiciji bakterijske rasti. Ceprav so te
raziskave pokazale inhibicijo rasti za prokarionte, ni bilo doloceno, ali je delovanje nano

ZnO baktericidno ali bakteristati¢no.

V sledeci Studiji so Thill in sodelavei (2006) pojasnili, da je delovanje nanodelcev ZnO
baktericidno, saj naj bi prislo do smrti bakterijskih celic. Koncentracija nano ZnO, ki je
bila potrebna za uni¢enje G — E. coli, je bila 5 mM, medtem ko je za uniCenje G + S.
aureus zadoscala ze 1 mM koncentracija nano ZnO. Nadaljnje raziskave so pokazale, da se
Stevilo viabilnih celic zmanjSa za 90 % glede na zaCetno CFU vrednost/ml po 12 h
izpostavitvi nanodelcem ZnO tako za G — E. coli kot tudi za G + S. aureus. Kolonije pa so

popolnoma izginile po 24 h izpostavitvi nanodelcem.

Prav tako so antibakterijsko delovanje nanodelcev ZnO na G - E. coli ter G + B. subtilis in
S. aureus proucevali Sawai in sodelavci (1995a). Nanodelci ZnO so se izkazali kot
ucinkovito sredstvo za inhibicijo tako G + kot G — bakterij. Da bi v tej Studiji dobili ve¢
informacij o obliki, velikostni razporeditvi in morfologiji uporabljenih nanodelcev, so
uporabili SEM. Pri tej Studiji se je pokazalo, da je pri antibakterijski aktivnosti

koncentracija nanodelcev pomembnejsa od velikosti delcev.
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Potencialno antibakterijsko aktivnost nanodelcev TiO; in ZnO so raziskovali Adams in
sodelavci (2006), ki so prav tako ugotovili, da antibakterijska aktivnost nanodelcev naraste
s poviSano koncentracijo nanodelcev.

V Stevilnih $tudijah so pri§li do ugotovitev, da so G + bakterije bolj obcutljive na
antibakterijski uc¢inek nanodelcev TiO kot G — bakterije. Razlog za to je verjetno razli¢na
zgradba celicne stene. G - bakterije imajo Stiri zascitne plasti, kamor spadajo: plazemska
membrana, periplazemsko obmocje, peptidoglikanska plast ter zunanja membrana iz
proteinov in LPS. G + bakterije pa imajo zgolj tri zasCitne plasti, in sicer plazemsko

membrano, periplazemsko obmocje in peptidoglikansko plast.

Dokazano je, da sta tako nano ZnO kot nano TiO, fotosenzitivna in da producirata ROS ob
prisotnosti svetlobe (Adams in sod., 2006). Pozitivha korelacija med fotokataliti¢no
produkcijo ROS in antibakterijsko aktivnostjo nanodelcev pa je bila dokazana samo za
nano TiO,. Pri uporabi nanodelcev ZnO se je pojavila skoraj popolna inhibicija rasti G +
bakterij B. subtilis Ze pri minimalni testirani koncentraciji delcev. Do taksnih rezultatov so
Adams in sodelavcei (2006) prisli, kadar je bil poskus izveden pod temnimi pogoji kot tudi
ob prisotnosti svetlobe. E. coli je pokazala manjSo obcutljivost na nanodelce ZnO,
minimalna rastna inhibicija pa je bila doseZena, kadar je bil poskus izveden pod temnimi
pogoji. Zakaj je priSlo do tovrstnih razlik v u¢inku nanodelcev ZnO na omenjeni bakteriji,
ni popolnoma jasno. V studiji so sklepali, da so dobljeni rezultati lahko odraz razlik v
celicni fiziologiji, metabolizmu ali stopnji kontakta med bakterijami in nanodelci.
Antibakterijska aktivnost nanodelcev TiO, je bila za obe bakterijski vrsti vecja ob
prisotnosti svetlobe, kar je bilo Se posebej izrazito pri bakteriji B. subtilis, saj je bila
toksi¢nost nano TiO;, za to bakterijo ob prisotnosti svetlobe za 2,5-krat vecja. Ker je
svetloba potrebna za produkcijo ROS, je mehanizem antimikrobnega delovanja na
organizme, izpostavljene nanodelcem TiO; pod temnimi pogoji, nepojasnjen. Na podlagi
mehanizmov antimikrobnega delovanja nano TiO,, ki so bili raziskani, raziskovalci Studije
sklepajo, da sta nastanek OS zaradi tvorbe ROS, proizvedenih v odsotnosti svetlobe ter

vloga nanomateriala v prekinitvi membranske integritete, kljucna za dobljene rezultate.

Studija, ki so jo opravili Kasemets in sodelavci (2009), potrjuje,da tako nano kot makro

ZnO kazeta od koncentracije odvisen antimikrobni ucinek na rast kvasovke S. cerevisiae.
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Med nano in makro ZnO ni bilo razlik v antimikrobni u¢inkovitosti kljub razli¢ni velikosti

nanodelcev.

Adams in sodelavci (2006) so ugotovili, da nanodelci ZnO inhibirajo rast G + B. subtilis
za 90 % pri koncentraciji 10 mg/ml, G — E. coli pa je bila veliko bolj odporna, saj je bila
njena rast inhibirana le za 48 % pri koncentraciji 1000 mg/ml nano ZnO. Hipotezo, ki jo
predpostavlja ta Studija, je, da tako nano kot makrodelci ZnO uveljavljajo antimikrobne

karakteristike preko raztopljenih Zn ionov.

Xia in sodelavci (2008), ki so proucevali toksicnost nanodelcev ZnO na sesalske celice, so
potrdili, da ima raztapljanje Zn ionov pomembno vlogo pri citotoksi¢nosti, inducirani z
nano ZnO. Pokazali so, da razpad nano ZnO zmoti celicno homeostazo Zn, kar vodi v
poskodbe lizosomov in mitohondrijev ter posledicno privede do celi¢ne smrti. Relativno
nizka antimikrobna uc¢inkovitost nano in makrodelcev ZnO za S. cerevisiae v primerjavi z
bakterijami je po vsej verjetnosti posledica relativno visoke tolerance S. cerevisiae na Zn
ione. Dokazano je bilo, da se nestalen Zn v kvasnih celicah hitro akumulira v dinami¢nih
vezikularnih kompartmentih-vakuolah. Gre za pomemben celi¢ni obrambni sistem, ki blazi

presezke Zn oz. njegovega pomanjkanja.

5.1.2 Ugotovitve Studij o antimikrobnem delovanju nanodelcev CuO

Nanodelci CuO so pokazali delovanje proti vrsti patogenih bakterij, vkljucno proti S.
aureus in E. coli ze pri minimalni koncentraciji (100 — 500 pg/ml). Ker so bili v studiji, ki
so jo opravili Ren in sodelavci (2008), delci zmanjSani z mikrometrske na makrometrsko
velikost, so se posledicno lastnosti delcev moc¢no spremenile. Spremenila se je
elektrostaticna prevodnost, aktivna zunanja povrSina, kemicna reaktivnost ter bioloska
aktivnost delcev. Baktericidno ucinkovitost kovinskih nanodelcev naj bi pripisali tako
velikosti kot tudi veliki zunanji povrSini nanodelcev glede na njihov volumen. Tak$ne
lastnosti delcev, naj bi jim dovoljevale, da reagirajo blize bakterijski membrani. Za
dolocitev velikosti, morfologije in sestave nanodelcev CuO so v tej Studiji uporabili TEM.
V Studiji so uporabili razlicne koncentracije nanodelcev CuQO, da bi dolocili najnizjo
koncentracijo nanodelcev, ki prepreci bakterijsko rast. Pri poskusu so uporabili bakterije E.

coli, S. aureus in S.epidermis. Pri koncentraciji 1000 pg/ml nanodelcev CuO je bilo po 2 h
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izpostavitve reduciranih 68 % G + in 65 % G — bakterij. Stopnja redukcije je narasla na 88
% oz. 100 % ob dodatku 50 pg/ml nano Ag. Vse prouCevane bakterije pa so bile
reducirane do 0 po 4 h izpostavitvi nanodelcem CuO koncentracije 1000 pg/ml. Prav tako
so v §tudiji primerjali delovanje nano Ag in nano CuO, pri ¢emer so ugotovili, da so pri
nano CuO potrebne visje koncentracije, da se doseze baktericiden ucinek. Predhodne
raziskave so pokazale, da nanodelci, kot so Ag in Cu, sprostijo Ag in Cu ione. Oba
omenjena iona sta dovolj majhna, da zmotita delovanje encimov. Opravljene Studije so pri
E. coli pokazale, da so nastale obsezne poskodbe celi¢ne stene, zaradi Cesar je prislo do
uhajanja vsebine celice, nanodelci pa so lahko vstopili v celi¢no notranjost. Pri nanodelcih
Ag pa je bilo dokazano, da se ti delci pripnejo na celi¢no povrsino mikrobov ter prodrejo v

njeno notranjost, kjer so znotrajceli¢ne tarce delcev respiratorni encimi.

Pri Studiji, ki so jo opravili Rispoli in sodelavci (2010), so proucevali antimikrobno
delovanje ni¢valentnih bakrovih nanodelcev (ZVCN) zoper G — E. coli. V tej Studiji je bilo
izbranih 5 okoljskih parametrov, ki naj bi imeli odlo¢ilno vlogo pri protimikrobni
aktivnosti nanodelcev na izbrano bakterijsko vrsto. Ti neodvisni parametri so bili pH, T,
stopnja zraCenja, koncentracija nanodelcev in koncentracija bakterij. Izbrana obmocja
omenjenih parametrov pa so bila dolo¢ena na podlagi najverjetnejSih naravnih pogojev, ki
jih lahko najdemo v vodnih okoljih. Iz opravljene Studije so prisli do sklepa, da se z
narascajo¢im pH v izbranem obmocju frakcije nanodelcev v nanometrski skali
zmanjsujejo. Kopic¢enje CuO nanodelcev pa naj bi bilo najvisje ob izoelektri¢ni tocki (pH
7,5-8,5). S padanjem pH aglomeracija pada, kar so podprli rezultati opravljene Studije.
Njihovi rezultati so pokazali, da ima T obraten ucinek na kopicenje nanodelcev kot pH.
Ugotovili so, da ima najve¢ji pozitiven vpliv na antimikrobno delovanje nanodelcev
koncentracija bakterij, najmanjSega pa stopnja zracenja. Ker ima pH negativen koeficient,
se z njegovim porastom v okolju proucevana antimikrobna aktivnost zmanjSuje. Pri
nizkem pH in visoki T je bila povprecna velikost agregatov manjsa. Pri visoki areaciji pa
so se veliki agregati delcev razbili na manjSe zaradi stresanja, zaradi Cesar je njihova
antimikrobna aktivnost narasla. E .coli je G - bakterija, zato so v Studiji predvidevali, da
interakcije med bakterijo in nanodelci zmanjSujejo agregacijo delcev, zaradi Cesar naj bi
narasla antimikrobna u¢inkovitost CuO nanodelcev. Toksi¢nost nano CuO za E. coli je bila

odvisna tudi od Casa izpostavitve bakterije nanodelcem. Pod kislimi pogoji in visoko T se
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je povprecna velikost nanodelcev zmanjsala. To je privedlo do povecanja njihove povrSine,
dostopne za raztopljene Cu ione, zato je narasla antimikrobna aktivnost proucevanih
delcev. Nanodelci CuO in njihovi ioni so se pokazali kot baktericidni za E. coli, saj
povzrocijo nastanek hidroksilnih radikalov v citoplazmi. Ti radikali poskodujejo DNA,
proteine in ostale molekule, kar privede do celi¢ne smrti. Ta Studija je pokazala, da bodo
imeli ZVCN najvisjo antimikrobno uc¢inkovitost pod kislimi pogoji, pri visoki T, visoki
stopnji areacije in ko bo koncentracija nanodelcev in bakterij visoka. Antimikrobno
delovanje nanodelcev pa se bo znatno spremenilo, ¢e se spremeni katerikoli od teh

parametrov.

5.1.3 Ugotovitve Studij o antimikrobnem delovanju nanodelcev Ag

Najve¢ S§tudij, ki proucujejo antibakterijsko delovanje nanodelcev, pa je opravljenih
predvsem za nanodelce srebra.

Studija, ki so jo leta 2006 opravili Adams in sodelavci, govori o inhibicijskem uéinku
srebrovih ionov na G — in G + bakterijske celice. Pri bakteriji E. coli so bile opazne velike
morfoloske spremembe po izpostavitvi bakterije nanodelcem srebra.

Mikroanalize so pokazale na prisotnost srebra in zZvepla v celici-kar nakazuje, da so se
srebrovi ioni, potem ko so vstopili v bakterijsko celico, povezali s celicnimi kompartmenti,
ki so vsebovali zveplo. Pri S. aureusu je bila v elektronsko osvetljeni regiji vidna
kondenzirana substanca, citoplazemska membrana bakterije pa je bila skréena in locena od
celicne stene. V zgosceni regiji bakterijske celice S. aureus je bila prisotna velika koli¢ina
fosfata. Opazne so bile manjSe razlike pri ucinku srebrovih ionov na ta dva tipa
bakterijskih celic. V §tudiji so Adams in sodelavci (2006) sklepali, da ima S. aureus
moc¢nejs$i obrambni mehanizem v primerjavi z E. coli, saj imajo G + bakterije odebeljeno
peptidoglikansko celi¢no steno. Debelejsa celi¢na stena pa naj bi bolje varovala celico pred
vdorom Ag ionov v citoplazmo.

Adams in sodelavci (2006) so predlagali dva mozna procesa, ki sta vkljucena v delovanje
Ag ionov:

1. Bakterijska celica pride v kontakt s srebrovimi ioni, sprejme srebrove ione le-ti pa
poskodujejo bakterijsko celico.

2. Nastanek ROS inhibira respiratorne encime, zaradi ¢esar se bakterijska celica poSkoduje.
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V Casu izvajanja poskusa so Adams in sodelavcei (2006) opazili, da Ag nanodelci reagirajo
z gradbenimi elementi bakterijske membrane in povzrocijo poSkodbe na celici. Analiza s
TEM je pokazala, da so Ag nanodelci vklju¢eni v membrano, kar je bilo vidno z
luknjicami na celi¢ni povrSini. TEM analize so potrdile, da so Ag nanodelci prisotni v
celicni membrani in znotraj bakterije. Samo posamezni delci pa so bili pripeti na
membransko povrsino. Antibakterijska aktivnost Ag nanodelcev je bila odvisna od

velikosti nanodelcev, najvecjo antibakterijsko aktivnost pa so imeli delci velikosti 25 nm.

Pal in sodelavci (2007) so proucevali antibakterijske lastnosti Ag nanodelcev in pri tem

prisli do ugotovitve, da je tudi oblika tista, ki jo doloca.

Prav tako sta proucevala antibakterijski u¢inek nano Ag Sondi in Salopek-Sondi (2004), in
sicer vpliv Ag nanodelcev na G — E.coli. Bakterioloski testi so bili izvedeni v LB mediju
na trdnih agarnih ploscah ter tekoem LB mediju, kamor so dodali razlicne koncentracije
Ag nanodelcev. Ti delci so se pokazali kot ucinkoviti baktericidi. Uporabili so SEM in
TEM analize za proucevanje biocidnega delovanja tega nanomateriala. Rezultati so
potrdili, da je bila obravnavana E. coli poskodovana, vidne so bile luknjice v celi¢ni steni
bakterije, saj so se Ag nanodelci akumulirali na bakterijsko membrano. Membrani s taks$no
morfologijo se je mo¢no povecala prepustnost, posledi¢no pa je sledila smrt celice. Cilj
Studije je bil, da se proucijo interakcije med bakterijami in Ag nanodelci s pomoc¢jo SEM
in TEM mikroskopije. Antibakterijska aktivnost netoksi¢nega elementarnega Ag v obliki
nanodelcev do takrat Se ni bila raziskana. Velikost in morfologijo Ag nanodelcev so
proucili s pomocjo TEM mikroskopije. Velikost in morfologijo bakterij pa s pomoc¢jo SEM
mikroskopije, X-ray mikroanalizami ter digitalnim predstavitvenim sistemom, medtem ko
so kemic¢no sestavo bakterijske membrane analizirali z EDAX. Kot so pricakovali, je bila
inhibicija bakterijske rasti odvisna od S$tevila celic, uporabljenih v poskusu. SEM
mikroskopija so wuporabili za dolocitev povrSinske morfologije tako nativne kot
nanodelcem izpostavljene E. coli v LB mediju. Ker so bile v tej Studiji uporabljen visoke
CFU vrednosti, ki jih le redko najdemo v naravi, so ugotovili, da lahko imajo ti nanodelci
odlicen biociden ucinek ter uspesno reducirajo bakterijsko rast, uporabni pa so lahko tudi

za prakticne namene, kot je npr. oblikovanje razli¢nih biocidnih materialov. V nasprotju pa
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so Ag nanodelci v tekocem mediju tudi pri visoki koncentraciji povzrocili samo zaostanek
v rasti pri bakteriji E.coli.
Oc¢itno imajo ti materiali zgolj omejeno uporabo kot biocidni material v tekoCem sistemu

zaradi njihove nizke koloidne stabilnosti.

Panacek in sodelavci (2009) so proucevali antimikroben uc¢inek Ag nanodelcev za Candido
spp. Studija je pokazala, da so nestabilizirani delci Ag inhibirali vse testirane glive pri zelo
nizki koncentraciji, inhibicija pa je bila odvisna od vrste testirane kvasovke. Ag nanodelci
so bili stabilizirani s surfaktanti in polimeri, zato da bi povecali stabilnost agregatov Ag
nanodelcev v uporabljenem gojitvenem mediju. Ag nanodelci stabilizirani s povrSinsko
aktivnimi agensi so v vseh pogledih pokazali ve¢jo antimikrobno aktivnost. Dobljeni
rezultati so pokazali, da je antimikrobna aktivnost pri nestabiliziranih Ag nanodelcev
zadostna za inhibicijo rasti kvasovk pri koncentraciji 0,21 mg/l, pri stabiliziranih pa pri
koncentraciji 0,05 mg/l. Nanodelci Ag, ki so bili stabilizirani s strani polimerov in
surfaktantov, so imeli zaradi stabilnosti agregatov veliko vec¢jo antimikrobno aktivnost.
Rezultati so pokazali, da je antimikrobna aktivnost moc¢no odvisna od stabilnosti agregatov
Ag nanodelcev. Kljub dejstvu, da so stabilizirani Ag nanodelci kazali vecji inhibicijski
ucinek na rast kvasovk v primerjavi z nestabiliziranimi, pa niso kazali moc¢nejSega
citotoksi¢nega ucinka. Primerjava antiglivnega in antibakterijskega delovanja Ag
nanodelcev je pokazala, da so Ag nanodelci inhibirali rast gliv pri visji koncentraciji kot v
primeru bakterij. V primeru Candide spp so inhibicijski uéinki primerljivi z bakterijsko

inhibicijo ne glede na to, kako sta si evolucijsko razli¢na ta dva organizma.

Yoon in sodelavci (2006) so prav tako proucili antibakterijski uc¢inek nano Ag in Cu za G —
E. coli in G + B. subtilis. Obcutljivostna konstanta bakterij na nanodelce je bila v tej
raziskavi dolocena z naslednjo enacbo:

7 =" "nNNey ..(1)
N je predstavljal CFU na agarski plos¢i z nanodelci, No pa CFU na agarski plosci brez
nanodelcev. C je bila koncentracija nanodelcev (ug/ml). Vi§ja Z vrednost je pomenila, da
so bile bakterije bolj obcutljive na nanodelce, kar je kazalo na to, da so bili nanodelci
ucinkovitejsi v antimikrobnem delovanju. Da so lahko proucili antimikrobne uc¢inke Ag in

Cu nanodelcev, je bilo priblizno 200 CFU E. coli in B. subtilis gojenih na LB agarnih
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ploscah in hranljivih agarnih plos€ah. Vsaki agarni plos¢i je bilo dodano komercialno nano
Ag (40 nm) ali nano Cu (100 nm), koncentracije 10-100 pg/ml. Kolonije na agarnih
ploscah za obe bakterijski vrsti so bile prestete po 24 h inkubaciji na 37 °C. Prezivetvena
frakcija bakterij (N/No) se je znizala z naras¢ajoc¢o koncentracijo nanodelcev. E. coli in B.
subtilis sta bili poplnoma inhibirani pri koncentraciji vi§ji od 70 pg/ml in 60 pg/ml za Ag
in Cu nanodelce.

Rezultati so pokazali, da je B. subtilis obcutljivejsi od E. coli na vpliv nanodelcev. Ena
mozna razlaga za to je, da je zunanja membrana G - bakterij, kot je E .coli prevladujoce
sesavljena iz tesno pakiranega sloja LPS molekul, ki preskrbijo u¢inkovito rezistentno

bariero proti nanodelcem (Brayner in sod., 2006; Fan in sod., 2002).

V literaturi pa nisem zasledila nobenih podatkov o antimikrobnem vplivu nanodelcev na
glivi H. werneckii in R. mucilaginosa, ki sta bili uporabljeni kot testna organizma v tej

diplomski nalogi.
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5.2 SKLEPI

V opravljeni Studiji nismo zaznali antibakterijskega uc¢inka nano TiO, (15 nm, 40
nm) na proucevane bakterijske in glivne vrste, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem
TiOz (15 nm, 40 nm) za 1 oz. 2 h v primeru testiranih bakterij ter za 2 0z. 4 h v

primeru testiranih gliv.

Zaznali smo izrazit antibakterijski ucinek nanodelcev CuO na vse proucevane

bakterijske in glivne vrste.

Zaznali smo zaviralen ucinek nano in makro ZnO na rast vseh vrst proucevanih
bakterij, ¢e so bile izpostavljene nano in makro ZnO za 1 oz. 2 h. Prav tako so imeli
omenjeni nanodelci zaviralen ucinek na rast gliv S. cerevisiae in H. werneckii,
mnogo manjsi pa je bil vpliv teh nanodelcev na rast preostalih dveh proucevanih

gliv, C. albicans in R. mucilaginosa.

V nalogi smo zaznali antibakterijski u¢inek Zn ionov na vse prouc¢evane bakterijske
vrste, ¢e so bile izpostavljene Zn ionom za 1 oz. 2 h. Pri glivi C. albicans je bil
zaviralen u¢inek Zn ionov na rast minimalen, medtem ko so Zn ioni zaviralno

vplivali na rast vseh preostalih proucevanih gliv.

Bakterijske in glivne vrste so se razli¢no odzvale na razlicne nanodelce. Odziv ni
vezan na velikost nanodelcev pac¢ pa na njihovo kemijsko sestavo. Bakterijske vrste

so pokazale vecjo obcutljivost na nanodelce.

Izbran nacin izpostavitve in trajanje izpostavitve se je pokazal kot ustrezen za

proucevanje uc¢inkov nanodelcev na izbrane mikroorganizme.



Lavrinc S. Antimikrobno delovanje izbranih nanodelcev na bakterije in glive.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

6 POVZETEK

Nanotehnologija je z uporabo nanomaterialov in nanodelcev postala del vsakdanjega
Zivljenja. Ze konec 20. stoletja so postali proizvodi nanotehnologije mo¢no uveljavljeni v
farmacevtski, kozmeticni in tekstilni industriji, njeni produkti pa so pomembni tudi v
racunalniStvu in informatiki. Mnogi napovedujejo, da bo nanotehnologija povzrocila novo
industrijsko revolucijo. Prinesla naj bi reSitev mnogih tehnoloskih problemov in izboljsala
kvaliteto prodajnih izdelkov.

Kljub vsem pozitivnim prispevkom nanotehnologije, pa je potrebno upostevati tudi
Skodljive u¢inke nanodelcev na bioloske sisteme. S svojo ozavesCenostjo in poznavanjem
lastnosti nanodelcev lahko zmanjSamo ali se vsaj obranimo pred njihovim negativnimi

vplivi.

Ker je odpornost bakterij in gliv na protimikrobne ucinkovine v zadnjih letih narasla, se je
posledi¢no povecalo zanimanje raziskovalcev za izdelavo novih ucinkovitih antimikrobnih
sredstev. Raziskave so pokazale, da imajo nanodelci kovinskih oksidov ucinkovito
antimikrobno delovanje, zato se je pojavila moznost oblikovanja nove generacije

baktericidnih in fungicidnih materialov.

V diplomski nalogi smo zeleli ugotoviti razlike v obcutljivosti razlicnih vrst
mikroorganizmov na izbrane nanodelce, spoznati, kakSne so razlike med antimikrobnim
delovanjem nanodelcev na izbrane bakterije in glive ter ugotoviti razlike o vplivu

nanodelcev glede na trajanje izpostavitve le-tem.

Antimikrobno delovanje nanodelcev smo proucevali na naslednjih vrstah bakterij : E. coli,
B. subtilis, S. epidermis, S. aureus in nekaj vrstah gliv S. cerevisiae, H. werneckii, R.
mucilaginosa in C. albicans.

Uporabljeni nanodelci so bili: nano TiO; (15 nm, 40 nm), nano CuO in nano ZnO. Vpliv

nanodelcev ZnO smo primerjali z vplivom makro delcev ZnO in Zn ionov.

Po opravljenem poskusu nismo zaznali antimikrobnega u¢inka nano TiO; (15 nm, 40 nm)

na testirane bakterijske in glivne vrste , €e so bile izpostavljene nanodelcem TiO;, (15 nm,
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40 nm) za 1 oz. 2 h v primeru proucevanih bakterij ter za 2 oz. 4 h v primeru proucevanih

gliv.

Zaznali smo izrazit antimikrobni uc¢inek nanodelcev CuO na vse proucevane bakterijske in
glivne vrste, ¢e so bile izpostavljene nanodelcem CuO za 1 oz. 2 h v primeru proucevanih

bakterij ter za 2 0z. 4 h v primeru proucevanih gliv.

Zaznali smo tudi antimikroben ucinek nano in makro ZnO na vse vrste proucevanih
bakterij, ¢e so bile izpostavljene nano in makro ZnO za 1 oz. 2 h. Zaznali smo
antimikrobno delovanje nano in makro ZnO na vrste gliv S. cerevisiae in H. werneckii,
manjsi pa je bil vpliv nano in makro ZnO na rast preostalih dveh proucevanih gliv, in sicer
C. albicans in R. mucilaginosa. Viden je bil tudi antimikroben u¢inek Zn ionov na vse
proucevane bakterijske vrste, ¢e so bile izpostavljene Zn ionom za 1 oz. 2 h. Zn ioni so
zaviralno vplivali na rast vseh proucevanih gliv. Kot najbolj obcutljiva na vpliv Zn ionov

se je pokazala S. cerevisiae, kot najmanj ob¢utljiva pa C. albicans.

Nasi rezultati in podatki iz literature kazejo na to, da nanodelci na razli¢ne vrste bakterij in
gliv razli¢no ucinkujejo. Mnogi avtorji razlike v ucinkovitosti antimikrobnega delovanja
nanodelcev na bakterije in glive pripisujejo predvsem razlikam v zgradbi celi¢ne stene med
omenjenima organizmoma.

Osnovni gradnik celi¢ne stene pri G + in G — bakterijah je peptidoglikan, ki v celi¢ni steni
gliv ni prisoten. Pri obeh tipih bakterij pa se ta makromolekula nahaja na zunanji strani
citoplazemske membrane. Zaradi dejstva, da je celi¢na stena G + bakterij v primerjavi z G
— bakterijami preprostejsa, vecina raziskovalcev v zgoraj navedenih Studijah sklepa, da

je to temeljni razlog za manjSo ali vec¢jo obcutljivost G + bakterij na vpliv nanodelcev.
Poleg tega pa je prepustnost celicne stene G — bakterij zaradi zunanje membrane, ki je
setavljena iz lipopolisaharidov, fosfolipidov in proteinov v primerjavi z G + bakterijami
manjsa.

Zaradi preprostejse celiCne zgradbe ter manj kompleksnih struktur naj bi bile evolucijsko
starejSe bakterije manj uspeSne v »boju« proti antimikrobnemu ucinku nanodelcev v
primerjavi z glivami. Glive imajo kompleksneje grajeno celicno steno in kompleksnejso

organizacijo celice ter uspeSen detoksifikacijski sistem, kar naj bi pripomoglo k njihovi
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boljsi zasciti pred delovanjem nanodelcev. Komponente, ki sestavljajo celi¢no steno pri
glivah kvasovkah, so namrec: polisaharidi, proteini, lipidi in anorganski fosfati.
Pri bakterijskih in glivnih celicah ima celi¢na stena vlogo zascCite celice pred osmotskim

pritiskom ter stresi iz okolja, obenem pa ji doloca tudi obliko.

Naso hipotezo, da so razli¢ne vrste mikroorganizmov razli¢no obcutljive na nanodelce, da
so bakterijske celice bolj obcutljive na vpliv nanodelcev od glivnih ter da so razlike v
ucinku nanodelcev odvisne od trajanja izpostavitve le-tem smo z opravljenim poskusom v

celoti potrdili.
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PRILOGE
Priloga A

Priloga A1 : Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO, velikosti 15 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml, TiO, = 15 nm, / = brez rasti).

bakterijska bakterijska

kultura E. bakterijska | kultura E. bakterijska

coli s TiO, kultura E. coli s TiO, Kultura E.

(1000 p g/ml) | coli brez (1000 p g/ml) | coli brez

nanodelci nanodelcev nanodelci nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) kontrola
10* 1800 1520 1680 1400 0
10* 1680 1600 1600 1200
10 1536 1760 |/ 800
10 1400 | / / /
10° 200 144 250 262
10° 230 260 240 225
10° 240 270 230 280
107 180 220 200 100

Priloga A2 : Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev ZnO velikosti 100 nm (konc. ZnO = 1000 pg/ml).

bakterijska

Kultura E.

coliz bakterijska | baktererijska | bakterijska

nanodelci kultura E. kultura E. coli z | kultura E.

ZnO (1000 coli brez nanodelci ZnO | coli brez

Hg/ml) nanodelcev (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) kontrola
10 25 1000 0 1284 0
10* 1 1040 0 1332
10 23 800 0 840
10* 25 880 0 800
10 0 215 0 230
10 0 250 0 242
10 0 190 0 120
10° 0 195 0 130
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Priloga A3 : Stevilo kolonij bakterijske kulture E. coli, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev CuO velikosti 50 nm (konc. CuO = 1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska | bakterijska bakterijska

kultura E. coli z | kultura E. kultura E. coliz | kultura E.

nanodelci CuO | coli brez nanodelci CuO | coli brez

(1000 pg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) | kontrola
10 0 860 0 960 0
10* 0 980 0 800
10* 0 900 0 880
10 0 920 0 920
10° 0 180 0 200
10° 0 150 0 180
10° 0 200 0 150
10° 0 230 0 220

Priloga A4 : Stevilo kolonij bakterijske kulture E.

(konc. ZnCl = 1000 pg/ml).

coli, po 1 in 2 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl

bakterijska bakterijska | baktererijska bakterijska
kultura E. coli | kultura E. kultura E. colis | kultura E.
s ZnC1 (1000 | coli brez ZnCl (1000 coli brez
Mg/ml) ZnCl Mg/ml) ZnCl
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) | kontrola
10* 0 1120 0 1000 0
10* 0 1000 0 880
10* 0 1000 0 1120
10" 0 800 0 1000
10° 0 200 0 221
10” 0 220 0 240
107 0 180 0 183
107 0 206 0 200

Priloga A5 : Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih
nanodelcev TiO, velikosti 15 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml, TiO, = 15 nm, / = brez rasti).

bakterijska bakterijska

Kultura S. Kultura S.

aureus z bakterijska | aureusz bakterijska

nanodelci Kkultura S. nanodelci Kultura S.

TiO, (1000 aureus brez | TiO, (1000 aureus brez

HMg/ml) nanodelcev Hg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) kontrola
10* 884 900 1048 432 0
10* 1088 888 620 572
10" 325 340 908 | /
10" 380 488 |/ /
107 84 73 97 51
10° 60 70 71 42
10° 61 55 97 40
10° 50 92|/ /
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Priloga A6 : Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih

nanodelcev ZnO velikosti 100 nm (konc. ZnO = 1000 pg/ml).

bakterijska

kultura S. bakterijska

aureus z bakterijska | kultura S. bakterijska

nanodelci Kultura S. aureus z Kultura S.

ZnO (1000 aureus brez | nanodelci ZnO | aureus brez

Mg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) | kontrola
10 0 524 0 532
10 0 560 0 448
10 0 440 0 600
10 0 520 0 440
10° 0 44 0 44
10° 0 35 0 36
10° 0 50 0 41
10° 0 59 0 60

Priloga A7 : Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih

nanodelcev ZnO velikosti 1 pm (konc. makro ZnO = 1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska | kultura S. bakterijska

aureus z kultura S. aureus z kultura S.

makro ZnO |aureus brez | makro ZnO aureus brez

(1000 pg/ml) | nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) | kontrola
10 0 543 0 540
10 0 564 0 564
10 0 445 0 440
10" 0 550 0 545
107 0 50 0 42
107 0 45 0 50
10° 0 60 0 56
10° 0 53 0 53

Priloga A8 : Stevilo kolonij bakterijske kulture S.aureus, po lin 2 urah ob dodanih ter brez dodanih

nanodelcev CuO velikosti 50 nm (konc. CuO = 1000 pg/ml).

bakterijska

kultura S. bakterijska

aureus z bakterijska | kultura S. bakterijska

nanodelci Kultura S. aureus z Kkultura S.

CuO (1000 |aureusbrez |nanodelci CuO |aureus brez

Hg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) | kontrola
10" 0 1200 0 1160
10" 0 1208 0 1140
10" 0 1212 0 1200
10" 0 1200 0 1216
107 0 100 0 80
107° 0 80 0 60
10° 0 81 0 50
10° 0 60 0 80




Lavrinc S. Antimikrobno delovanje izbranih nanodelcev na bakterije in glive.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Priloga A9: Stevilo kolonij bakterijske kulture S. aureus, po 1 in 2 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl

(konc. ZnCl = 1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska |kultura S. |bakterijska

aureus s Kultura S. aureus s Kkultura S.

ZnCl1 (1000 |aureusbrez |ZnCl (1000 | aureus brez

Mg/ml) ZnCl Mg/ml) ZnCl
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) | kontrola
10" 0 335 0 220
10 0 280 0 230
10 0 200 0 145
10 0 200 0 150
10° 0 38 0 30
107 0 23 0 20
10° 0 24 0 22
107 0 26 0 16

Priloga A10: Stevilo kolonij B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti

100 nm (konc. ZnO = 1000 pg/ml).

bakterijska baktererijska

kultura B. bakterijska | kultura B.

subtilis z kultura B. | subtilis z bakterijska

nanodelci subtilis nanodelci kultura B.

ZnO (1000 | brez ZnO (1000 subtilis brez

Mg/ml) nanodelcev | pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po1uri) |(po2urah) (po 2 urah) | kontrola
10 0 184 0 115
10" 7 168 0 120
10" 4 200 0 200
10° 0 180 0 175
10° 0 52 0 50
10 0 50 0 12
10 3 25 0 14
10 1 20 0 45

Priloga Al11: Stevilo kolonij B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO velikosti

1 pm (konc. ZnO = 1000 pg/ml, makro ZnO).

bakterijska bakterijska

Kultura B. kultura B.

subtilis z bakterijska | subtilis z bakterijska

nanodelci Kultura B. nanodelci kultura B.

ZnO (1000 | subtilis brez | ZnO (1000 | subtilis brez

Hg/ml) nanodelcev | ug/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) | kontrola
10 0 1200 0 30
10" 0 1400 0 34
10" 0 1280 0 20
10" 0 1320 0 28
10° 0 125 0 3
107 0 123 0 3
10° 0 125 0 4
107 0 126 0 4
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Priloga A12: Stevilo kolonij B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev CuO

velikosti 50 nm (konc. CuO = 1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

Kultura B. kultura B.

subtilis z bakterijska | subtilis z bakterijska

nanodelci kultura B. nanodelci kultura B.

CuO (1000 |subtilis brez | CuO (1000 |subtilis brez

Mg/ml) nanodelcev | pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) |kontrola
10 0 400 0 200
10 0 220 0 250
10* 0 450 0 110
10 0 500 0 220
10° 0 60 0 20
10° 0 50 0 25
10° 0 25 0 15
10° 0 20 0 10

Priloga A13: Stevilo kolonij B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl (konc. ZnCl =

1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

kultura B. | bakterijska |kultura B. |bakterijska

subtilis s kultura B. | subtilis kultura B.

ZnCl1 (1000 | subtilis brez | ZnCl1 (1000 | subtilis brez

Hg/ml) ZnCl Hg/ml) ZnCl
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) kontrola
10 0 100 0 91
10 0 110 60
10 0 190 0 65
10 0 98 0 67
10 0 16 0 10
10° 0 20 0 12
10 0 25 0 15
10 0 15 0 11

Priloga A14: Stevilo kolonij B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,

velikosti 15 nm (konc. TiO,= 1000 pg/ml, TiO,= 15 nm).

bakterijska bakterijska

kultura B. bakterijska | kultura B.

subtilis z kultura B. |subtilis z bakterijska

nanodelci subtilis nanodelci kultura B.

TiO, (1000 brez TiO, (1000 | subtilis brez

HMg/ml) nanodelcev | ug/ml) nanodelcev (po
REDCITEYV | (po 1 uri) (po 1 uri) |(po2urah) |2 urah) kontrola
10" 300 340 280 290
10" 390 420 400 380
10" 440 380 320 310
10" 330 290 340 350
10” 45 43 42 45
107 40 37 35 43
10” 32 30 32 30
10” 38 40 40 32
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Priloga A15: Stevilo kolonij B. subtilis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,velikosti

40 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml, TiO, =40 nm).

bakterijska bakterijska

kultura B. bakterijska | kultura B.

subtilis z kultura B. | subtilis z bakterijska

nanodelci subtilis nanodelci kultura B.

TiO, (1000 brez TiO, (1000 | subtilis brez

Mg/ml) nanodelcev | pg/ml) nanodelcev (po
REDCITEV (po 1 uri) (po1uri) |(po2urah) |2urah) kontrola
10" 400 360 280 250
10 380 290 310 300
10 300 300 350 350
10 330 370 230 200
10° 36 28 32 30
10 30 32 31 23
10 35 33 24 24
10 32 30 30 20

Priloga A16: Stevilo kolonij S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO

velikosti 100 nm (konc.ZnO = 1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska | kultura S.

epidermisz |kultura S. |epidermisz |bakterijska

nanodelci epidermis | nanodelci | Kkultura S.

ZnO (1000 | brez ZnO (1000 | epidermis brez

Mg/ml) nanodelcev | ug/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1uri) |(po2urah) |(po 2 urah) kontrola
10 0 600 0 676
10 0 420 0 400
10 5 520 0 592
10* 4 544 0 496
10 0 50 0 35
10 0 58 0 52
10 0 38 0 38
10 1 35 0 28
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Priloga A17: Stevilo kolonij S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO

velikosti 1 pm (konc.ZnO = 1000 pg/ml, makro ZnO).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska | kultura S. bakterijska

epidermisz | Kkultura S. epidermisz | kultura S.

nanodelci epidermis nanodelci epidermis

ZnO (1000 |brez ZnO (1000 |brez

Mg/ml) nanodelcev | ug/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) | kontrola
10" 0 880 0 788 0
10" 0 800 0 800
10 0 840 0 800
10 0 760 0 840
10° 0 106 0 110
10° 0 85 0 100
10° 0 65 0 76
10° 0 70 0 80

Priloga A18: Stevilo kolonij S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev CuO

velikosti 50 nm (konc.CuO = 1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska | kultura S. bakterijska

epidermis z Kultura S. epidermis z kultura S.

nanodelci epidermis nanodelci epidermis

CuO(1000 brez CuO(1000 brez

Hg/ml) nanodelcev | ug/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) | kontrola
10 0 500 0 899 0
10 0 780 0 670
10°* 0 660 0 600
10°* 0 690 0 480
10° 0 70 0 65
10° 0 50 0 42
10° 0 74 0 62
10° 0 70 0 93
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Priloga A19: Stevilo kolonij S. epidermis, po 1 in 2 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl (konc.ZnCl =

1000 pg/ml).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska | kultura S. bakterijska

epidermis s | kultura S. epidermiss | kultura S.

ZnCl1 (1000 | epidermis ZnCl1 (1000 | epidermis

pg/ml) brez ZnCl | pg/ml) brez ZnCl
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) | (po 2 urah) | kontrola
10 0 652 0 560
10 0 600 0 600
10* 0 604 0 700
10 0 700 0 780
10° 0 96 0 73
10° 0 91 0 80
10° 0 104 0 70
10° 0 116 0 60

Priloga A20: Stevilo kolonij S. epidermis, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,

velikosti 40 nm (konc.TiO, = 1000 pg/ml, TiO, = 40 nm).

bakterijska bakterijska

kultura S. bakterijska | kultura S. bakterijska

epidermis z kultura S. epidermis z kultura S.

nanodelci epidermis nanodelci epidermis

TiO, (1000 brez TiO, (1000 brez

Mg/ml) nanodelcev Mg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 1 uri) (po 1 uri) (po 2 urah) (po 2 urah) kontrola
10 820 800 600 650
10 780 770 580 780
10°* 660 650 790 600
10°* 590 600 680 800
10° 80 78 80 78
10° 75 70 78 56
10° 65 68 60 60
10° 60 66 67 70
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Priloga B

Priloga B1: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,

velikosti 40 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml,TiO, = 40 nm).

R. R.
mucilaginosa | R. mucilaginosa |R.
z nanodelci mucilaginosa |z nanodelci mucilaginosa
TiO, (1000 brez TiO, (1000 brez
REDCITEV Hg/ml) nanodelcev HMg/ml) nanodelcev
(po 2h urah) | (po 2 urah) (po 4urah) (po 4urah) kontrola
10" 400 400 392 700 0
10 750 850 700 400
10" 750 700 820 610
10" 670 650 800 800
10° 70 62 33 88
10° 66 73 90 80
10° 62 63 79 52
10° 52 55 80 48

Priloga B2: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO

velikosti 100 nm (konc. ZnO = 1000 pg/ml).

R. R.
mucilaginosa |R. mucilaginosa. |R.
z nanodelci mucilaginosa |z nanodelci mucilaginosa
ZnO (1000 brez ZnO (1000 brez
HMg/ml) nanodelcev HMg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2urah) (po 2urah) (po 4 urah) (po 4 urah) kontrola
konfluentna
10 440 320 | rast 330 0
10 330 400 340 350
konfluentna
10 200 350 330 | rast
10" 210 200 400 300
10° 25 24 40 21
10° 24 28 25 30
10° 48 45 40 32
10° 41 40 35 33
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Priloga B3: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev CuO
velikosti 50 nm (konc. CuO = 1000 pg/ml).

R. R.

mucilaginosa |R. mucilaginosa. |R.

z nanodelci mucilaginosa |z nanodelci mucilaginosa

CuO (1000 brez CuO (1000 brez

Mg/ml) nanodelcev Mg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) (po 4 urah) (po 4 urah) kontrola
10 0 106 0 110 0
10" 0 100 0 136
10" 0 110 0 98
10" 0 145 0 154
10° 0 15 0 14
10° 0 11 0 18
10° 0 13 0 11
10 0 20 0 13

Priloga B4: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO
velikosti 1 pm (konc. ZnO = 1000 pg/ml, ZnO = makro).

R. R. R. R.
mucilaginosa z mucilaginosa | mucilaginosa. z | mucilaginosa
nanodelci ZnO brez nanodelci ZnO | brez
(1000 pg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) (po 4 urah) (po 4 urah) kontrola
10 157 223 110 100 0
10 198 200 165 112
10 231 167 123 169
10 278 120 100 120
107 20 20 14 15
10° 32 29 10 13
107 18 19 17 19
107 28 20 14 17

Priloga B5: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl (konc. ZnCl

= 1000 pg/ml).

R. R.
mucilaginosa s R. Mucilaginosa s R.
ZnCl1 (1000 mucilaginosa | ZnCl (1000 mucilaginosa
HMg/ml) nanodelci | brez ZnCl Hg/ml) brez ZnCl
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) kontrola
10* 85 92 67 71 0
10 83 90 85 75
10 98 117 93 90
10* 100 100 89 100
10° 10 17 8 10
10° 8 6 6 8
10° 12 10 10 11
10° 7 9 11 7
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Priloga B6: Stevilo kolonij R. mucilaginosa, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,
velikosti 15 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml,TiO, = 15 nm).

R. R. R. R.

mucilaginosa z mucilaginosa | mucilaginosa z mucilaginosa

nanodelci TiO, brez nanodelci TiO, brez

(1000 pg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev (po
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) 4 urah) kontrola
10" 222 235 270 211 0
10" 210 245 234 232
10 200 210 221 256
10" 230 240 264 225
10° 26 29 23 24
10° 30 28 25 22
10° 25 24 22 26
10° 27 31 26 20

Priloga B7: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,
velikosti 40 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml,TiO, = 40 nm).

H.

werneckii z H. H.

nanodelci werneckii werneckii z H.

TiO, (1000 brez nanodelci TiO, | werneckii brez

Mg/ml) nanodelcev (1000 pg/ml) nanodelcev (po
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) (po 4 urah) 4 urah) kontrola
10 30 20 20 10 0
10 25 20 10 10
10* 45 | kontaminacija 10 20
10* 20 30 | kontaminacija | kontaminacija
10 3 2 3 2
10 2 5 4 1
10 5 2 4 1
10° 5 3 2 | kontaminacija

Priloga B8: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO
velikosti 100 nm (konc. ZnO = 1000 pg/ml).

H.

werneckii z H. H. H.

nanodelci wernecKii werneckii z wernecKii

ZnO (1000 brez nanodelci ZnO | brez

HMg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) | nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10 10 440 8 11 0
10 8 330 12 10
10" 15 200 10 12
10" 18 210 8 8
10° 3 25 2 3
10° 2 24 1 3
10° 2 48 3 2
10° 1 41 | kontaminacija 3
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Priloga B9: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,
velikosti 15 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml, TiO, = 15 nm).

H.
werneckii z H. H. H.
nanodelci werneckii werneckii z wernecKii
TiO, (1000 brez nanodelci TiO, | brez
5 Mg/ml) nanodelcev | (1000 yg/ml) | nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) kontrola
10" 24 34 35 35 0
10 20 30 20 24
10 19 35 33 | kontaminacija
10* kontaminacija 18 17 10
107 2 4 3 4
10° 2 3 2 2
10° 6 6 5 4
107 2 3 4 3

Priloga B10: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev CuO
velikosti 50 nm (konc. CuO = 1000 pg/ml).

H. H.

werneckii z werneckii z H.

nanodelci H. nanodelci werneckii

CuO (1000 werneckii brez | CuO (1000 brez

Mg/ml) nanodelcev (po | pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) 2 urah) (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10* 0 21 0 10 0
10* 0 21 0 13
10* 0 11 0 | kontaminacija
10* 0 16 0 | kontaminacija
10° 0 3 0 2
10° 0 2 0 1
107 0 2 0 2
10° 0 | kontaminacija 0 | kontaminacija

Priloga B11: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl (konc. ZnCl =
1000 pg/ml).

H. H.

werneckKii s H. wernecKii s H.

ZnCl (1000 werneckii ZnCl (1000 werneckii

HMg/ml) brez ZnCl HMg/ml) brez ZnCl
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10 4 12 3 10 0
10 6 15 4 11
10 6 10 4 9
10 15 11 2 10
10° 1 1 1 1
10° 2 1 1 1
10° 2 2 0 2
10° 1 1 0 1
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Priloga B12: Stevilo kolonij H. werneckii, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev ZnO

velikosti 1 pm (konc. ZnO = 1000 pg/ml, makro ZnO).

H.

werneckii z | H. H. H.

nanodelci werneckii werneckii z wernecKii

ZnO (1000 brez nanodelci ZnO | brez

HMg/ml) nanodelcev | (1000 yg/ml) | nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10 26 18 9 19
10 15 19 8 18
10* 13 12 12 10
10 25 10 8 11
10° 2 2 2 2
10” 2 1 2 3
10” 2 1 3 1
10” 1 1 0 2

Priloga B13: Stevilo kolonij S. cerevisiae, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev

ZnOvelikosti 1 pm (konc. ZnO = 1000 pg/ml, makro ZnO).

S. cerevisiae z S.
nanodelci S. cerevisiae |S. cerevisiae z | cerevisiae
ZnO (1000 brez nanodelci ZnO | brez
Mg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) | nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10™ 115 96 105 78
10* 96 101 100 83
10* 60 38 75 71
10* 68 60 50 66
107 10 19 13 14
107 12 12 10 16
107 7 10 9 7
107 6 9 12 7

Priloga B14: Stevilo kolonij S. cerevisiag, po 2 in 4 urah ob dodanem ter brez dodanega ZnCl (konc. ZnCl =

1000 pg/ml).

S. cerevisiae s S. cerevisiaes |S.

ZnCl (1000 | S. cerevisiae | ZnCl (1000 cerevisiae

Hg/ml) brez ZnCl Hg/ml) brez ZnCl
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10* 2 105 0 100
10* 6 103 0 100
10* 5 110 2 92
10™ 10 90 5 98
107 0 12 0 12
107 0 11 0 13
107 0 10 0 10
107 0 11 0 14
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Priloga B15: Stevilo kolonij S. cerevisiag, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev CuO

velikosti 50 nm (konc. CuO = 1000 pg/ml).

S. cerevisiae z S. cerevisiaez | S.
nanodelci S. cerevisiae | nanodelci cerevisiae
CuO (1000 brez CuO (1000 brez
Mg/ml) nanodelcev | pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10" 2 78 0 74
10" 5 80 0 60
10 6 62 0 57
10" 0 57 0 100
107 0 8 0 10
107 0 8 0 7
107 0 9 0 7
10° 2 14 0 6

Priloga B16: Stevilo kolonij S. cerevisiag, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,

velikosti 15 nm (konc. TiO, = 1000 pg/ml, TiO, = 15 nm).

S. cerevisiae z S.

nanodelci S. cerevisiae | S. cerevisiae z | cerevisiae

TiO, (1000 brez nanodelci TiO, | brez

Mg/ml) nanodelcev | (1000 pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10 87 90 89 81 0
10 75 98 76 75
10 92 78 78 70
10* 67 83 90 90
107 8 8 7 8
10° 8 10 8 9
10° 9 8 8 8
107 7 9 9 6

Priloga B17: Stevilo kolonij S. cerevisiag, po 2 in 4 urah ob dodanih ter brez dodanih nanodelcev TiO,

velikosti 40 nm (konc. TiO,= 1000 pg/ml, TiO, = 40 nm).

S. cerevisiae z S. cerevisiaez |S.

nanodelci S. cerevisiae | nanodelci cerevisiae

TiO, (1000 brez TiO, (1000 brez

Mg/ml) nanodelcev | pg/ml) nanodelcev
REDCITEV (po 2 urah) (po 2 urah) | (po 4 urah) (po 4 urah) | kontrola
10 58 69 52 50 0
10* 55 78 55 64
10 68 61 65 52
10 62 45 43 41
10” 6 7 5 8
10” 5 8 7 7
10° 7 6 6 5
10” 5 4 5 4




