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1. UVOD

1.1. Povijest nanocestica i primjena

Od 1980-ih godina pocelo je brzo Sirenje i napredak u podru¢ju znanosti koje se zove
nanoznanost (eng. nanoscience). Ovo podru¢je znanosti vrlo je Siroko i obuhvaca fiziku,
kemiju, biologiju, medicinu, strojarstvo i elektrotehniku, znanost o materijalima itd. Pojam
nanotehnologija koristi se kada se govori o prakti¢noj primjeni nanocestica, za razliku od
pojma nanoznanost koji se vise koristi u temeljnim znanostima poput fizike, biologije, kemije
itd. Nanotehnologija se definira kao sposobnost proizvodnje i upravljanja predmetima veli¢ine
1-100 nm s ciljem stvaranja novih materijala koji imaju specifi¢na svojstva. Nanoznanost nije
niSta novo jer jo$ je Faraday proucavao koloidne cestice zlata s ciljem obrazloZzenja zasto
zlatne Cestice imaju svoju uobicajenu zutu boju u svom krutom obliku, a kada su u obliku
koloidnih cestica imaju crvenu boju. Metalne Cestice manje od 100 nm koriStene su za
proizvodnju dekorativnih ukrasa na prozorima crkvi ili u lon€arstvu jo§ u srednjovjekovno
doba i ranije (Blackman, 2009). Rije¢ ,,nano” dolazi od grcke rijeci koja znaci patuljak ili
iznimno malen (Rai 1 Duran, 2011), a zbog svoje veliCine i velike povrsine imaju specificna
fizikalna 1 kemijska svojstva (Khan i sur., 2017). Koncept nanotehnologije dao je fizicar
Richard Feynman u svom govoru ,,There’s plenty of room at the bottom” 1959. godine, iako
je sam pojam nanotehnologije uveo profesor Norio Taniguchi (Tokyo Science University,
Japan) 1974.godine. Napredak u podru¢ju nanotehnologije iznimno je brz zbog uvodenja
novih metoda sinteze, iako i dalje ve¢ina metoda sinteze nanocCestica ima ogranicenja jer
rezultiraju malom koli¢inom nanocestica i loSom morfologijom. Kemijske i fizikalne metode
sinteze obi¢no rezultiraju stvaranjem smjese nanocestica loSe morfologije, a te metode su i
Stetne za okoli§ zbog koriStenja Stetnih i zapaljivih kemikalija, te visokih temperatura
potrebnih za proces sinteze. Veli¢ina nanocestica omogucuje im specifinu interakciju s
bioloskim entitetima (stanice, proteini, nukleinske kiseline, virusi i dr.) jer su slicne veli¢ine;
pa je tako naprimjer veliCina stanice 5-100 nm, proteina 1-50 nm, virusa 10-500 nm, a
nukleinska kiselina je 2 nm S$iroka i 5-100 nm dugacka. Navedena usporedivost veli¢ina
nanocestica 1 bioloskih entiteta omogucuje njihovu medusobnu interakciju $to dovodi do bolje
integracije nanotehnologije i1 biotehnologije (napredak slikovne dijagnostike, detekcije
bioloskih molekula, terapije raka, dovodenje lijeka i RNA/DNA i dr.). Interakcija nanocestica
s nukleinskim kiselinama vrlo je velika zbog prisutnosti aktivnih funkcionalnih skupina na

njihovoj povrsini, dok je interakcija s ugljikohidratima i lipidima mnogo manja (Rai i Duran,
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2011). Nanocestice imaju sposobnost dovodenja optimalne doze terapeutika na ciljno mjesto
Sto rezultira pove¢anom ucinkovitosti terapije i smanjenjem nuspojava (Alexis i sur., 2008).
Za upotrebu nanocestica u biomedicinske svrhe, nuzno je da su one jako magneti¢ne, manje
od 100 nm i da imaju usku distribuciju veli¢ine CcCestica (Laurent i sur., 2008). U
biomedicinske svrhe, najkoriStenije su nanocestice zeljezovih oksida kao Sto su magnetit
(FesO4) ili njegov oksidirani oblik magemit (Fe2Os3) (Ali i sur., 2016). Neke hidrofilne
nanocestice pokazale su se kao izvrsne u svrhu dostave lijeka na ciljno mjesto pa su tako
razvijene polietilen oksidne (PEO) nanocestice i nanocestice polilaktatne kiseline (PLA) za
intravensku dostavu lijekova (Calvo 1 sur., 1997). Superparamagneti¢ne Cestice Zeljezovog
oksida koriste se kao pojacivaci kontrasta u MRI (eng. magnetic resonance imaging),
popravku tkiva, imunokemijskim testovima, dovodenju lijekova i dr. Vecina poluvodickih i
metalnih nanocestica imaju velik potencijal u dijagnostici i terapiji raka zbog svoje povrsinske
plazmonske rezonancije (SPR-eng. surface plasmon resonance) koja im daje sposobnost
rasprSenja 1 apsorpcije svjetlosti (Khan i sur., 2017). Nanocestice zlata mogu ucinkovito
pretvoriti apsorbiranu svjetlost u lokaliziranu toplinu $to se moze koristiti u terapiji raka
(Jain 1 sur., 2007). Toksi¢nost nanocestica nije jo§ u potpunosti poznata stoga su potrebna
daljnja ispitivanja kako bi se utvrdila njihova toksi¢nost. Toksi¢nost nanocestica ovisi o vise
parametara kao $to su veli¢ina, oblik, povrSinski naboj, sastav i struktura kristala i stabilnost
nanocestice, a takoder toksi¢nost ovisi i o primijenjenoj dozi, na¢inu primjene i ciljanom tkivu
na kojeg zelimo terapijski djelovati. Americka agencija za hranu i lijekove (FDA-eng. US
Food and Drug Administration) odobrila je primjenu nekoliko vrsta nanocestica primjerice
Ag 1 Titan dioksid nanocestice u proizvodima poput antibakterijskih koznih losiona i u

kremama za suncéanje (Fernando i sur., 2018).

1.2. Antimikrobno djelovanje nanocestica

Nanocestice se sve vise upotrebljavaju kao alternativa antibioticima, a istrazivanja govore
u prilog njihovim brojnim prednostima u lijeCenju 1 sprjecavanju bakterijskih infekcija.
Primjenjuju se kao antibakterijski premazi na medicinskom materijalu 1 uredajima za ugradnju
u organizam (srcani zalisci, dentalni implantati i dr.), u svrhu poticanja zacjeljivanja rana,
sprje¢avanja infekcija, dovodenja antibiotika na ciljno mjesto i dr. Antibakterijski mehanizmi
nanocestica nisu osobito prouceni, ali prema trenutnim spoznajama prihvaceni su mehanizmi
koji ukljucuju: indukciju oksidativnog stresa, oslobadanje metalnih iona i neoksidativne

mehanizme. Vrlo je teSko bakterijama razviti rezistenciju na nanocestice zbog viSestrukih



antibakterijskih mehanizama koji se odvijaju istovremeno. Zbog viSestrukih istovremenih
antibakterijskih mehanizama, bakterijska stanica bi morala razviti viSestruke istovremene
genske mutacije da bi se postigla otpornost na nanocestice (Wang i sur., 2017). Prekomjerna
upotreba antibiotika dovela je do razvitka MDR (eng. multidrug-resistant) bakterijskih sojeva
koji su otporni na gotovo sve antibiotike, a dokazano je da takve bakterije nose gen za
super-otpornost koji se zove NDM-1 (eng. New Delhi metallo-f-lactamase-1) (Hsueh, 2010).
Vecina trenutno dostupnih antibiotika ima antibakterijsko djelovanje temeljeno na 3 ciljna
mjesta: sinteza stani¢ne stijenke, translacija i DNA replikacija, a bakterijske stanice razvile su
otpornost na svaki od ovih mehanizama (Kohanski i sur., 2010). Ovi mehanizmi otpornosti
bakterijskih stanica ne odnose se na nanocestice jer se vecina njihovih antibakterijskih
mehanizmama temelji na izravnom kontaktu sa stanicnom stijenkom bakterijskih stanica bez
potrebe za ulazak u bakterijsku stanicu (Fernando i sur., 2018). Zbog toga izglednim se ¢ini
da ¢e bakterije puno teze razviti otpornost na nanocestice nego na antibiotike. Nanocestice su
pokazale antibakterijsko djelovanje 1 na Gram-pozitivne 1 Gram-negativne bakterije.
Naprimjer, ZnO nanocestice su pokazale antimikrobni u¢inak na Staphylococcus aureus, a Ag
nanocestice pokazale su antimikrobni u€inak na bakteriju Escherichia coli i Pseudomonas
aeruginosa (Ramalingam 1 sur., 2016). Vecina bakterija postoji u obliku biofilma na ¢vrstim
povrSinama koji omogu¢ava komunikaciju izmedu bakterijskih stanica i njihove okoline, a
struktura biofilma ¢ini bakterije vrlo otpornima na strane tvari (primjerice antibiotike) i €ini
izvoriste sustavnih kroni¢nih infekcija. Biofilm je sastavljen od nakupina bakterija i njihovih
izvanstani¢nih polimernih produkata (eng. extracellular polymeric substances), a osim
izvanstani¢nih polimernih produkata tu se nalaze i proteini i DNA (Romero i sur., 2010).
Istrazivanja su pokazala da mnoge vrste nanocestica mogu sprijeciti ili prevladati nastanak
biofilma zbog svoje iznimno male veli¢ine, velike povrSine Cestica i1 oblika Cestica, naprimjer
nanocestice temeljene na zlatu, srebru (inhibiraju proizvodnju izvanstaniénih polimernih
produkata S§to rezultira uniStenjem biofilma MDR sojeva E.coli 1 Klebsiella pneumoniae
(Ansari 1 sur., 2012)), magneziju, NO nanocestice, ZnO nanocCestice, Fe3Os nanocestice
(Wang i sur., 2017). Sto se ti¢e oblika nano&estica, pokazano je da nanodestice Stapicastog
oblika su u¢inkovitije u uniStavanju biofilma od nanocestica sfericnog oblika (Slomberg 1 sur.,
2013).

Nanocestice imaju antibakterijsko djelovanje koje se temelji na: 1) naruSavanju
bakterijske membrane; 2) stvaranju ROS (eng. reactive oxygen species); 3) prolasku kroz
bakterijsku membranu; 4) indukciji unutarstani¢nih antibakterijskih ucinaka, ukljucujuci

medudjelovanje s DNA 1 proteinima (Wang 1 sur., 2017). Nanocestice moraju biti u izravnhom
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dodiru s bakterijskim stanicama da bi se postigao Zeljeni antibakterijski u¢inak (Fernando i
sur., 2018). U tom kontaktu nanocestica 1 bakterijske stanice sudjeluju razne vrste
medudjelovanja: elektrostatsko medudjelovanje, van der Waalsove sile, hidrofobne interakcije,
receptor-ligand medudjelovanje (Wang i sur., 2017). Nanocestice zatim mogu pro¢i kroz
stanicnu membranu bakterija 1 stupiti u medudjelovanje s dijelovima bakterijske stanice kao
Sto su DNA, lizosomi, ribosomi i enzimi $to dovodi do oksidativnog stresa, promjena u
propusnosti stanicne membrane, neravnoteze elektrolita, inhibicije enzima, deaktivacije
proteina i promjene genske ekspresije (Xu i sur., 2016; Shrivastava i sur., 2007). Istrazivanja
su pokazala da nanolestice imaju izraZeniji u€inak protiv Gram-pozitivnih bakterija nego
protiv Gram-negativnih bakterija jer je stanicna stijenka Gram-negativnih bakterija
sastavljena od lipopolisaharida (LPS), lipoproteina i fosfolipida koji ¢ine prepreku koja
omogucava prolaz samo makromolekula. S druge strane, Gram-pozitivne bakterije imaju u
sastavu stani¢ne stijenke tanki sloj peptidoglikana kao i teihoi¢nu kiselinu (eksprimirana samo
u stani¢noj stijenci Gram-pozitivnih bakterija) i pore koje omogucavaju stranim molekulama
ulazak u stanicu §to rezultira oSteéenjem stanicne membrane i smrti bakterijske stanice
(Lesniak i sur., 2013). Gram-pozitivne bakterije imaju i velik negativni naboj na povrSini
stanicne stijenke koji takoder privlaci nanocestice metala (Wang i sur., 2017).

Postoje cetiri tipa ROS: superoksidni radikal (O>—), hidroksilni radikal (- OH), vodikov
peroksid (H203) i kisik (O2). (Schieber i Chandel, 2014). Metalni ioni se sporo otpustaju iz
metalnih oksida i apsorbiraju kroz stani¢nu membranu, nakon ¢ega slijedi medudjelovanje sa
funkcionalnim skupinama proteina i nukleinskih kiselina, naprimjer merkapto (-SH), amino
(-NH) 1 karboksilnom (-COOH) skupinom. Te interakcije sa funkcionalnim skupinama
proteina i nukleinskih kiselina dovode do promjene enzimske aktivnosti, promjene strukture
stanice 1 promjene normalne fiziologije stanice S§to posljedicno uzrokuje inhibiciju
mikroorganizama (Wang i sur., 2017). Neoksidativni antibakterijski mehanizmi odnose se na
smanjenje unutarstani¢nih metabolickih procesa, ukljuuju¢i metabolizam aminokiselina,
ugljikohidrata i nukleotida (Leung i sur., 2014). Klju¢ni c¢imbenici koji utjeCu na
antibakterijsko djelovanje nanocestica su fizikalno-kemijska svojstva samih nanocestica
(veli¢ina, naboj, oblik, struktura kristala) 1 okoli$ni uvjeti (bakterijski soj, vrijeme izloZenosti
nanocesticama i dr.) (Wang i sur., 2017). Manje nanocestice imaju vecu specificnu povrsinu
Sto rezultira ve¢om vjerojatnosti da dodu u dodir s bakterijskom membranom 1 produ kroz nju
nego nanocestice vecih dimenzija, §to je pokazano u eksperimentu s TiO2 nanocijevima i
silika nanocesticama (Pan i sur., 2013). U usporedbi s negativho nabijenim i neutralnim

nanocesticama, pozitivho nabijene nanocestice imaju izrazeniju proizvodnju ROS, a time i
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jac¢i antimikrobni ucinak (Wang i sur., 2017). Temperatura okoline ima izrazit utjecaj na
antibakterijsku aktivnost nanocestica zbog ucinka na stupanj proizvodnje ROS, Sto je
pokazano u znanstvenom istrazivanju sa ZnO nanocesticama u kojem su one imale jaci
antibakterijjski u¢inak na viSoj temperaturi. pH okoline takoder ima ucinak na in vitro
antibakterijsku aktivnost nanocCestica pa tako snizenjem pH raste antibakterijska aktivnost
ZnO nanocestica (Saliani i sur., 2015). Na antibakterijsku aktivnost nanocestica utjece i stopa
rasta bakterijskih stanica pa je tako pokazano da su brzo-rastu¢e bakterije osjetljivije na
nanocestice nego sporo-rastuce bakterije, a pretpostavka je da su sporo-rastuce bakterije

otpornije zbog ekspresije odredenih stress-response gena (Hajipour i sur., 2012)

1.2.1. Nanocestice srebra (Ag nanocestice)

Prema literaturi, Ag nanoCestice su najpopularnije i najviSe koriStene anorganske
nanocestice koje se koriste kao antimikrobne tvari (Zinjarde, 2012). Primjenjuju se u raznim
plasti¢énim proizvodima, tekstilu i kao premaz na raznim uredajima (medicinski, elektronski,
kucanski uredaji i dr.) (Egger i sur., 2009). U usporedbi s ionskim oblikom srebra, nanocestice
posjeduju vecu antimikrobnu aktivnost (Jo i sur., 2009). Takoder je pokazano da
antibakterijski uc¢inak Ag nanocestica dolazi od oSteCenja vanjske membrane bakterijskih
stanica (Lok 1 sur., 2006), a neki pretpostavljaju da Ag nanocestice uzrokuju sitne otvore u
bakterijskoj membrani, a zatim fragmentiraju stanicu (Yun i sur., 2013; Iavicoli i sur., 2013).
Srebrovi ioni ulaze u medudjelovanje sa disulfidnim 1 sulthidrilnim skupinama bakterijskih
enzima Sto dovodi do promjene metabolickih procesa i posljediéno do smrti bakterijske
stanice (Egger i sur., 2009). Hernandez-Sierra i suradnici proveli su istrazivanje u kojem su
koristili Ag, ZnO 1 Au nanocestice 1 ispitivali baktericidni u¢inak na Streptococcus mutans i
dosli do zakljucka da Ag nanocestice imaju najveci baktericidni ucinak na S. mutans pa
predlazu njegovu mogucu primjenu u lije€enju zubnog karijesa koji je obicno uzrokovan S.
mutans (Herndndez-Sierra i sur., 2008). Zarei 1 suradnici istrazili su antibakterijski u¢inak Ag
nanocCestica na bakterije koje uzrokuju trovanja hranom, a to su Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium i Vibrio parahaemolyticus. Dosli su do zakljucka
da Ag nanocestice imaju vrlo dobar antibakterijski ucinak na spomenute patogene i da bi Ag
nanocestice mogle biti vrlo dobra alternativna opcija za ¢iS¢enje i dezinfekciju opreme i
povrsina u prostorijama u kojima se priprema hrana (Zarei i sur., 2014). Antimikrobni u¢inak
Ag nanocestica ovisi o veli¢ini Cestica §to je pokazalo istrazivanje u kojem je pokazano da
manje Cestice imaju vec¢i antimikrobni u€inak na E.coli od vecih Cestica §to je objasnjeno time

Sto manje Cestice imaju ve¢i omjer povrsine 1 volumena (Baker i sur., 2005). Antimikrobni



ucinak Ag nanocestica takoder ovisi 1 o obliku Cestica. Pal i suradnici ispitali su razlike u
antimikrobnom ucinku Ag nanocCestica razli¢itog oblika (sferi¢ni, Stapicasti 1 trokutasti) i
zaklju¢ili da Ag nanocestice trokutastog oblika imaju najveé¢i antimikrobni ucinak
zahvaljujuéi velikoj gusto¢i atoma na povrSini Cestica (Pal i sur., 2007). Ag nanocestice
povecavaju 1 ucinkovitost raznih antibiotika primjerice penicilina G, amoksicilina,

eritromicina i vankomicina protiv Staphylococcus aureus i E. coli (Shahverdi i sur., 2007).

1.2.2. Nanocestice cinkova oksida (ZnO nanocestice)

Nanocestice cinkova oksida izrazito su koriStene u biomedicini, ponajprije zbog njihovog
antimikrobnog i antikancerogenog ucinka. Ti u€inci nanocestica cinkova oksida povezani su s
njihovim sposobnostima da stvaraju ROS 1 induciraju apoptozu. A osim ovih uc¢inaka, ZnO
nanocestice takoder se koriste kao nosaci lijekova ¢ime se smanjuju neZeljena toksi¢nost i
nuspojave, a pruzaju i sinergisti¢ki u¢inak u kombinaciji s lijekom (Mishra 1 sur., 2017). ZnO
nanocestice imaju odli¢no svojstvo apsorpcije UV svjetla §to im daje odlicnu primjenjivost u
kremama za suncanje (Sruthi i sur., 2017). ZnO nanocestice ve¢e od 100 nm smatraju se
biokompatibilnima $to ide u prilog njihovoj upotrebi u svrhu dostave lijeka na ciljno mjesto u
organizmu (Hanley 1 sur., 2008). I druge nanocestice metala takoder se koriste kao nosaci
lijekova i imaju antikancerogena svojstva, ali ZnO nanocestice imaju prednost nad njima jer
su jeftinije, biokompatibilne i relativno manje toksi¢ne u usporedbi s drugim nanocesticama
metala (Shokri i Javar, 2015). Upotreba ZnO nanocestica u biomedicinske svrhe temelji se na
njihovoj sposobnosti stvaranja ROS §to dovodi do stani€ne smrti mikroorganizama ukoliko je
narusen antioksidativni kapacitet mikrobne stanice (Ryter i sur., 2007). ROS uzrokuju i
nekrozu i apoptozu jer ostecuju DNA nakon ¢ega se aktiviraju apoptoti¢ki putevi otpustanjem
apoptogenih faktora iz mitohondrijskog medumembranskog prostora (Alarifi i sur., 2013).
Antikancerogeno djelovanje ZnO nanocestica osim zbog stvaranja ROS 1 indukcije apoptoze
dolazi i od elektrostatskih interakcija ZnO nanocestica sa stanicama raka. Stanice raka imaju
veliku koncentraciju anionskih fosfolipida (fosfatidilserina) u svojoj vanjskoj membrani $to
im daje negativan naboj, a ZnO nanocestice u fizioloS8kim uvjetima nose veliki pozitivan
naboj na svojoj povrsini $to omogucava elektrostatsko medudjelovanje sa stanicama raka i
dovodi do fagocitoze ZnO nanocestica i citotoksi¢nosti (Rasmussen i sur., 2010). ZnO
nanocestice takoder su bile testirane i u kombinaciji sa raznim kemoterapeuticima poput
doksorubicina, cisplatine i paklitaksela i rezultati su pokazali znacajno jaci antikancerogeni
ucinak ovih kemoterapeutika u kombinaciji sa ZnO nanocesticama (Sharma i sur., 2016;

Hackenberg i sur., 2012). Antibakterijski u¢inak ZnO nanocestica takoder dolazi od njihove



sposobnosti stvaranja ROS odnosno indukcije oksidativnog stresa. Kada bakterijska stanica
dode u kontakt s ZnO nanocesticama, one otpustaju Zn" ione koji ulaze u stanicu i stupaju u
medudjelovanje s tiolnim skupinama respiratornih enzima bakterijske stanice inhibirajuci
njihov ucinak nakon ¢ega se stvaraju ROS 1 dolazi do oksidativnog ostecenja bakterijske
membrane, DNA 1 mitohondrija §to rezultira stanicnom smrti bakterijske stanice (Dwivedi i
sur., 2014). Padmavathy 1 suradnici istrazili su razlike u antibakterijskom ucinku ZnO
nanocestica razli¢itih veli¢ina (12 nm, 45 nm i 2um) na E.coli i dosli do zakljucka da
smanjenjem veli¢ine ZnO nanocCestica zapaza se vec¢i baktericidni u¢inak. Uzevsi u obzir da je
prosjecna stanica E.coli veli¢ine oko 2um, lako je uvidjeti da se u stanicu takve veli¢ine moze
smjestiti puno vec¢i broj Cestica veliCine 12 nm nego Cestica veli¢ine 45 nm 1 iz ovoga
proizlazi razlika u baktericidnom ucinku ZnO nanocestica razliite veli¢ine (Padmavathy
i Vijayaraghavan, 2008). Do istog zakljucka dosli su i Emami-Karvani i suradnici
proucavanjem antibakterijskog uc¢inka ZnO nanocestica na E.coli 1 S.aureus (Emami-Karvani
1 Chehrazi, 2011). ZnO nanocestice imaju tendenciju privlacenja elektrona na svoju povr§inu
nakon ¢ega elektron biva zarobljen na povrsini u obliku anionskog radikala O-, a ta tendencija
povecana je sa smanjenjem veli¢ine Cestice i povecanjem omjera povrsSine i volumena Cestice.
Pretpostavka je da ZnO nanocestice apsorbiraju svjetlo i pritom O s povrSine se otpusta i
reagira sa O iz okolnog medija doniraju¢i elektron 1 stvaraju¢i Oy §to dalje dovodi do
stvaranja H>O; i ROS (Joshi 1 sur., 2012). ZnO nanocestice takoder imaju i antidijabeticki
ucinak zbog toga Sto cink igra ulogu u sintezi inzulina, pohrani i njegovoj sekreciji
(Nazarizadeh 1 Asri-Rezaie, 2016). Prema istrazivanju Wahbe i suradnika ZnO nanocestice
ucinkovite su u reverziji oStecenja guSterace uzrokovanog dijabetesom S§to je dokazano
analizom strukture gusterae i potvrdeno normalizacijom koncentracije glukoze u krvi i

inzulina u serumu (Wahba i sur., 2016).

1.2.3. Nanocestice titanova dioksida (TiO: nanocestice)

Nanocestice titanova dioksida jedne su od najvise koristenih vrsta nanocestica, a takoder
spadaju i medu one koje se najviSe proizvode (Jomini i sur., 2015). TiO2 je dobro poznati
poluvodi¢, a kristalna struktura mu moze imati tri oblika, a to su anatas, rutil i brukit
(Markowska-Szczupak i sur., 2011), a fotokataliticka svojstva dolaze do izrazaja samo kada je
obasjan UV svjetlom (Shah i sur., 2017). Anatas i rutil imaju velik industrijski znacaj, dok je
oksidativnog stresa), ali nazalost i daleko koriSteniji (Iswarya, 2015; Wu 1 sur., 2010).

Godis$nja proizvodnja TiO2 nanocestica predvida se da ¢e dosegnuti i do 2.5 milijuna tona do
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2025.godine (Robichaud i sur., 2009). Gotovo 70% proizvedenog TiO: koristi se kao pigment
u bojama zbog svojih svojstava kao §to su svjetlina, visok refraktorni indeks i otpornost na
diskoloraciju, ali takoder se koristi i kao pigment u plastici, papiru, vlaknima, hrani,
farmaceutskim preparatima, kozmetici i pastama za zube. Ostale primjene TiO: ukljucuju
antimikrobnu primjenu, katalizator za prociS¢avanje zraka i vode i dr. (Weir i sur., 2012).
Istrazivanja o toksi¢nosti TiO: nanocestica govore da postoji rizik od intoksikacije
inhalacijom nanocestica §to je povezano s nastankom astme i upalom di$nih puteva, a ukoliko
dode do intoksikacije peroralnim unosom mogu¢ je razvitak Chronove bolesti, a takoder je
TiO: klasificiran 1 kao karcinogen 2B (Shi 1 sur., 2013; Hussain i sur., 2011; Fadeel i sur.,
2010; Lomer i sur., 2002). Fotokataliticko svojstvo TiO2 nanocestica tj. sposobnost produkcije
ROS pod UV svjetlom omogucuje im antibakterijsku primjenu. Prema istrazivanju Carré i
suradnika antibakterijska fotokataliticka aktivnost TiO2» nanocestica je pracena lipidnom
peroksidacijom Sto dovodi do povecanja permeabilnosti bakterijske membrane i narusavanja
stanicnog integriteta (stvaraju pore u stani¢noj stijenci stanice) (Carré i sur., 2014). Medutim,
upotreba TiO; nanocestica pod UV svjetlom je ograni¢ena zbog toga S$to mogu nastati
ostecenja DNA stanica i tkiva Covjeka pa je u tu svrhu preporuceno dodavati metalne ione
TiO2 nanocesticama jer im to poboljSava antibakterijska i1 fotokataliticka svojstva zbog toga
Sto TiO2 nanocestice tada apsorbiraju 1 vidljivo svjetlo pa nema potrebe za primjenom UV
svjetla (Allahverdiyev i sur., 2011). Prema trenutno dostupnoj literaturi, TiO2 nanocestice
pokazale su se ucinkovite u antimikrobnoj terapiji u kombinaciji s antibioticima protiv
meticilin-rezistentnog oblika S.aureus (MRSA) (Roy 1 sur., 2010). TiO2 nanocestice veli¢ine
33 nm pokazale su se uc¢inkovite protiv S.aureus 1 E.coli uz pripadaju¢e MIK-ove od 30 pg/ml

za S. aureus i 40pg/ml za E. coli (Mahdy i sur., 2017).
1.3. Escherichia coli (E. coli)

E.coli je gram-negativna bakterija Stapicastog oblika koju je prvi opisao Theodor
Escherich 1885. godine (Lim i sur., 2010), a pripada porodici bakterija Enterobacteriaceae i
najucestaliji je komenzal gastrointestinalnog sustava covjeka (sastavni dio normalne crijevne
mikroflore), ali i jedan od najvaznijih patogena (neki sojevi E.coli dobili su virulentne faktore
putem plazmida, transpozona i bakteriofaga) (Allocati i sur., 2013). E.coli jedan je od
najucestalijih uzro¢nika bakterijskih infekcija kod ljudi i zivotinja. Uzro¢nik je enteritisa,
infekcija mokraénog sustava, septikemija 1 drugih infekcija primjerice neonatalnog

meningitisa. Zbog prekomjerne primjene antibiotika Sirom svijeta doslo je do razvoja MDR



sojeva E.coli §to je postala ozbiljna prijetnja javnom zdravstvu. E.coli ima osobine poput
lako¢e rukovanja, poznavanja potpunog slijeda nukleotida u genomu, moguénosti rasta u
aerobnim i anaerobnim uvjetima (fakultativni anaerobni organizam) S$to ju ¢ini vaznim
organizmom u biotehnologiji (Allocati i sur., 2013). Optimalni rast E.coli dogada se na 37 °C,
ali neki laboratorijski sojevi mogu rasti i na temperaturama do 49 °C (Fotadar 1 sur., 2005).

Bakterijski stani¢ni ciklus podijeljen je na tri perioda i na svaki od njih utje¢u dostupnost
hranjivih tvari i stopa rasta bakterijske stanice (Wang i Levin, 2009) :

1) B period - dio ciklusa izmedu dijeljenja stanice i pocetka replikacije DNA

2) C period - dio ciklusa u kojem se odvija replikacija DNA

3) D period - dio ciklusa izmedu zavrSetka replikacije DNA 1 zavrSetka dijeljenja stanice
DNA replikacija pocinje na oriC mjestu na kruznom kromosomu i nastavlja se u dva smjera i
prekida na regiji suprotnoj od oriC mjesta. Kromosom tijekom replikacije ostaje u
kondenziranom obliku koji se zove nukleoid (Wang i Levin, 2009). Enzim DNA giraza
(topoizomeraza II) ima ulogu u opustanju superuzvijene bakterijske DNA Sto je nuzno za
pocetak replikacije. Enzim helikaza (DnaB) zatim razdvaja dvolanc¢anu DNA u regiji bogatoj
AT (adenin-timin) baznim parovima (ovi bazni barovi imaju slabije interakcije od GC baznih
parova jer stvaraju manje vodikovih veza) (Parker i sur., 2017). DnaA protein, ¢lan AAA+
obitelji ATPaza, veze se na specificna mjesta na mjestu pocetka replikacije, a ima ulogu u
odmatanju regije DNA bogate AT na oriC mjestu §to omogucuje pocetak replikacije (Wang i
Levin, 2009). Pocetak replikacije DNA odreden je koncentracijom DnaA koja se nakuplja
tijekom rasta bakterijske stanice pa je iz tog razloga nuzno da bakterijska stanica postigne
odredenu veli¢inu da bi zapocela replikacija (Foster i Slonczewski, 2009). Nakon zapocete
replikacije slijedi proces elongacije koji zahtjeva veliku koli¢inu stani¢nih resursa, posebice
deoksinukleozid-5’trifosfate (ANTP) pa zbog toga dNTP pool stanica treba konstantno
obnavljati, a to ovisi o dostupnosti hranjivih tvari. Dostupnost hranjivih tvari takoder utjece 1
na inicijaciju replikacije i na odvajanje kromosoma (Wang i Levin, 2009). Nakon replikacije
slijedi dioba stanica koja zapocinje na mjestu odvajanja kromosoma stvaranjem citokinetskog
prstena (Z-prsten). Tubulinu-sli¢an protein FtsZ (eng. filamenting temperature-sensitive
mutant Z) temelj je strukture citokinetskog prstena i neophodan je za odvijanje diobe stanica
(Wang i Levin, 2009). Z-prsten sastavljen je od filamenata koji su sastavljeni od ponavljaju¢ih
jedinica FtsZ proteina (Erickson i sur., 2010; Dajkovic i Lutkenhaus, 2006; Margolin, 2005) i
ima ulogu izgradnji stani¢ne stijenke izmedu dviju stanica koje se razdvajaju, a takoder i veze
druge proteine stvaraju¢i kontraktilnu silu koja razdvaja dvije stanice na podru¢ju septuma

(Bisson-Filho i sur., 2017; Osawa 1 sur., 2008). Bas kao 1 replikacija tako je i dioba stanica je
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povezana s rastom 1 veli¢inom bakterijske stanice $to je nuzno da bi se odrzala prosjena
veliCina stanice nakon diobe jer stanice podijeljene prije nego im se masa udvostrucila postaju
iznimno malene nakon nekoliko generacija (Wang i Levin, 2009).

Bakterijska stanica FE.coli ima ovojnicu gradenu iz tri sloja: unutarnja membrana
(citoplazmatska membrana), stani¢na stijenka s tankim slojem peptidoglikana (mureina) i
vanjski sloj u kojem se nalaze lipopolisaharidi (LPS). Peptidoglikan je strukturno graden u
nekoliko slojeva, a svaki sloj sastavljen je od dugackih lanaca naizmjeni¢no povezanih
molekula N-acetilglukozamina (NAG) i N-acetilmuraminske kiseline (NAM) kao $to je
prikazano na Slici 1. Kod E.coli ali 1 drugih gram-negativnih bakterija NAM molekule slojeva
medusobno su direktno povezane tetrapeptidima, dok kod gram-pozitivnih bakterija NAM
molekule nisu direktno povezane tetrapeptidima nego preko pentaglikanskih stuktura. LPS
ima funkciju endotoksina Sto je karakteristi¢no za infekcije s gram-negativnim bakterijama i
uzrokuje razne simptome kao Sto su temperatura, hemoragija i septicki Sok. Svaka LPS
molekula gradena je od lipida A, srznog polisaharida 1 O-bo¢nog lanca (O-polisaharid). E.coli
obavijena je kapsulom s vanjske strane koja je gradena od polisaharida. S vanjske strane
E.coli ima fimbrije i pile koji su proteinske grade po strukturi a razlikuju se po tome Sto su pili
dulji od fimbrija 1 ima ih samo nekolicina po svakoj stanici, a takoder E.coli ima i flagelarne

filamente (Parker i sur., 2017).
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Slika 1. Razlika strukture peptidoglikana gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija

(Parker i sur., 2017).
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E.coli je ujedno 1 komenzal gastrointestinalnog sustava i jedan od najvaznijih patogena

kod ljudi (Vila 1 sur.,, 2016). S obzirom na faktor virulencije i klinicke simptome koje

uzrokuju, patogene sojeve E.coli klasificira se u razli¢ite patogene tipove koji mogu biti

intestinalni (entericki) i ekstraintestinalni (ExPEC) §to je detaljnije prikazano na Slici 2.

PATOGENI TIP BOLESTI SIMPTOMI FAKTORI
VIRULENCIJE
Crijevna E.coli (eng.
Enteric E.coli)
Enteropatogena E.coli dijareja kod djece vodenasta dijareja i Bfp (Bundle-forming

(eng. EnteroPathogenic povraéanje pili), intimin, LEE
E.coli, EPEC) (Locus for enterocyte
effacement)
Enterohemoragic¢na hemoragi¢ni kolitis, krvava dijareja Shiga toksin, intimin,
E.coli (eng. hemoliti¢ko-uremicki Bfp (Bundle-forming
EnteroHaemorrhagic sindrom pili)

E.coli, EHEC)

Enterotoksicna E.coli putnicka dijareja vodenasta dijareja i temperaturno nestabilni

(eng. Enterotoxigenic povraéanje toksini, CFA

E.coli, ETEC) (Colonization factor
antigen)

Enteroagregativna E.coli | dijareja kod djece dijareja sa mukusom i AAF (Aggregative

(eng. EnteroAggregative povraéanje adherence fimbria),

E.coli, EAEC) citotoksini

Difuzno prianjajuca akutna dijareja kod djece | vodenasta dijareja i Daa (Diffuse adhesin),

E.coli (eng. Diffusely infekcije mokraénih AIDA (Adhesin involved

Adherent E.coli, DAEC) puteva in diffuse adherence)

Enteroinvazivna E.coli
(eng. Enterolnvasive
E.coli, EIEC)

Sigelozi sli¢na infekcija

vodenasta dijareja i
dizenterija

Shiga toksin, hemolizin,
stani¢na invazija, Ipa
(Invasion plasmid
antigen)

Invazivno prianjajuéa
E.coli (eng. Adherent
Invasive E.coli, AIEC)

infekcija povezana sa
Crohnovom bolesti

trajna intestinalna upala

fimbrije tipa 1, stani¢na
invazija

Ekstraintestinalna
E.coli (eng.
Extraintestinal E.coli,
ExPEC)

Uropatogena E.coli
(eng. UroPathogenic
E.coli, UPEC)

infekcije donjih
mokraénih puteva i
sustavne infekcije

cistitis, pijelonefritis

fimbrije tipa 11 P, AAF
(Aggregative adherence
fimbria), hemolizin

E.coli uzro¢nik
neonatalnog meningitisa
(eng. Neonatal
Meningitis E.colli,
NMEC)

neonatalni meningitis

akutni meningitis, sepsa

fimbrije tipa S, kapsula
K1

Patogena pticja E.coli
(eng. Avian Pathogenic
E.coli, APEC)

bolesti uzrokovane
hranom

fimbrije tipa 11 P,
kapsula K1

Slika 2. Patogeni tipovi E.coli (preuzeto i prilagodeno: Allocati 1 sur., 2013).
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Horizontalni prijenos gena je vaZzan mehanizam pomocu kojeg bakterije medusobno vrlo
brzo razmjenjuju nove osobine pa tako primjerice nepatogena bakterija moZze postati patogena
ukoliko dobije odredeni set gena za virulenciju putem bakteriofaga, transpozona ili plazmida,
a u slucaju EPEC (enteropatogena E.coli radi se o setu gena LEE (eng. locus of enterocyte
effacement) na kromosomu. Patogeneza enteropatogene E.coli (EPEC) zapo€inje pocetnim
pricvr§¢ivanjem bakterije za enterocite tankog crijeva pomocu pila (eng. bundle-forming
pili-BFP) koji se nalaze na povrSini EPEC (Croxen i Finlay, 2010). Takvi pili omogucuju
bakterijskoj stanici interakciju s drugim EPEC bakterijama i pomazu pri stvaranju
lokaliziranih mikrokolonija, ali 1 omogucuju interakciju s receptorima na enterocitima koji
sadrze N-acetil-laktozamin, (Hyland 1 sur., 2008). Glavno i temeljno obiljeZje patogeneze
EPEC je sposobnost stvaranja A/E lezija (eng. attaching and effacing) (Nataro i Kaper, 1998),
a svojstvo A/E lezija je Cvrsto prijanjanje za stanicu domaéina putem intimina (protein
vanjske membrane bakterijske stanice), a zatim naruSavanje povrSine stanica $to dovodi do
odumiranja mikrovila (Ochoa i Contreras, 2011). Intimin stupa u interakciju s translociranim
receptorom za intimin koji se nalazi na povrSini stanice domacina (Croxen i Finlay, 2010).
EPEC koristi T3SS (eng.type Il secretion system) kako bi translocirao Tir u citoplazmu
stanice domacina, a Tir se zatim prebacuje na povrSinu stanice domacina i sluzi kao receptor
za intimin (Kenny i sur., 1997). Nakon vezanja intimina i Tir dolazi do fosforilacije Tir
domacdinskim tirozin-kinazama $to privla¢i Nck na mjesto vezanja Tir i intimina, a takav
kompleks aktivira neuralni Wiskott-Aldrich protein (N-WASP) i ARP2/3 kompleks (eng.
actin-related protein 2/3) $to posreduje preraspodjeli aktina u citoskeletu stanice (Kalman i
sur., 1999). Osim Tir, EPEC ima veliki broj drugih efektorskih proteina koje translocira u
stanicu domacina putem T3SS, a ti proteini narusavaju procese stanice domacina, primjerice
narusavaju strukturu citoskeleta, strukturu i funkciju mitohondrija, transport vode i iona,
uzrokuju imunomodulaciju 1 doprinose nastanku dijareje 1 dr. Najvazniji efektorski proteini
uklju€eni u nastanak dijareje su Map, EspF, EspG, EspG2 (Croxen i Finlay, 2010). EspF
pridonosi naruSavanju tijesnih spojeva (eng. tight junction) (Guttman i sur., 2006), a takoder
smanjuje aktivnost Na/H transportera 3 (NHE3) (glavni posrednik apsorpcije natrija) (Hodges
i sur., 2008). EspG 1 EspG2 smanjuju aktivnost transportera za Cl- 1 OH- (Gill i sur., 2007).
EspF 1 EspG uzrokuju delokalizaciju akvaporina (Guttman i sur., 2007) i inhibiciju aktivnosti
kontransportera za natrij 1 glukozu (SGLT1) (Dean i sur., 2006) 1 intestinalnog transportera za
serotonin (SERT) (Esmaili i sur., 2009). Sve ove promjene koje uzrokuju efektorski proteini
skupno dovode do naruSavanja transporta i apsorpcije vode Sto rezultira dijarejom (Croxen i

Finlay, 2010). EPEC je klasificiran na tipi¢ne 1 atipicne sojeve ovisno o prisustvu plazmida
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EAF (eng. E.coli adherence factor). Na ovom plazmidu postoje dva vazna operona, a to su
BFP (eng. bundle-forming pilus) 1 operon koji kodira transkripcijski aktivator koji se zove Per
(eng. plasmid encoded regulator). No bez obzira na prisustvo EAF plazmida, nijedan EPEC
soj nema gene koji proizvode shiga toksin (stx) (Ochoa i Contreras, 2011). Sve navedeno o

patogenezi EPEC prikazano je na Slici 3.
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Slika 3. Patogenetski mehanizam EPEC 1 EHEC (Croxen i Finlay, 2010).

Intestinalni patogeni Sire se fekalno-oralnim putem ingestijom zaraZene hrane ili vode
(Allocati i sur., 2013). Iako je E.coli naj¢esce povezana s infekcijama mokra¢nog trakta, moze
uzrokovati infekciju bilo kojeg ekstraintestinalnog mjesta Sto dovodi do meningitisa, infekcija
kozZe, miozitisa, osteomijelitisa, epididimo-orhitisa 1 dr. TeSke infekcije uzrokovane E.coli
ukljucuju infekciju krvotoka (eng.bloodstream infection) Sto Cesto rezultira SIRS-om (eng.
systemic inflammatory response syndrome) koji je uzrok vise od 40 000 smrti godiSnje u
SAD-u (Russo i Johnson, 2003).

U novije vrijeme, veliku paZznju privukla je ESBL (eng. extended spectrum
beta-lactamase)-produciraju¢a E.coli (Shaikh 1 sur., 2015). Ovaj soj u genomu sadrzi gene
koji kodiraju za enzime koji pridonose rezistenciji na Sirok spektar B-laktamskih antibiotika
ukljucujuéi penicilin, cefalosporine prve, druge i tre¢e generacije i aztreonam, a geni za
rezistenciju na te antibiotike prenose se plazmidom (Gao i sur., 2015; Malloy 1 Campos, 2011).
ESBL sojevi E.coli Cesto sadrZe 1 gene za rezistenciju i na druge vrste antibiotika, primjerice
fluorokinolone, aminoglikozide i tetraciklin, Sto dodatno smanjuje terapijske mogucénosti

(Kiirekei 1 sur., 2017) . Tijekom zadnjih nekoliko godina, ESBL-producirajuéi sojevi E.coli
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izolirani su iz raznih izvora primjerice iz klini¢kih uzoraka, hrane i vode za pice (Kiirekei 1
sur., 2017). Mnogi ESBL sojevi E.coli imaju u genomu gene koji kodiraju CTX-M enzime
koji su odgovorni za B-laktamaznu aktivnost, a takvih CTX-M enzima ima vise od 80
razli¢itih vrsta (Bonnet, 2004). Drugi manje zastupljeni enzimi su TEM, SHV, VEB i GES

enzimi (Canton i sur., 2012).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Metali su koristeni od davnina za borbu protiv infekcija jer su globalna prijetnja ljudskom
zdravlju, a s uvodenjem nanotehnologije, metalnim nanocesticama pridodaje se sve veca
vaznost kao antimikrobnom sredstvu jer dokazano djeluju na Sirok spektar bakterija i gljivica.
Prekomjerna i neprimjerena uporaba antibiotika kao antimikrobnog sredstva dovela je do
razvitka sve veéeg broja mikroorganizama za koje nedostaje u¢inkovito sredstvo s kojim bi ih
tretirali te na taj nacin sprijecili razvitak bolesti i njeno daljnje Sirenje. Potraga za nekim
drugim antimikrobnim sredstvom koje bi nadvladalo otpornost novih mikrobnih sojeva, koje
bi prije svega bilo sigurnije za upotrebu od antibiotika, dovela je do razvoja nanotehnologije i
upotrebe metalnih nanocestica u tu svrhu. Njihova prednost u odnosu na druge nacine borbe
protiv mikroorganizama je u istovremenom djelovanju vise mehanizama S§to znatno otezava
mikroorganizmima razvoj otpornosti prema nanocesticama pa stoga ni ne treba cuditi njihova
sve veca popularnost i primjena kao antimikrobnog sredstva Sto je potkrijepljeno brojnim
istrazivanjima navedenima u proslom poglavlju. Mnoge vrste nanocestica metala pokazale su
izvrstan antimikrobni u¢inak prema Sirokom spektru mikroorganizama, a sukladno tome u
ovom radu cilj je bio ispitati antimikrobni ucinak koloidnih otopina nanocestica srebra
(Cestice veli¢ine 10 nm), nanoCestica cinkova oksida (promjera 100 nm) i nanocestica titanova
dioksida (promjera 150 nm) na bakteriju Escherichia coli (ATCC soj i ESBL+ s0j). E.coli
izvrstan je modelni organizam za proucavanje antimikrobnog ucinka nanocestica jer spada u
najvise proucenu bakteriju, a najces¢i je uzrocnik urogenitalnih infekcija kod ljudi, no takoder
1 infekcija drugih organskih sustava koje mogu biti i smrtonosne. Zbog ucestalosti infekcija
uzrokovanih s E.coli 1 stalnih pokuSaja borbe protiv nje na razne nacine, primjerice
antibioticima, do$lo je do razvoja vrlo otpornih spojeva protiv kojih se teSko boriti trenutno
dostupnim terapeuticima. Stoga je potrebno pristupiti novim nacinima lijecenja infekcija
uzrokovanih s E.coli, a nanoCestice metala imaju itekako obecavajuce rezultate.

Koncept eksperimentalnog dijela podijeljen je u nekoliko koraka:
1) Odrediti minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIK) i minimalnu baktericidnu
koncentraciju (MBK) koloidnih otopina nanocestica srebra (promjera 10 nm),
cinkova oksida i titanova dioksida na bakteriju Escherichia coli ATCC 10536

koristenjem modificirane metode dvostruke serijalne mikrodilucije.
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2)

3)

Ispitati postojanje sinergistickog ucinka navedenih koloidnih otopina nanocestica na
bakteriju E.coli ATCC 10536 soj 1 E.coli ESBL+ MFBF 12794 soj koristeci
racunalno optimiziranu smjesu na nacin da se izraCunaju indeksi djelomicne
baktericidne koncentracije (FBK) i djelomi¢ne inhibitorne koncentracije (FIK).

Ispitati antimikrobni u¢inak u vremenu koriste¢i raunalno optimiziranu smjesu
navedenih koloidnih otopina nanocestica impregniranu na komadice tekstila
primjenom tzv. time-kill metode. Ispitan je antimikrobni ucinak na E.coli ATCC

10536 s0j i E.coli ESBL+ MFBF 12794 soj.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Bakterijske vrste

Bakterijska vrsta ispitivana u ovom radu je Escherichia coli (E.coli), sojevi ATCC
(American Type Culture Collection, SAD) 10536 1 ESBL+ (eng. Extended-Spectrum
Beta-Lactamase) MFBF 12794 uzeti iz Zbirke mikrobnih kultura Zavoda za mikrobiologiju

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
3.2. Mikrobiolos$ki i drugi materijal

Od mikrobioloskih hranjivih podloga, u radu je koriSten triptikaza-sojin agar (TSA).
Fizioloska otopina pH 7.0 (0.9 % NaCl) priredena je ,,in house*. Sav mikrobioloski materijal

steriliziran je autoklaviranjem 15 minuta pri temperaturi 121 °C i tlaku 1.2 bar.
3.3. Nanocestice

U radu su koriStene koloidne otopine nanocestica elementarnog srebra promjera 10
nanometara, cinkova oksida promjera 100 nanometara i titanova (IV) oksida promjera 150
nanometara, proizvodaca Sigma Aldrich, SAD. Navedene koloidne otopine nanocestica

cuvale su se na +4°C do izvodenja pokusa.
3.4. Uzgoj bakterijske vrste

Sojevi ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF 12794 vrste E.coli nasadeni su na triptikaza-sojin
agar (TSA), a zatim inkubirani 18-24 sata na 37°C pri aerobnim uvjetima u mraku (Sanyo

MIR-533, Japan).
3.5. Priprava inokuluma

Inokulumi u gornjem tekstu navedenih sojeva pripremljeni su suspendiranjem u
fizioloskoj otopini pH 7.0 (0.9 % NaCl) tako da opticka gustoéa kona¢ne suspenzije bude 0,5
McFarlandovih jedinica $to odgovara 1,5 x 108 CFU/mL te je navedena suspenzija razrijedena
fizioloSkom otopinom u omjeru 1 naprema 9 volumnih jedinica. Opti¢ka gustoca odredena je
nefelometrijski na uredaju DEN-1 McFarland Densitometer, tvrke Kisker Biotech GmbH&Co,
Steinfurt, Njemacka.
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3.6. Odredivanje minimalnih inhibitornih (MIK) i baktericidnih koncentracija (MBK)
koloidnih nanocestica

Minimalne inhibitorne koncentracije i minimalne baktericidne koncentracije na vrsti
E.coli (sojevi ATCC 10536 i ESBL+ MFBF 12794) odredivale su se pomoc¢u modificirane
metode dvostruke serijalne mikrodilucije prema EUCAST smjernicama. Metoda je
“modificirana” jer se umjesto standardnog Mueller-Hinton bujona koristila fizioloska otopina.
Razrjedenja ispitivanih koloidnih otopina nanocestica vrSila su se pomocu navedene
fizioloske otopine u mikrotitarskim plo¢icama ravnog dna napravljene od polisterena s 96
mjesta tako da je konacni volumen svake jazice bio 100 pL, a koncentracija ispitivane
nanocestice u odredenoj jazici bila upola manja od koncentracije ispitivane nanocestice u
prethodnoj jazici. U svaku jazicu uneseno je 100 pL inokuluma opisanog u poglavlju 3.5.,
dok je kao pozitivna kontrola sluzila smjesa 100 uL fizioloske otopine i 100 pL navedenog
inokuluma. Mikrotitarske plocice inkubirane su 18 - 24 sata na 37°C pri aerobnim uvjetima u
mraku (Sanyo MIR-533, Japan). Nakon inkubacije, 10 uL pojedinog razrjedenja nanosilo se
na sektore krute hranjive podloge triptikaza-sojinog agara (TSA) pomocu sterilne eze te
inkubiralo pri navedenim uvjetima. MBK je odredena kao najmanja koncentracija pri kojem
nije bilo porasta bakterija na krutoj hranjivoj podlozi, dok je MIK odreden kao najmanja
koncentracija pri kojem je gustoca bakterija na krutoj hranjivoj podlozi upola smanjena u

odnosu na kontrolu.
3.7. Ispitivanje postojanja sinergistickog u¢inka nanocestica

U svrhu ispitivanja postojanja sinergistickog ucinka pripremila se jedna smjesa triju
koloidnih nanocestica (elementarno srebro promjera 10 nm, cinkov dioksid promjera 100 nm,
titanov dioksid promjera 150 nm) pripremljena koriste¢i ra¢unalni program Design Expert®
(State-Ease, Inc., v. 9.1) pomocu kojeg se predvidjela optimalna koncentracija pojedinih
nanocCestica. Sastav koriStene smjese je 0.794 ppm nanocestica srebra, 683.217 ppm
nanocestica titanova dioksida i 15.989 ppm nanocestica cinkova oksida ba§ kao S$to je

prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Sastav smjese optimizirane pomocu racunalnog programa Design Expert®
(State-Ease, Inc., v. 9.1).

TiO2 / ppm ZnO/ ppm Ukupno / ppm
smjesa 1 | 0.794 | 683217 | 15989 | 700.000
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Za potrebe utvrdivanja postojanja sinergizma navedenih koloidnih otopina nanocestica na
bakterijsku vrstu E.coli, soj ATCC 10536, racunat je indeks djelomi¢ne (frakcionarne)
inhibitorne koncentracije (FIKindeks) 1 djelomic¢ne (frakcionarne) baktericidne koncentracije
(FBKindeks) za navedenu smjesu prema formuli :

n .
MIKkombinacija (l)
-1 MIKsamostalna(i)

=

FIKpgers(smjesa) =

Gdje MIKkombinacija (1) predstavlja MIK (odnosno MBK) i.-te nanocestice u smjesi nanoc¢estica
dok MIK amostalno (1) predstavlja MIK (odnosno MBK) i.-te nanocestice u fiziolo§koj otopini.
MIK i1 MBK vrijednosti za pojedine nanocestice 1 za smjesu nanocestica odredivale su se
postupkom dvostruke serijalne mikrodilucije koji je opisan u poglavlju 3.6.

FIK indeks koristi se za opisivanje interakcija medu lijekovima u smjesi tj. za utvrdivanje
sinergizma odnosno antagonizma odredenih lijekova koji je proSiren i na utvrdivanje
sinergizma odnosno antagonizma 1 baktericidnog djelovanja nanocestica. Ukoliko je FIK
indeks nizi od 1 to ukazuje na postojanje sinergizma, ukoliko je vi$i od 1 ukazuje na
antagonizam, a ukoliko je FIK indeks 1 to ukazuje na aditivnost (ukoliko kombiniramo neki
lijek sam sa sobom ucinak moze biti jedino aditivan jer lijek ne moZze stupiti u interakciju sam
sa sobom (Berenbaum, 1989)). Sinergizam lijekova ili nanocestica oznacava da je svakog
lijeka / nanocCestice u smjesi potrebno manje da se postigne isti u¢inak kao lijek / nanocestice
samostalno. Antagonizam lijekova ili nanocestica oznacava da je svakog lijeka / nanocestice u

smjesi potrebno vise da se postigne isti u¢inak kao lijek / nanocestice samostalno.

3.8. Ispitivanje antimikrobnog ucinka tkanine impregnirane slojem smjese koloidnih

nanocestica u vremenu koriStenjem ,,time-kill“ metode

Tkanina dimenzije 1cm? impregnirana je slojem prethodno navedene smjese 1 koristeci
sol-gel postupak. Postupak obuhvaca reakciju hidrolize i kondenzacije metalnih alkoksida pri
¢emu nastaje neprekinuta trodimenzijska metaloksidna mreza, odnosno iz koloidne se otopine
(sol) dobiva mreza u kontinuiranoj tekucoj fazi (gel).

U svrhu ispitivanja antimikrobnog ucinka tkanine impregnirane slojem smjese koloidnih
nanocestica u ovisnosti o vremenu koriStena je ,,time-kill metoda (Peran i sur., 2017). Na
navedene tkanine naneseno je 100 pL inokuluma sojeva ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF 12974
vrste E.coli u sterilnim Petrijevim zdjelicama, dok je kao pozitivna kontrola sluzila tkanina
bez impregniranog sloja smjese koloida nanocestica. Antimikrobna ucinkovitost ispitivana je

u trenutku kontakta tkanine sa mikroorganizmima (to) te nakon inkubacije (37°C pri aerobnim
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uvjetima u mraku (Sanyo MIR-533, Japan)) u trajanju od 1 (t1), 3 (t3), 6 (ts), 12 (t12), 18 (t1s) 1
24 (t24) sata. Nakon navedenih vremena inkubacije, tkanina je preneSena pomocu sterilne
pincete u sterilnu Falcon epruvetu u koju se potom dodalo 1 mL fizioloske otopine. Sadrzaj
epruvete mijesao se na tresilici (proizvodac¢ IKA, Njemacka) 30 sekundi te se 100 uL. otopine
razrijedilo do 1 mL u sterilnoj Eppendorf epruveti pomocu fizioloske otopine. Postupak je
ponovljen jo§ 3-7 puta (ovisno o vremenu prekida inkubacije tkanine) tako da ukupno bude
najmanje 3-7 serijalnih desetorostrukih razrjedenja. Sva razrijedenja su se pripremala u
duplikatu. Iz sterilnih Falcon i Eppendorf epruveta uzelo se 100 pL alikvota te se ravnomjerno
razmazalo pomocu staklenog L-Stapi¢a na TS agar i inkubiralo 18 - 24 sata na 37°C pri
aerobnim uvjetima u mraku (Sanyo MIR-533, Japan).

Broj kolonija izrazen u logaritmu broja CFU (eng. Colony forming unit) po mililitru

otopine racunao se prema sljede¢oj jednadzbi :
logyo [broj kolonija (%)] = logyo (broj izbrojanih kolonija x 10P7o/razrijedenja+ly
Konaéni rezultat izrazen je kao graf ovisnosti broja kolonija (izraZzenih kao logaritam

broja CFU/mL) o vremenu te kao graf ovisnosti postotka redukcije broja kolonije naspram

maksimalnog broja mikroorganizma u vremenu.
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4. REZULTATI

4.1. Minimalne inhibitorne (MIK) i baktericidne (MBK) koncentracije koloidnih

nanocestica u fizioloSkoj otopini na bakterijsku vrstu E.coli ATCC 10536

Minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije koloidnih nanocestica u
fiziolo§koj otopini prikazane su u Tablici 2. 1 izrazene su kao koncentracije (ppm) s
pripadaju¢im srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima, a grafovima 1. i 2.
vizualno je prikazan sadrzaj Tablice 2. Usporeduju¢i MBK vrijednosti triju vrsta koloidnih
nanocestica, TiO2> nanocestice u fizioloskoj otopini imaju najve¢u MBK vrijednost dok Ag
nanocestice imaju najnizu MBK vrijednost S§to govori da su Ag nanocestice najpotentnije u
smislu baktericidnog djelovanja od navedene tri vrste nanocestica za E.coli ATCC 10536.
Zanimljivo je za istaknuti da unato¢ tome Sto Ag nanocestice imaju najveci baktericidni
ucinak, ZnO nanocestice imaju najizraZeniji bakteriostatski uc¢inak $to je vidljivo iz MIK
vrijednosti triju koloidnih otopina nanocestica. StatistiCkom analizom utvrdeno je da postoji
statistiCki znacCajna razlika izmedu MIK i MBK vrijednosti koloidnih nanocestica
(Kruskal-Wallisov test, 0=0.05, p < 0.05).

Tablica 2. MIK 1 MBK vrijednosti koloidnih otopina nanocestica za bakterijsku vrstu

Escherichia coli ATCC 10536.

MIK / ppm MBK / ppm
X £S8.D(N =3) X +S.D(N =3)

Ag nanocestice (10 nm) 2.500£ 0.000 5.000+ 0.000
ZnO nanocestice 0.763 £ 0.000 20.345+7.048
TiO2 nanocestice 40.280+ 0.000 644.530+ 0.000
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Graf 1. MBK vrijednosti koloidnih nanocestica u fizioloS§koj otopini izraZzene kao

koncentracija s pripadaju¢im srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima za E.coli

ATCC 10536.
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Graf 2. MIK vrijednosti koloidnih nanocestica u fizioloskoj otopini izrazene kao

koncentracija s pripadaju¢im srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima za E.coli

ATCC 10536.
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4.2. Ispitivanje postojanja sinergizma izmedu koloidnih otopina nanocestica

U tablici 1. poglavlja 3.7. naveden je sastav optimirane smjese koriStene za ispitivanje
postojanja sinergistickog ucinka smjese koloidnih otopina nanocestica. Smjesa je optimirana
pomocu racunalnog programa Design Expert® (State-Ease, Inc., v. 9.1). U Tablicama 3., i 4.
prikazane su MBK 1 MIK vrijednosti optimirane smjese za sojeve ATCC 10536 1 ESBL+
MFBF 12794 bakterijske vrste E.coli. Grafovima 3., 4., 5., 1 6. vizualno su prikazani tabli¢ni
podaci za MBK i MIK vrijednosti koriStene smjese. Statistickom analizom utvrdeno je da
nema statisticki znacajne razlike u antimikrobnom ucéinku (MBK i MIK vrijednostima
izrazenima 1 kao postotak razrjedenja smjese i kao ukupna koncentracija izrazena u ppm-ima)
ispitivane smjese na sojeve E.coli ATCC 10536 i ESBL+ MFBF 12794 (Mann-Whitney test,
p-vrijednosti > 0.05 i za MIK i za MBK).

Tablica 3. MBK 1 MIK vrijednosti koriStene optimirane smjese za bakterijsku vrstu E.coli
sojeve ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF 12794. MBK i1 MIK vrijednosti izrazene su kao postotak

razrjedenja smjese.

E.coli ATCC 10536 E.coli ESBL+ MFBF 12794
X £S.D(N =3) X +S.D(N =3)
MBK / % MIK / % MBK / % MIK / %
smjesal  83.33+28.87 25+ 0.00 100+ 0.00 41.67+ 14.43
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Graf 3. MIK vrijednosti koriStene smjese za sojeve E.coli ATCC 10536 i ESBL+ MFBF
12794. Koncentracije su izrazene u postotku razrjedenja smjese s pripadajuc¢im srednjim

vrijednostima i standardnim odstupanjima.
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Graf 4. MBK vrijednosti koriStene smjese za sojeve E.coli ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF
12794. Koncentracije su izrazene u postotku razrjedenja smjese s pripadajuc¢im srednjim

vrijednostima i standardnim odstupanjima.

Tablica 4. MBK 1 MIK vrijednosti koriStene optimirane smjese za bakterijsku vrstu E.coli
sojeve ATCC 10536 i ESBL+ MFBF 12794. MIK i MBK vrijednosti izrazene su kao ukupna

koncentracija svih nanocestica u smjesi.

E.coli ATCC 10536 E.coli ESBL+ MFBF 12794
X £S.D(N =3) X +S8.D(N =3)
MBK / ppm MIK / ppm MBK / ppm MIK / ppm
smjesa 1 175+ 0.00 583.33+202.0 291.67+£101.04 700+ 0.00
7
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Graf 5. MIK vrijednosti koriStene smjese za sojeve E.coli ATCC 10536 i ESBL+ MFBF
12794. Koncentracije su izrazene kao ukupna koncentracija svih nanocestica smjese s

pripadajué¢im srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima.
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Graf 6. MBK vrijednosti koriStene smjese za sojeve E.coli ATCC 10536 i ESBL+ MFBF
12794. Koncentracije su izrazene kao ukupna koncentracija svih nanocestica smjese s
pripadaju¢im srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima.

Za potrebe utvrdivanja postojanja sinergizma navedenih koloidnih otopina nanocestica na
bakterijsku vrstu E.coli, soj ATCC 10536, racunat je indeks djelomi¢ne (frakcionarne)
inhibitorne koncentracije (FIKindeks) 1 djelomicne (frakcionarne) baktericidne koncentracije

(FBKindeks) za navedenu smjesu prema formuli :

n ,
MIKkombinacija (l)
7 MIKsamostalna(i)

Gdje MIKkombinacija (1) predstavlja MIK (odnosno MBK) i.-te nanocestice u smjesi nanocestica

FIKindeks(Smjesa) =

i=

dok MIK samostaino (1) predstavlja MIK (odnosno MBK) i.-te nano&estice u fiziolo§koj otopini.
MIK i MBK vrijednosti za pojedine nanocestice i za smjesu nanocestica odredivale su se
postupkom dvostruke serijalne mikrodilucije koji je opisan u poglavlju 3.6.

U Tablici 5. prikazane su izracunate FIK i1 FBK vrijednosti za soj E.coli ATCC 10536, a te
izraCunate vrijednosti govore u prilog antagonizmu koloidnih otopina nanocestica u smjesi

odnosno smanjen je baktericidan ucinak i izrazito smanjen bakteriostatski ucinak.
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Tablica 5. FIK i FBK vrijednosti koriStene smjese s pripadaju¢om interpretacijom za soj
E.coli ATCC 10536.
E.coli ATCC 10536

FBK FIK
smjesa 1 1.67 9.56
interpretacija antagonizam  antagonizam

4.3. Ispitivanje antimikrobnog ucinka tkanine impregnirane slojem smjese koloidnih

nanocestica u vremenu koriStenjem ,,time-kill“ metode

Na Grafu 7. prikazani su rezultati ispitivanja antimikrobnog ucinka tkanine impregnirane
slojem smjese koloidnih nanocestica. Broj kolonija izrazen je kao logio(broj kolonija /
CFU/mL), a analiza je provedena odmah nakon kontakta inokuluma mikroogranizama s
tkaninom (to) te nakon inkubacije u trajanju od 1 (t1), 3 (t3), 6 (ts), 12 (t12), 18 (tig) 1 24 (t24)
sata. Statisticki znacajna razlika broja kolonija u usporedbi s kontrolom soja (Mann-Whitney
test, 0=0.05, p<0.05) za oba soja uocava se nakon 12 sati. Na grafu 8. prikazan je postotak
redukcije broja kolonija u odnosu na maksimalan broj mikroorganizama pojedinog soja (nulto
vrijeme inkubacije). Nema statisticki znaCajne razlike izmedu sojeva (Mann-Whitney test,

a=0.05, p > 0.05) sto se ti¢e postotka redukcije broja kolonija u vremenu.
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Graf 7. Graficki prikaz ovisnosti logaritma broja kolonija o vremenu za sojeve ATCC 10536 i

ESBL+ MFBF 12974 vrste E.coli inokulirane na tkaninu.
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Graf 8. Ovisnost postotka redukcije broja kolonija o vremenu izrazenom u satima za sojeve
ATCC 10536 i ESBL+MFBF 12974 inokulirane na ispitivanu tkaninu u usporedbi s

maksimalnim brojem mikroorganizama odredenog soja.
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5. RASPRAVA

Koloidne nanocestice metala i metalnih oksida u ovom eksperimentu, kao i u brojnim
drugima do sada, pokazale su zavidnu, ¢ak StoviSe i odlicnu razinu antimikrobne aktivnosti
Sto je vidljivo ako pogledamo njihove MIK 1 MBK vrijednosti kada se nalaze u fizioloskoj
otopini, ali 1 kada se nalaze u smjesi. Usporeduju¢i MBK vrijednosti triju vrsta koloidnih
nanocCestica u fizioloskoj otopini, TiO, nanocestice imaju najveéu MBK vrijednost
(644.530 =+ 0.000 ppm) dok Ag nanocestice imaju najnizu MBK vrijednost (5.000 £ 0.000
ppm) Sto govori da su Ag nanocestice najpotentnije u smislu baktericidnog djelovanja od
navedene tri vrste nanocestica za E.coli ATCC 10536. Zanimljivo je za istaknuti da unato¢
tome Sto Ag nanoCestice imaju najveci baktericidni ucinak, ZnO nanocestice imaju
najizrazeniji bakteriostatski ucinak Sto je vidljivo iz MIK vrijednosti triju koloidnih otopina
nanocestica (ZnO imaju najnizi MIK medu proucavanim koloidima nanocestica). Statistickom
analizom utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu MIK 1 MBK vrijednosti
koloidnih nanocestica (Kruskal-Wallisov test, 0=0.05, p < 0.05). Medutim, ukoliko
usporedujemo samo ZnO i Ag koloidne otopine nanocestica koje imaju MIK vrijednosti u
rasponu 0.76-2.50 ppm 1 MBK vrijednosti u rasponu 5.0-25.0 ppm, statisticki gledano nema
znacajne razlike u njihovom bakteriostatskom 1 baktericidnom djelovanju (Mann-Whitney test,
p>0.05iza MBK i za MIK vrijednosti).

U daljnjem eksperimentu koriStena je smjesa dobivena uz pomo¢ ra¢unalnog programa
Design Expert® (State-Ease, Inc., v. 9.1), a sastojala se od 0.794 ppm nanocestica srebra,
683.217 ppm nanocestica titanova dioksida 1 15.989 ppm nanocestica cinkova oksida S§to
ukupno ¢ini smjesu od 700.000 ppm. Ispitivan je antibakterijski u¢inak na sojeve ATCC
10536 1 ESBL+ MFBF 12794 bakterijske vrste E.coli. Rezultati govore da nema statisticki
znacajne razlike u antimikrobnom ucinku (MBK i1 MIK vrijednostima izrazenima i kao
postotak razrjedenja smjese i kao ukupna koncentracija izraZena u ppm-ima) ispitivane smjese
na sojeve E.coli ATCC 10536 i ESBL+ MFBF 12794 (Mann-Whitney test, p-vrijednosti >
0.05 1 za MIK i za MBK). U svrhu ispitivanja sinergizma koloidnih nanocestica u smjesi
racunate su FIK odnosno FBK vrijednosti za soj ATCC 10536 vrste E.coli, a iznosile su 9.56
odnosno 1.67 Sto govori kako ne postoji sinergizam koloidnih nanocestica u smjesi (FIK /

FBK vrijednosti > 1).
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Sto se tide ispitivanja antimikrobnog u¢inka tkanine impregnirane slojem smjese
nanocestica na sojeve ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF 12794 bakterijske vrste E.coli, statisti¢ki
znacajna razlika broja kolonija u usporedbi s kontrolom (Mann-Whitney test, a=0.05, p<0.05)
za oba soja uocava se nakon 12 sati. Redukcija broja kolonija je potpuna odnosno stopostotna
nakon 12 sati te u daljnim tockama nije uocen porast bakterijskih kolonija. Medutim, nije
uocena statistiCki znacajna razlika u postotku redukcije broja kolonija izmedu koriStenih
sojeva (Mann-Whitney test, a=0.05, p > 0.05).

Tijekom ispitivanja pojavio se problem s kontrolnim uzorkom jer je uofen pad broja
kolonija za viSe od tri logaritamske jedinice u odnosu na pocetne vrijednosti. To se moze
objasniti time $to je za inokulaciju tkanine koriSteno samo 100 pL inokuluma svakog soja, a
inkubacija nije provedena u teku¢em mediju pa je moguce da je doSlo do isparavanja
mikroorganizama s tkanine ili da se dio mikroorganizama zbog svog oblika i svojstava
tijekom inkubacije vezao za tkaninu pa ga nije bilo mogucée odvojiti s nje vorteksiranjem.
Takoder je moguce i da sama tkanina posjeduje slabi antimikrobni u¢inak.

Antagonizam u smislu bakteriostatske i baktericidne aktivnosti koloidnih nanocestica u
smjesi govori da iako navedene nanocestice imaju vrlo slicne nespecificne antimikrobne
mehanizme da bez obzira na to one ne djeluju sinergisti¢ki kada su u smjesi zbog moguceg
stupanja u medusobne interakcije ili medudjelovanje s mikroorganizmom i okolinom. Stoga
su potrebna daljnja istrazivanja koloidnih nanocestica metala i metalnih oksida kako bi se
detaljnije proucio njihov mehanizam djelovanja i ponaSanje tj. njihovo medudjelovanje u
smjesi kako bi se izbjegla potencijalna toksicnost i nepredviden uc¢inak na zdravlje covjeka.
No bez obzira na to, pokazano je kako su koloidne nanocestice metala i metalnih oksida vrlo
djelotvorno sredstvo stalne i neprestane borbe protiv mikroorganizama i kada se nalaze
samostalno u otopini, ali 1 kada je viSe njih u smjesi te svakako imaju obec¢avajucu primjenu u

biomedicini i biotehnologiji kao sredstvo borbe protiv infekcija.
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6. ZAKLJUCCI

1) Koloidne otopine nanoCestica srebra, titanova dioksida i cinkova dioksida u
fizioloskoj otopini pokazale su izvrsno antimikrobno djelovanje soj E.coli ATCC 10536,
a medu navedenima najpotentnije u smislu baktericidnog djelovanja pokazale su se
koloidne nanocestice srebra.

2) Nema znacajne razlike u antimikrobnom ucinku koriStene smjese na sojeve ATCC
10536 1 ESBL+ MFBF 12794 vrste E.coli.

3) Sinergizam izmedu koloidnih nanocestica u smjesi nije uocen odnosno FIK 1 FBK
vrijednosti govore u prilog antagonizmu.

4) Ispitivanjem antimikrobnog ucinka tkanine impregnirane slojem smjese nanocestica
uocava se stopostotna redukcija broja kolonija nakon 12 sati.

5) Nije uocena statisticki znacajna razlika u postotku redukcije broja kolonija izmedu

sojeva ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF 12794 vrste E.coli.
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8. SAZETAK / SUMMARY

8.1. Sazetak

Koloidne nanocestice metala i metalnih oksida se sve viSe upotrebljavaju kao
alternativa antibioticima zbog njihovih brojnih prednosti u svrhu lijeenja i sprjecavanja
bakterijskih infekcija, a osobito su popularne koloidne nanocestice srebra, titanova
dioksida 1 cinkova oksida zbog svoje Siroke primjene u biomedicini, industriji i
biotehnologiji. Escherichia coli vrlo je zanimljiv modelni organizam za proucavanje jer
pripada najviSe istrazenim bakterijama na svijetu, no i dalje je vrlo ¢est uzro¢nik
bakterijskih infekcija raznih organskih sustava koje mogu biti i Zivotno ugroZavajuce.
Stalnom borbom protiv infekcija uzrokovanih FE.coli raznim nacinima, primjerice
antibioticima, doslo je do razvitka otpornih sojeva protiv kojih se vrlo tesko boriti
uobicajenim nafinima pa se stoga treba okrenuti i novim sredstvima. Upravo je to i cilj
ovog rada, pokazati da su koloidne nanocestice ta nova opcija, tj. sredstvo borbe protiv
bakterijskih infekcija. MIK 1 MBK vrijednostima koloidnih nanocestica srebra, cinkova
oksida i titanova dioksida na E.coli ATCC 10536 pokazano je kako su one vrlo potentno
antimikrobno sredstvo, a medu njima najpotentniji baktericidni u¢inak imaju koloidne
nanoCestice srebra. U svrhu ispitivanja moguceg postojanja sinergizma navedenih
koloidnih nanocestica, pripremljena je optimirana smjesa koja se sastojala od 0.794 ppm
nanocestica srebra, 683.217 ppm nanocestica titanova dioksida i 15.989 ppm nanocestica
cinkova oksida Sto ukupno ¢ini smjesu od 700.000 ppm. Rezultati govore u prilog
antagonizmu, ali 1 da nema statisti¢ki znacajne razlike u antimikrobnoj aktivnosti na
sojeve ATCC 10536 1 ESBL+ MFBF 12794 bakterijske vrste E.coli. Zadnji korak je
ispitati antimikrobnu aktivnost tkanine impregnirane slojem navedene smjese koloidnih
nanocestica, a rezultati govore da kod oba soja dolazi do potpune odnosno stopostotne
redukcije broja kolonija nakon 12 sata inkubacije tkanine na koju su inokulirani ispitivani
sojevi. Medutim, nema statisti¢ki znacajne razlike u postotku redukcije broja kolonija

izmedu ispitivanih sojeva sojeva.
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8.2. Summary

Metal and metal oxide colloidal nanoparticles are increasingly used as an alternative
to antibiotics because of their many advantages (in comparison to antibiotics) for
treatment and prevention of bacterial infections. The most popular colloidal nanoparticles
are silver, zinc oxide and titanium dioxide nanoparticles because they are used in various
fields such as biotechnology and biomedicine. Escherichia coli (E.coli) is the most finely
understood and extensively studied free-living organism on our planet. However, despite
being the most extensively studied organism, E.coli is still to this day a very common
cause of diseases of various organs and therefore E.coli is a very interesting model
organism for this study. Resistance to antibiotics emerges in bacteria due to genetic
mutations and consecutive selection of resistant mutants through selective pressure of
antibiotics and because of that, antibiotic resistance has become one of the leading
problems in modern medicine. Therefore, currently available options (such as antibiotics)
against bacterial infections are limited and it is advised to turn to new and improved
antimicrobial agents. Metal and metal oxide colloidal nanoparticles are exactly that, the
new and improved antimicrobial agents. MIC and MBC values of silver, zinc oxide and
titanium colloidal nanoparticles against E.coli ATCC 10536 suggest that these
nanoparticles are very potent antimicrobial agents with silver nanoparticles being the
most potent of them. A mixture of nanoparticles (0.794 ppm of silver, 683.217 ppm of
titanium dioxide and 15.989 ppm of zinc oxide) was prepared to determine a possible
synergism between them. Results suggest that there is no synergism observed between
silver, zinc oxide and titanium colloidal nanoparticles in the mixture and that there is no
statistically significant difference in terms of antimicrobial efficiency against the two
E.coli strains (ATCC 10536 i ESBL+ MFBF 12794). Lastly, antimicrobial efficiency of a
textile fabric impregnated with the mixture of nanoparticles was evaluated using the
time-kill method. Results suggest that after 12 hours of incubation there were no growth
of bacterial colonies observed (complete reduction of bacterial colonies) for both E.coli
strains. However, no statistically significant difference in terms of reduction of bacterial

colonies was observed between the two E.coli strains.
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