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Povzetek

Koloidno srebro postaja vse bolj priljubljeno zdravilno sredstvo, ki naj bi brez stranskih u¢inkov
unicevalo patogene bakterije in glive. V raziskovalni nalogi smo zeleli raziskati protimikrobno
delovanje koloidnega srebra in njegovo potencialno genotoksi¢nost. Antimikrobno delovanje
smo preizkusili na testnih mikroorganizmih Bacillus cereus, Escherichia coli in Saccharomyces
cervisiae s pomocjo metode difuzije na agarju z diski in z merjenjem opti¢ne gostote (ODsoo) V
prekono¢ni kulturi. Z mikrodilucijsko metodo smo dolocili minimalne inhibitorne in
baktericidne/fungicidne koncentracije. Splo$no strupenost in genotoksi¢nost smo preverjali z
Allium testom. Koloidno srebro je izkazalo antimikrobno delovanje na vse testne
mikroorganizme. Z nizjimi vrednostmi mitoznega indeksa in Stevilnimi motnjami v delitvi celic
pa smo dokazali tudi njegov genotoksicen uéinek. To kaze na potrebo po dodatnih raziskavah

na ¢loveskih celicah, saj morda ni tako nedolzno kot se zdi na prvi pogled.



1 UVOD

1.1 Raziskovalno vprasanje

Kaksen je protimikrobni u¢inek razli¢nih koncentracij koloidnega srebra (10 ppm - 65 ppm) na

glivo Saccharomyces cerevisiae — in na bakteriji Bacillus cereus in Escherichia coli?

Ali ima koloidno srebro toksien in genotoksi¢en vpliv na celice koreninskih vrSickov ¢ebule

Allium cepa?

1.2 Hipoteze
Mnoge publikacije dokazujejo, da ima koloidno srebro antibakterijski uc¢inek in da deluje tudi
proti virusom in glivam - Pies, 2012 ; Petica, Gavriliu, Lungu, Buruntea, Panzaru 2008 ; Tien,

Tseng, Liao, Tsung, 2008.

HIPOTEZA 1: Koloidno srebro ima antimikrobni uéinek na bakteriji Escherichia coli in

Bacillus cereus, kar se bo pokazalo na inhibicijskih conah.

HIPOTEZA 2: Koloidno srebro bo delovalo antimikrobno na bakterije in na glive. Opti¢na
gostota bo v epruvetah z dodanim koloidnim srebrom nizja kot pa v epruvetah brez dodanega

koloidnega srebra (v kontroli).

HIPOTEZA 3: Pri vi§jih koncentracijah koloidnega srebra, bo prislo z dodajanjem indikatorja
iodonitrotetrazolium vijoliéno do manj$ega obarvanja (ali pa sploh ne), saj bo koloidno srebro

na bakterije in glive delovalo antimikrobno, in tako zavrlo metabolizem bakterij oz. gliv.

HIPOTEZA 4: Razli¢ne koncentracije koloidnega srebra bodo boljSe zavrle metabolizem pri
bakterijah (Escherichia coli ter Bacillus cereus), kot pa pri glivah (Saccharomyces cerevisiae),
saj glive spadajo pod evkarionte in imajo kompleksnejso zgradbo, ki je tudi bolj odporna na

zunanje dejavnike.

HIPOTEZA 5: Pri Escherichia coli, ki je Gram negativna bakterija, se bodo razli¢ne
koncentracije koloidnega srebra odzivale drugace, kot pri Bacillus cereus, ki spada pod Gram
pozitivno bakterijo. Pri Gram negativni bakteriji (Escherichia coli), bo koloidno srebro boljse
delovalo), saj ima veliko tanjso celi¢no steno. Zato ima pri Gram negativnih bakterijah koloidno

srebro boljSe antimikrobno delovanje.
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HIPOTEZA 6: Koreninice bodo najdaljse pri ¢ebulicah, ki so bile namocene v destilirano vodo

(kontrola), najkrajse pa pri ¢ebulicah, namocenih v koloidno srebro koncentracije 65-70 ppm.

Strupene kemikalije zaustavljajo in upocasnjujejo rast korenin. DaljSe kot so korenine, manjsa

je splosna strupenost in krajse kot so korenine, vecja je splosna strupenost (Firbas, 2010).

HIPOTEZA 7: Najvecji mitotski indeks pri¢akujemo pri celicah ¢ebulic, ki so bile namocene
v koloidno srebro, najmanjsi mitotski indeks pa pri celicah cebulic, ki so bile namocene v

koloidno srebro koncentracije 65-70 ppm.

HIPOTEZA 8: Koloidno srebro koncentracije 20-25 ppm in 65-70 ppm bo v celicah
povzrocilo kromosomske poskodbe in povzrocilo motnje v celi¢ni delitvi, medtem ko tega v

celicah ¢ebulic, ki bodo namocene v destilirani vodi ne bo.

Visoke vrednosti koncentracij strupenih snovi stresno vplivajo na celi€no delitev (mitotski
indeks) v vrsickih korenin in povzroc¢ijo motnje na kromosomih (Kopusar, 2006, povzeto po
Spes, 2008). Ze $tevilni drugi raziskovalci (K. Babu, M. Deepa, S. Shankar, S. Rai) so prisli do
ugotovitve, da koloidno srebro povzroca v celicah ¢ebulic Stevilne nepravilnosti (anafazni

mosticek, c-metafaza, ...) in da ima torej citotoksi¢en ucinek na celice.

2 TEORETICNE OSNOVE

2.1 Koloidno srebro — utekoc¢injeno srebro

Koloidno srebro je kovina neomejenih moznosti, ki je sestavljena iz izjemno majhnih srebrovih
delcev. Glede na nacin pridobivanja (kemic¢no, z mletjem ali elektrolizo), je odvisna velikost
delcev. Delci srebra so lahko veliki manj kot en do ve¢ kot deset nanometrov. “Skupna vsebnost
srebra je izraZena v miligramih srebra na liter (mg / 1) vode, ki se po Stevilu izraza enako kot

delci na milijon delcev vode (ppm)” (http://www.koloidnosrebro.si/content/8-kaj-je-koloidno-

srebro). Srebrovi delci so v destilirani vodi in nosijo elektri¢ni naboj. Ostajajo v lebde¢em
polozaju, ker imajo enake naboje in se tako odbijajo. Naboj se lahko sCasoma zgubi, zato je
priporocljivo koloidno srebro shranjevati v temnih prostorih. Da zagotovimo optimalno
porazdelitev delcev, moramo pred uporabo koloidno srebro rahlo pretresti. Koloidno srebro

zasledimo v dveh stanjih. Kadar se delci tezko premikajo, govorimo o gelu, sicer pa o koloidni
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raztopini. Prehodi med tema dvema stanjema so zabrisani, saj ti dve stanji lahko prehajata druga
v drugo (Pies, 2012).

Beseda koloid je sistem, kjer so najmanjsi delci zelo fino porazdeljeni. Ti delci so sestavljeni iz
nekaj do nekaj tiso¢ atomov in lahko doseZejo velikost do 200 nanometrov. Ce pridobijo
koloidno srebro z generatorjem, je velikost delcev Se manjsa. O koloidnem sistemu lahko

govorimo takrat, ko so izpolnjeni trije pogoji:

1. Prisotni so razli¢ni sestavni deli, na primer srebro in voda.

2. Sestavni deli pripadajo razlicnim fazam, na primer tekoce/trdno ali plinasto/tekoce.

3. Delci niso topni. Govorimo tudi o liofobnih raztopinah (lio=raztopiti in phobos=strah).
Za razliko s soljo, koloidni delci ne spremenijo fizikalnih lastnosti suspenzijskega sredstva
(ledisce ali vrelisce) (Pies, 2012).

2.1.1 Zgodovinsko ozadje

Konec 19. stoletja je britanski kemik Thomas Graham vpeljal pojem koloidno srebro. Zdravilna
moc¢ koloidnega srebra je bil znana Ze dolgo, ampak zdravilne moci koloidnega srebra so se
s¢asoma izgubile. Ze Stari Grki so poznali njegovo medicinsko vrednost. Kralji in vladarji
so se prehranjevali iz srebrnih posod in pili iz srebrnih ¢as in so tako le redko obolevali (Stergar,

2011).

Predvsem medicinska znanost je izpodrinila zdravljenje s koloidnim srebrom. Kitajci so pred
vec¢ kot 5500 leti za akupunkturu sprva uporabljali les, trnje, na to so svojo metodo vedno bolj
1zpopolnjevali. Kasneje so zaceli uporabljati zlate in srebrne igle, pri cemer so ugotovili, da

srebro pomirja, zlato pa pri tej obliki stimulira (Morrill, May, Leek; 2013).

Avicenna, zdravnik in fiozof (980-1037) je srebro v medicini uporabljal na razli¢ne nacine. Prvi
je opisal argirijo (obarvanje koze zaradi prevelikega odmerka srebra). Prva zabeleZena uporaba

srebra v medicinske namene pa sega v osmo stoletje (Wadheda, 2005; Gavez, 2014).

2.1.2 Pridobivanje koloidnega srebra
Prvotni postopki pridobivanja koloidnega niso bili ravno poceni. Ob odkritju penicilina leta
1928, je bil mnozi¢en razmah na novo odkritih Stevilnih antibiotikov. Medicina je vso pozornost

posvecala antibiotikom in tako pozabila na koloidno srebro. Ko je medicina ugotovila, da ob
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veliki uporabi antibiotikov se lazje razvijejo odporni rodovi bakterij, je pozornost ponovno

namenila koloidnemu srebru (Gavez, 2014).

Koloidno srebro pridobivajo s pomocjo elektrolize. Med elektrolizo koloidno srebro dodajajo
vodnim molekulam. Z vodnimi molekulami srebro tvori nove molekule, ki so pa izjemno
nestabilne. Ob izpostavljanju moc¢ni svetlobi, molekule razpadejo. Za izdelovanje
utekocinjenega srebra, morata biti srebro in voda visoke Cistosti. Ob necistoti, lahko v raztopini

nastanejo srebrove soli.

Na trzi$€u je srebro kot protimikrobno sredstvo v razli¢nih oblikah. Najveckrat se pojavi kot
tezko topna sol (primer: AgCl in AgNO3), kot nanosrebro v razlicnih dimenzijah, ali pa kot
koloidno srebro. Koloidno srebro in razli¢ni produkti srebrovih soli so stabilne disperzije
oziroma koloidne raztopine. Elementarno srebro, ki je v prahu, je potrebno predhodno
dispergirati v vodi. Med seboj se razlikujejo v koncentracijah srebra ter velikosti delcev, kar

neposredno vpliva na njihovo protimikrobno uc¢inkovitost (Tomsi¢, 2009).

2.1.3 Zdravljenje s koloidnim srebrom
V nasem prostoru koloidno srebro $e ni uradno prijavljeno. Zasledimo lahko govorice 0

njegovih pozitivnih u¢inkih, ampak tako kot vsako zdravilo ima tudi negativne ucinke.

Koloidno srebro je zmozno unidevati organizme, ki povzro¢ajo bolezni. Cloveku je
predstavljeno, kot naravni antibiotik. Pomaga pri tezavah z o¢mi, dihalnimi potmi, s problemi

s kozi, pri boleznih miSi¢no-skeletnega aparata in Zivénega sistema, itd.

Srebrovi ioni ovirajo pridobivanje energije celic bakterij ter gliv, in sicer tako, da prekinejo
njihovo dihalno verigo. Tako celice izbijo teko€ino in elektrolite, se izsusijo in skrcijo. Srebro
vpliva tudi na nukleinske kisline bakterij. Koloidno srebro preprecuje prepis dednih informacij,
ki je potrebna za razmnoZevanje celic. V tkivu, v katerem je prisotno koloidno srebro, pride do
drugacnih delitev celic. Dr. Rober O. Becker je odkril prednost hitrega celjenja tkiv s pomocjo

koloidnega srebra (Pies, 2012).

Za koloidno srebro je znadilno, da ga lahko uporabljamo na razli¢ne nacine. MozZna je tako
zunanja, kot notranja uporaba. Za zunanjo uporabo ga apliciramo pri koznih obolenjih (akne,

bradavice, odprte rane, herpes, luskavica, gliviéne bolezni nog in podobne teZave). Pri tem
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lahko prizadeto mesto oskrbimo s krpico prepojeno s koloidnim srebrom. Lahko uporabimo
metodo povijanja s povoji prepojenimi s koloidnim srebrom. Uporablja se vefinoma pri
odrgninah, urezninah in bradavicah. Z oralnim zauzitjem, je treba uposStevati nasvet, da
koloidnega srebra takoj ne pogoltnemo, temve¢ ga zadrzimo nekaj ¢asa pod jezikom. S tem
dosezemo, da se del koloidnega srebra absorbira skozi ustno sluznico. Oralna uporaba se
priporoca pi napadu parazitov, gliv kvasovk... Za vnetje dlesni, prehladi, obolenja ustne votline
in zrela, je priporoc¢ljivo grganje in spiranje s koloidnim srebrom. Ob ocesnih obolenjih, se
lahko uporabi kot kapljice za o¢i, ob obolenju dihalnih poti pa kot razprsilo. Pri zastrupitvi krvi,

se lahko uporabi intravenozno (http://www.koloidnosrebro.si/content/11-uporaba-koloidnega-

srebra).

Koloidno srebro pa se ne uporablja le v zdravstvu, temve¢ tudi v gospodinjstvu. Moznosti

uporabe v gospodinjstvu so z namenom c¢iS¢enja, pranja, dezinfekcije povrsin, celo

preprecevanja smradu (Pies, 2012).

Zivinorejci imajo pozitivne izkusnje s koloidnim srebrom na Zivalih. Prav tako pa vrtnarji, ki

koloidno srebro razprsijo po listih oz. dodajo vodi za zalivanje.

2.1.4 Nezazeleni stranski uéinki

Pri prekomerni uporabi se lahko pojavijo stranski ucinki. Kot stranski uc¢inek je najbolj
izpostavljena argirija. Nastane zaradi kopicenja srebra v tkivih, pri tem pa pride do sivkasto
modrega obarvanja kolagena koze in nohtov. Argirijo dobimo, ¢e jemljemo zelo visoke
koncentracije koloidnega srebra dalj Casa zapored (ne glede na nacin priprave: kot koloidno,
ion ali kot sol). Stranski u¢inek ne povzroca zdravstvenih okvar, je pa modro sivkasto
obarvanje trajno. V prekomernih koli¢inah, ampak le v redkih primerih naj bi koloidno srebro
povzrocilo poskodbe ledvic in nevroloske tezave. Na splosno lahko povemo, da je zdravljenje
s srebrom zelo koristno, lahko pa za seboj skriva zelo majhno tveganje
(https://system.netsuite.com/core/media/media.nl?id=571&c=35518&h=adc309962d81alfeb6

40& xt=.pdf).
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2.2 Bakterije

Bakterije so enoceli¢ni mikroorganizmi. Gre za prokariontske celice brez pravega celi¢nega
jedra, ki jih uvrs¢amo v kraljestvo cepljivk, kot samostojno sistematsko enoto ob glivah, zivalih
in rastlinah (Strgar, 2002). Bakterije so mikroskopsko majhne, kar pomeni, da jih s prostim
ocesom ne vidimo. Gre za zelo raznoliko skupino organizmov. Veliko izmed njih je patogenih,
kar pomeni, da so sposobne povzrociti bolezen pri gostitelju. Glede na obliko, sestavo, barvanje,
sposobnost razgrajevanja snovi in genotip jih uvr§¢amo v druzine, rodove in vrste (Dragas,

2004).

Bakterije lahko opazujemo v svetlobnem mikroskopu, zaradi lazjega obarvanja jih barvamo.
Barvila so lahko bazi¢na ali kisla, tehnike barvanja pa pozitivne ali negativne — glede na to, ali
obarvamo bakterije ali okolico. NajveCkrat za barvanje uporabimo barvanje po Gramu, na
osnovi €esa lo¢imo Gram pozitivne in Gram negativne bakterije. Pri bakterijah, ki imajo v
celi¢ni steni veliko lipidov in voskov, je potrebno uporabiti barvanje po Ziehlu in Neelsenu
(Dragas, 2004).

Bakterije imajo tri temeljne oblike, in sicer: okrogle — koki, pali¢aste — bacili in spiralne —
spirohete. Koki so obi¢ajno veliki priblizno 1 um, bacili so 2-5 pm dolgi in 0,5-1,0 um Siroki,

spiralne bakterije pa so dolge 5-20 um, debele pa 0,1-0,2 um (Dragas, 2004).

Tipi¢ne bakterije imajo citoplazmo, v kateri je jedru podobna dedna snov. V bakterijski celici
se nahajajo Se ribosomi, celico pa obdaja citoplazemska mrenica (membrana) in debela celi¢na
stena. Bakterije, ki se gibajo, pa imajo tudi bicke ali flagele. Veliko bakterij, predvsem po
Gramu negativne bakterije, ima na povrSini drobne lasaste izrastke — fimbrije, ki jim omogocajo

prilepljanje na sluznice (Draga$, 2004).

Bakterije se razmnoZujejo nespolno s pre¢no razpolovitvijo. Bakterijska populacija raste v
znailni krivulji s Stirimi fazami: faza mirovanja, faza rasti, faza ravnoteZja in faza odmiranja

(Dragas, 2004).

Za rast in razmnozevanje potrebujejo bakterije vodo, anorganske snovi, vire energije, dusika in
ogljika ter dejavnike za rast. Poleg teh dejavnikov sta rast in razmnozevanje odvisna tudi od
koncentracije vodikovih ionov (pH), oksido-redukcijskega potenciala in seveda temperature.
Vecini za ¢loveka skodljivih bakterij je za razvoj najugodnejSe okolje z nevtralnim pH (7,2-

7,6), optimalna temperatura rasti pa je 35-37°C, ¢eprav se lahko razmnozujejo med 26 in 53°C.
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Bakterije iz okolja so ponavadi psihrofilne (imajo rade hladno) in se najbolje razmnoZzujejo pri
15°C, poznamo pa tudi bakterije okolja, ki imajo rade toploto (termofilne bakterije), ki
potrebujejo za rast temperaturo okoli 55°C. Ob gejzirih rastejo nekatere bakterije celo pri

temperaturah do 90°C (Dragas, 2004).

Loc¢imo dve glavni skupini bakterij, glede na to, kakSna hranila uporabljajo za rast. Avtotrofne
bakterije lahko zivijo na anorganskih snoveh in so spodobne same izdelati vse potrebne
sestavine iz preprostih anorganskih molekul. Heterotrofne bakterije pa za obstoj potrebujejo ze
pripravljene organske spojine, ki jih z encimsko razgradnjo razgradijo na manjse molekule, ki
jih nato prenesejo v svojo celico in uporabijo za pridobitev energije ter za svojo rast in razvoj
(Dragas, 2004). Nekatere bakterije zZivijo s kisikom — aerobne, druge pa lahko zivijo deloma ali
popolnoma brez kisika (Strgar, 2002).

.....

polipeptidov, mesni ali kvasni izvlecek, kuhinjska sol, kalijevi in natrijevi fosfati in voda. Za
trdnost gojis¢ dodamo polisaharid agar, ki ga pridobivamo iz morskih alg. V tekoc¢ih ali

.....

tekocino, ali pa se usedejo na dno, kar vidimo kot usedlino (Dragas, 2004).

2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli je bakterija iz rodu Escherichia. Je gibljiva ali negibljiva Gram negativna
bakterija, kar pomeni, da ni sposobna tvorjenja spor. Za uni¢enje bakterije Escherichia coli je
tako dovolj Ze pasterizacija ali prevretje, sterilizacija, ki uniCuje spore, ni potrebna. Raz§irjena
je po vsem svetu. Zivi v vodi, iztrebkih in érevesu vretendarjev (tudi ¢loveka) (Strgar, 2002).
Je pomemben del ¢loveske mikroflore, saj so nujno potrebne za normalno delovanje nase
prebave. Vecina sevov Escherichia coli je nepatogenih, vendar obstajajo sevi, ki povzroc¢ajo

drisko in vnetja sec€il, pri novorojenckih pa lahko povzrocijo neonatalni meningitis (CDC,
2014).

16



- Escherichia coli
0157:H7 %

Janice Haney. Carr. #
€ne

Slika 1: E. coli pod mikroskopom (Vir slike: http://www.bacteriainphotos.com/bacteria%20under%20microscope/gram-
negative%20larger/E.coli%200157%20H7.jpg)

2.2.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus je gram pozitivna aerobna bakterija iz rodu Bacillus. Najdemo jo v zemlji,
zraku, zivalskih in cCloveskih iztrebkih, vodi, mleku, stro¢nicah, senu, volni, v nizkih
koncentracijah pa je pogosto prisotna tudi v surovi, suSeni in kuhani hrani. V neugodnih
razmerah je Bacillus cereus sposoben tvoriti zelo odporne spore, ki brez kakr$nekoli Skode
prenesejo suso in mraz. Za ¢loveka je pogojna patogena. Tvori in izlo¢a dva strupa, emeti¢ni
povzroca bruhanje, diarealni pa drisko. Temperaturni optimum rasti za Bacillus cereus je 28 —

35°C (ZZV, 2013).

Slika 2: Bacillus cereus (Vir slike: http://cdn.phys.org/newman/gfx/news/2013/structuralst.png)
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2.3 Glive

Glive (lat. Fungi) so evkariontski organizmi. Uvr§¢amo jih v posebno kraljestvo. Najdemo jih
v vodi, zemlji in zraku. So pa tudi del normalne flore pri ljudeh in zivalih. So heterotrofni
organizmi, saj je njihova rast odvisna od organsko vezanega ogljika. Kraljestvo gliv delimo na
Stiri debla, glede na to, kako tvorijo spolne spore: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota
in Basidiomycota. Poznamo pa niZje glive (plesni, kvasovke) ter vi§je glive (npr. gobe). Glive
uspevajo pocasneje od bakterij. Zmozne so rasti tudi pri nizjih pH vrednostih. Vecina gliv ni

patogenih, so pa pri nekaterih glivah spore zelo odporne. (Resnik, 2010)

2.3.1 Kvasovke

Kvasovke so enoceli¢ni organizmi, ki jih uvr§¢amo pod najenostavnejSe evkarionte, pod
kraljestvo gliv. Tako kot je znacdilno za evkarionte, imajo prisotno jedro, mitohondrije,
endoplazmatski retikulum, golgijev aparat, vakuole, mikrotelesa in sekretorne vezikle. Spadajo
pod netaksonomsko kategorijo gliv, za njih je znacilno, da so zaprtotrosnice. Definirana so
glede na morfoloske in fizioloske znacilnosti. Razmnozujejo se s cepitvijo ali z brstenjem.
Pripadajo dvema glavnima taksonoma in sicer Ascomycotina in Basidiomycotina. (Raspor,
1996).

Za njih je znacilno, da so fakultativni anaerobi. To pomeni, da kadar imajo na voljo Kisik,
presnavljajo sladkor (glukozo) z aerobnim celicnim dihanjem. Sladkor za¢nejo presnavljati

anaerobno, ko jim zmanjka kisika — z alkoholnim vrenjem. (Vicar, 2011)
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Slika 3: Prikaz alkoholnega vrenja, kot poteka v citoplazmi kvasovk, s pomocjo njihovih encimov (lasten vir)

Slika 1:Prikaz alkoholnega vrenja, kot poteka v citoplazmi kvasovk, s pomocjo njihovih
encimov (vir slike:
http://www.druga.org/Video/kemija/KemijalnHrana/DelovniListi/Dijake/DelovanjeKvasovk/i
ndex.html)

Kvasovke se delijo na prave in neprave kvasovke. Za neprave kvasovke je znacilno, da imajo
samo nespolni nacin razmnozevanja. K nepravim kvasovkam uvr§€amo rodove: Candida,

Rhodotorula, Torulopsis in vinske kvasovke.

Prednost kvasovk, v primerjavi s kompleksnejSimi gostitelji (npr. sesalske celice) je v tem, da
so enostavnejSe, njihova zgradba je veliko manj kompleksnejSa, njithova gojenje pa je cenejSe.
Tudi samo njihovo poznavanje je veliko boljse od kompleksnejsih gostiteljev. (Stagoj, M.,
Podobnik, M., 2006)

2.3.2 Kvasovka Saccharomyces cerevisiae

Kvasovka vrste Saccharomyces cerevisiae je enoceli¢ni mikroorganizem iz kraljestva gliv.
Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je bolj poznana kot pekovska ali pivska kvasovka. Je tudi
najbolj preucevan evkariontski mikroorganizem. Zapisi pri¢ajo,da naj bi bila uporabljena Ze

leta 6000 pr. n. §t. pri varjenju piva v Sumeriji in Babilonu. (Feldman, 2005; Finzgar 2012)

Zaradi svojih lastnosti igra pomembno vlogo pri spoznavanju genetike. Njena rast je zelo hitra,

saj potrebuje 90 minut (ponekod omenjeno 80 minut). Pivska kvasovka zdruzuje lastnosti
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2006)

Je zmozna fermentacije sladkorja. To lastnost ze dolgo let uporabljajo pri proizvodnji
alkoholnih pija¢ (npr. vino, pivo), prehrani (npr. kruh) in medicinski uporabi (npr. antibiotiki
in encimi). (Kavanagh, 2005; Finzgar, 2012)

.....

takSnih kolonijah gladek, zna pa se zgoditi, da je kolonija popkasto oblikovana. Kolonije imajo
rahlo pigmentacijo- kremne barve (Walker, 2009; Finzgar, 2012) V tekofem gojisc¢u lahko

opazimo sedimentacijo.

CBS 1171

Slika 1: Kolonije in oblika celic S. cerevisiae (Pitt in Hocking, 1999; CBS baza podatkov).

A: kolonija na MEA, B, C: celice kolonije razli¢ne povecave, D: aski in askospore

Slika 4:Kolonije in oblika Saccharomyces cerevisiae (vir: http://www.dlib.si/details/fURN:NBN:SI:doc-4ZE093SV/ )

2.4 Mitoza

Mitoza je celi¢na delitev, pri kateri se dedna snov materinske celice porazdeli med hcerinski
celici, tako da ima vsaka od njiju enake dedne informacije. Hcerinski celici sta tako genetsko
enaki materinski — pravimo, da sta njena klona. Mitoza omogo¢a mnogoceli¢arjem rast in
obnovo poskodovanega tkiva ali izgubljenih delov telesa, enoceliCarjem pa nespolno

razmnozevanje (Strgar, 2002). Celoten celi¢ni cikel pa poleg mitoze zajema Se interfazo:
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1. Interfaza je stanje, v katerem se jedro celice nahaja med dvema delitvama. Kromosomi
takrat niso vidni. V ¢asu interfaze se kromatin v jedru zbije v kromatinske nitke, dedni
material (DNK) v celici pa se podvoji (Strgar, 2002).

2. Mitoza poteka neprekinjeno v Stirih stopnjah:

a. profaza: delimo jo na zgodnjo, srednjo in pozno, ki jo imenujemo prometafaza.
V profazi se dolge tanke niti (kromatin) spiralizirajo v krajSe in debelejSe
kromosome. V celicah, ki imajo centriole, se Stevilo le-teh podvoji, nato pa se
podvojeni centrioli pomaknejo proti poloma. V citoplazmi, v okolici centriolov
zacnejo nastajati mikrotubuli nastajajocega delitvenega vretena, jedrni ovoj in
jedrce pa se razgradita (Svarog, 2013).

b. metafaza: niti delitvenega vretena med poloma in centromeri kromosomov so
popolnoma izoblikovana. Te niti nato povlecejo kromosome na ekvatorialno
ravnino celice. V metafazi so kromosomi najdebelejsi in hkrati najkrajsi, zato
jih takrat najlazje opazujemo (Svarog, 2013).

c. anafaza: delimo jo na zgodnjo in pozno. V ¢asu zgodnje anafaze se pri¢neta
kromatidi v centromeru locevati ena od druge. V pozni anafazi pa pri¢nejo iz
dvokromatidnih kromosomov nastajati enokromatidni. Niti delitvenega vretena
te kromosome nato povlecejo iz ekvatorialne ravnine proti poloma celice
(Svarog, 2013).

d. telofaza: pri¢ne se, ko se vsi kromosomi zberejo na polih. Takrat se delitveno
vreteno razgradi, spet se pojavi jedrce in pri¢ne se oblikovati jedrni ovoj celice.
Kromosomi se despiralizirajo (odvijejo in stanj$ajo), zato jih pod svetlobnim
mikroskopom ne moremo vec videti (Svarog, 2013).

3. Delitev citoplazme se konc¢a ze v zadnji stopnji mitoze, telofazi, kar pomeni, da je ob
koncani delitvi jedra materinske celice tudi citoplazma Ze razdeljena. S tem sta nastali

dve hcerinski celici (Svarog, 2013).
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Slika 5: Interfaza in faze mitoze (vir slike: http://svet-biologije.com/biologija/biologija-celije/biljna-celija/amitoza-i-mitoza/)

2.5 Metode za doloc¢anje protimikrobne aktivnosti

2.5.1 Metoda difuzije v trdnem gojiScu z diski

Metoda difuzije v trdem gojiS€u z diski je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod za
ugotavljanje protimikrobne aktivnosti dolo¢ene snovi (Woods, 1999, povzeto po Arzensek,
2009). Pri tej metodi razvrs¢amo mikroorganizme na obcutljive, srednje obcutljive ali odporne
na antimikrobne snovi. Na gojis¢e najprej nacepimo kulturo Zelenega mikroorganizma, nato pa
na gojisce polozimo filter papircke — diske, prepojene s testirano antimikrobno snovjo. Snov iz
diskov zaradi koncentracijskega gradienta difundira v gojis€e, vendar koncentracija snovi z
oddaljenostjo od diska pada. Ce testirana snov deluje antimikrobno, potem mikroorganizmi v

obmocju okoli diskov ne rastejo. (Woods, 1999, povzeto po Krznar, 2010).

2.5.2 Dolocevanje opticne gostote v tekocem gojiscu

S pomocjo merjenja Stevilcnosti bakterij z merjenjem opti¢ne gostote pri valovni dolzini 600
nm lahko ugotovimo, ali koloidno zavira rast bakterij in gliv. Pri tem je intenziteta prepus¢ene
svetlobe skozi suspenzijo odvisna od koncentracije celic v merjeni suspenziji. Vecja kot je

vrednost optiéne gostote, manj celic je v suspenziji (Vigil, 2005, povzeto po Zelko, 2010). Ta
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metoda je enostavna, dokaj hitra in ponovljiva metoda, zato jo uporabljajo Stevilne raziskovalci.
Pomembno je, da opti¢na gostota raztopine ni prevelika, saj v tem primeru pride do odstopanja
od linearne zveze med opti¢no gostoto in Stevilom organizmov v raztopini. V primeru, da je

opticna gostota vis§ja od 0,5, je potrebno raztopino razredciti (Koch, 1994, povzeto po Pohar,
2006).

2.5.3 Metoda razredcevanja v tekocem gojiScu

Pri tej metodi uporabljamo tekoce gojisce za mikroorganizme (YEPD za glive in brainheart za
bakterije). Gojis¢ema dodajamo razlicne koncentracije koloidnega srebra in testirane
mikroorganizme (glivo Saccharomyces cerevisiae ter bakteriji Bacillus cereus in Escherichia
coli). Vse to nanaSamo v zelo majhnih koli¢inah z avtomatsko pipeto na sterilni mikrotiterski
plosci. Po inkubaciji dodamo ustrezen indikator in z njegovo pomocjo ugotavljamo, ali so Se
vedno prisotni mikroorganizmi. Na ta nacin lahko dolo¢imo minimalne inhibitorne (MIC) in
minimalne bactericide/fungicidne (MBC/MFC) koncentracije protimikrobih snovi (Tumpa,
2013).

“MIC je minimalna inhibitorna koncentracija (v slovenscini= MIK), to je najniZja koncentracija
dolocenega protimikrobnega sredstva (pri nas koloidnega srebra), ki Se zavira rast

preiskovanega mikroorganizma. (Onawunmi, 1989)”.

“MBC je najnizja koncentracija, pri kateri po precepljanju na svezZe gojis¢e ne opazimo rasti.
Oziroma je najniZja koncentracija potimikrobne snovi, pri kateri po 24-urni inkubaciji prezivi

0,1% bakterij (Cannilac in Mourey, 2010; Arzensek, 2009)”.

Rezultati so bili glede na pri¢akovanja, tako da je metoda uspela. Metoda pa je zelo prirocna za
doloCevanje natan¢nih vrednosti koncentracije, potrebne za inhibicijo ali unicenje

mikroorganizmov. Metoda je lahko izvedljiva, fleksibilna in dobro ponovljiva.

Metoda je zelo priro¢na za doloCevanje natancnih vrednosti koncentracije, potrebne za
inhibicijo ali unienje mikroorganizmov. Metoda je lahko izvedljiva, fleksibilna in dobro

ponovljiva (Trumpak, 2013).

2.5.4 Cebulni test
Cebulni ali Allium test je test, s katerim ugotavljamo toksi¢nost snovi v zra¢nih, vodnih in

kopenskih ekosistemih. Razkriva celosten vpliv snovi na rast ¢ebule, pogled na celi¢ni nivo oz.
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pregledovanje kromosomov v njej pa nam pokaze, kako dolo¢ena snov vpliva na celi¢ne delitve

in kromosome v celici (Firbas, 2010). Cebulni test izvajamo v treh stopnjah:

. Allium generalni toksi¢ni test — ta metoda je precej lahka in enostavna, temelji na
razli¢no hitri rasti in dolzini korenin testnih rastlin mlade ¢ebule v dolo¢eni snovi. Odzivnost
¢ebule na dolzino korenin imenujemo splosna toksi¢nost. DaljSe kot so korenine, manjsa je

splo$na strupenost (Firbas, 2010).

. Allium anafazno-telofazni genotoksi¢ni test daje podatke o celi¢ni delitvi (mitozi) in
posledicah motenj v mitozi sami. Morebitne poskodbe se najbolje pokazejo v anafazi in telofazi
celicne delitve. Toksi¢ni ucinki se odrazajo v celi¢ni smrtnosti, genotoksi¢ni pa v poSkodbah
kromatina — anafazni most in fragmenti kromosomov, izgubljen kromosom, c-mitoza, itd
(Firbas, 2010).

. Allium metafazni genotoksicni test je test za ugotavljanje splosne celi¢ne toksi¢nosti in
ravni genotoksicnosti. Z njim ugotavljamo predvsem razli¢ne poskodbe kromosomov, ki so

posledica vnosa strupenih snovi v okolje (Firbas, 2010).

V raziskovalni nalogi smo izvajali Allium generalni toksi¢ni in pa Allium anafazno-telofazni

genotoksic¢ni test.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 Priprava gojis¢
3.1.1 YEPD-optimalno gojisce za kvasovke
3.1.1.1 Kemikalije

o kvasni ekstrakt (Fluka),

e pepton (Fluka),

e glukoza (Fluka).

3.1.2.2 Laboratorijske aparature
e tehtnica (Kern),
e avtoklav (CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg)).

3.1.1.3 Laboratorijski pribor
e (ase (50mL, 100mL, 250mL in 500mL),
e merilni valji (50mL).

Gojisce pripravimo po postopku, ki ga je opisal Atlas (1993, povzeto po Pohar, 2006)

e Kvasni ekstrakt 59

e Pepton 10g

e D-glukoza 109

e Destilirana voda do 500 mL

Zatehtane sestavine smo raztopili v 400 mL destilirane vode in dolili vodo do 500 mL. Gojisce

smo avtoklavirali 15 minut pri 121°C.

3.1.2 Brainheart (BHI)-optimalno gojis¢e za bakterije

3.1.2.1 Kemikalije
e Brainheart

3.1.2.2 Laboratorijske aparature

e tehtnica (Kern),
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e avtoklav (CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg)).

3.1.2.3 Laboratorijski pribor
e (Casa (500mL),
e steklena palcka,

e merilni valj (50mL).

Odtehtali smo 11,1 g ze pripravljenega BHI in ga zmesali s 300 mL vode. Nato smo zelo dobro

premesali s stekleno palcko. Gojis¢e smo avtoklavirali.

3.2 Priprava prekono¢ne kulture kvasovk in bakterij
V epruveto s 7 mL sterilnega medija YEPD smo asepti¢no prenesli kvasovke. Nato smo dobro

pretresli in inkubirali pri sobni temperaturi preko noci.

V epruveto s 7 mL sterilnega medija BHI smo asepti¢no eno kolonijo bakterije E. coli oziroma

Bacillus cereus, dobro pretresli in inkubirali pri temperaturi 37°C preko noci.
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3.3 Priprava standardne raztopine

Tabela 1: Priprava standardne raztopine

Standardna raztopina Destilirana voda (do 25 mL)
50 ppm iz 65 ppm odpipetiramo 5,77 mL
19,23 mL

40 ppm iz 50 ppm odpipetiramo 5mL
20,20 mL

30 ppm iz 40 ppm odpipetiramo 6,25 mL
18,75 mL

20 ppm iz 30 ppm odpipetiramo 8,33 mL
16,67 mL

10 ppm iz 65 ppm odpipetiramo 21,15 mL
3,85 mL

3.2 Material

3.2.1 Metoda difuzije v trdnem gojiscu z diski

3.2.1.1 Delovni mikroorganizem

V poskusu smo uporabili prekono¢no kulturo bakterij Escherichia coli in Bacillus cereus, ki ju

hranimo v Solskem laboratoriju.

3.1.1.2 Osnovni material

e petrijevke s sterilnim hranilnim agarjem.

3.1.1.3 Kemikalije
e koloidno srebro 65-70ppm (drustvo Vivere),
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alkohol.

3.1.1.4 Laboratorijske aparature

Gorilnik (Campingaz).

3.1.2.5 Laboratorijski pribor

spatula Drigalski,
filter papircki — diski,
bakterioloska zanka,

avtomatske pipete s pripadajoc¢imi nastavki - LLG Micropipette (10-100 uL, 1-10mL).

3.1.2 Dolocevanje opti¢ne gostote

3.2.2.1 Delovni mikroorganizem

V poskusu smo uporabili sev bakterij Bacillus cereus in Escherichia coli in glive kvasovke.

3.1.2.2 Kemikalije

e Koloidno srebro 65-70 ppm (drustvo Vivere).

3.1.2.3 Laboratorijske aparature

spektrofotometer UV/VIS (Vernier),

prenosni racunalnik z raCunalniskim programom Logger Pro,
e avtoklav (CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg),

e stresalnik za epruvete (vortex) RS-VA10 (Phoenix),

e gorilnik (Campingaz),

e inkubator (Binder).

3.1.2.4 Laboratorijski pribor

e 060 epruvet (18x100 mm),

e avtomatske pipete s pripadajo¢imi nastavki - LLG Micropipette (10-100 pL, 1-10mL),

28



e Kkivete (Ratiolab, 27110).

3.2.3 Metoda razredcevanja v tekocem gojis¢u na mikrotitrski plosci

3.2.3.1 Delovni mikroorganizem

V poskusu smo uporabili sev bakterij Bacillus cereus in Escherichia coli in glive kvasovke.

3.2.3.2 Osnovni material

e mikrotitrska plosce s 96 luknjicami.

3.2.3.3 Kemikalije
e Koloidno srebro 65-70 ppm (drustvo Vivere),
e Indikator iodonitrotetrazolium vijoli¢no (Sigma-Aldrich).

3.2.3.4 Laboratorijske aparature
e avtoklav (CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg),
e stresalnik za epruvete (vortex) RS-VAL0 (Phoenix),
e gorilnik (Campingaz),
e inkubator (Binder).

3.2.3.5 Laboratorijski pribor
e laboratorijske rokavice (NITRIL),
e avtomatske pipete s pripadajo¢imi nastavki - LLG Micropipette (100-1000 uL, 10-100
uL, 1-10mL),
e avtomatska pipeta Transferpette S (100-1000 pnL).

3.1.4 Cebulni test

3.2.4.1 Delovni mikroorganizem

V poskusu smo uporabljali ¢ebulice Allium cepa, premer 1,5 -2 cm.
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3.1.4.2 Kemikalije

e Dbarvilo karmin ocet,

e destilirana voda,

e koloidno srebro 20-25ppm, 110 ml (drustvo Vivere),
e koloidno srebro 65-70ppm, 110 ml (drustvo Vivere).

3.1.4.3 Laboratorijske aparature
e gorilnik (Campingaz),
e mikroskop (Leica, ICC 50).

3.1.4.4 Laboratorijski pribor
e cpruvete (volumen: 11 mL 18x100 mm),
e ravnilo,

e pribor za mikroskopiranje.

3.2 Metode dela

3.2.1 Metoda difuzije v trdnem gojiscu z diski

Ob ognju smo z avtomatsko pipeto iz prekono¢ne kulture odpipetirali 200 puL bakterijske
suspenzije in jo nanesli na ploSco sterilnega agarja. Spatulo smo potopili v alkohol in jo nad
gorilnim obZgali. Z njo smo razmazali suspenzijo bakterij enakomerno po gojiscu. Petrijevko
smo pustili v blizini ognja, da se je povrSina posusila. S sterilno pinceto smo prijeli sterilne
diske in jih namocili v koloidno srebro koncentracije 65-70 ppm, nato pa na eno plosco

enakomerno nanesli Stiri namocene diske. Petrijevke smo zaprli in jih 24 ur inkubirali pri 37°C.

3.2.2 Dolocevanje opti¢ne gostote

Prvi dan poskusa smo v epruvete s 7 pL sterilnega gojis¢a YEPD za kvasovke oz. BHI za
bakterije asepti¢no nacepili po 100 uL prekono¢ne kulture kvasok/Escherichia coli/ Bacillus
cereus in dobro premesali z vorteksom. Pri bakterijah smo naredili 10 ponovitev, pri kvasovkah
pa 9. V vsako epruveto smo s pomocjo avtomatskih pipet dodali Se 10 mL koloidnega srebra

koncentracije 60-75 ppm.
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Nastavili smo tudi tri kontrole po 10 ponovitev (pri kvasovkah 9), kjer je ena epruveta vsebovala

7 mL gojis¢a (pri kvasovkah YEPD, pri bakterijah pa HBI), 100 pL prekonocne kulture

(kvasovk oziroma Escherichia coli oziroma Bacillus cereus), ni pa vsebovala koncentracije

koloidnega srebra.

Epruvete s kvasovkami smo pustili na sobni temperaturi za 24 ur, epruvete z bakterijami pa

smo inkubirali 2 dni pri temperaturi 37°C.

Suspenzijo smo po preteCenem casu rahlo premesali, nato pa jo prelili v kiveto in s

spektrofotometrom izmerili opti¢no gostoto pri valovni dolzini 600 nm. Spektrofotometer smo

predhodno umerili na tekoce gojis¢e YEPD za glive oz. BHI za bakterije.

Tabela 2: Prikaz materiala, ki ga potrebujemo za nastavitev poskusa za kvasovke

Za 1 epruveto | Kontrola Vse skupaj
potrebujemo
(10 epruvet)
1 mL koncentracije / 10 mL
65 ppm koloidnega koloidnega
srebra srebra
(10) + kontrola
7 mL gojis¢a YEPD | 70 ml gojisca | 140 mL
YEPD gojisca
YEPD
(10)
100 pL prekonocne | 1000 uL | 2000 pL
kulture kvasovk prekonoc¢ne prekonoc¢ne
kulture kvasovk | kulture
kvasovk
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Tabela 3: Prikaz materiala, ki ga potrebujemo za nastavitev poskusa za bakterije

Za 1 epruveto potrebujemo Kontrola Vse
skupaj
(10 epruvet)
E. coli B. cereus E. coli B. cereus
1 mL |1 mL 20 mL E. coli
koncentracije koncentracije koloidneg
65 ppm | 65 ppm a srebra
koloidnega koloidnega / /
srebra srebra (10)
7 mL gojis¢a [ 7 mL gojis¢a | 70 ml 70ml {280 mL + kontrola
BHI BHI gojisca gojiséa | gojisca
YEPD YEPD | YEPD
(10)
B. cereus
100 uL | 100 uL | 1000 pL | 1000 pL | 4000 uL
prekonoc¢ne prekonoc¢ne prekono¢ | prekono¢ | prekonoc
kulture E. coli | kulture ne kulture | ne kulture | ne kulture (10)
kvasovk B. | kvasovk | kvasovk | kvasovk
cereus + kontrola
(10)

3.2.3 Metoda razredcevanja v tekocem gojiS¢u na mikrotitrski plosci

.....

Saccharomyces cerevisiae)

Vzeli smo sterilno mikrotitersko plosco s 96 luknjicami. V prvih 6 stolpcev smo z avtomatsko
pipeto dodali 200 pL steriliziranega YEPD tekocCega gojisca (za glive). V nadaljevanju smo v
vsako luknjico dodali po 5 pL suspenzije prekonocne kulture kvasovk. Nato smo dodali razli¢ne

koncentracije koloidnega srebra. Razlicne koncentracije koloidnega srebra smo dobili s
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pripravo standardne raztopine opisane v zacetku tretjega poglavju. V stolpec Stevila 1 smo
dodali 100 pL koncentracije 65 ppm koloidnega srebra. V preostale stolpce smo pa dodali
razliéne 100 pL koncentracije koloidnega srebra (koncentracije: 50 ppm-10ppm). Nato smo

mikrotitrsko plos¢o pokrili ter inkubirali 3 ure pri 28°C.

3.2.3.2 Metoda razredcCevanja v tekoCem gojis¢i na mikrotitrski ploS¢i pri bakterijah
(Escherichia coli in Bacillus cereus)

Vzeli smo sterilno mikrotitersko plos¢o s 96 luknjicami. Oznacili smo jo na polovico, saj v
prvih 6 stolpcev bomo dodali Escherichia coli, v preostale stolpce pa Bacillus cereus. V vseh
12 stolpcev smo z avtomatsko pipeto dodali 200 pL steriliziranega BHI (brainheart) tekocega
gojisca (za bakterije). V nadaljevanju smo v vsako luknjico s kljucno Sestim stolpcem dodali
po 5 uL Escherichia coli. V preostale pa 5 pL Bacillus cereus. Nato smo dodali razli¢ne
koncentracije koloidnega srebra. Razli¢ne koncentracije koloidnega srebra smo dobili s
pripravo standardne raztopine opisane v zacetku tretjega poglavja. V prvi stolpec smo nanesli
koncentracijo 65 ppm koloidnega srebra (v preostale luknjice pa vedno manjSe koncentracije:
50-10 ppm). Enako smo ponovili za Bacillus cereus. Nato smo mikrotiterska plosc¢o pokrili ter

inkubirali 3 ure pri 37°C.

SEEEEE I FEEE G E )
APRODORINTH OO @ -gojisce BHI
BOPOOPRNNOLPBOSS® « -5yl E. coli
C@’@@@@@@@@@@@ * =5yl Bacillus cereus
PRPIRIPIOCRAOPPR®®
EPe@gaoooveeadad®

FOQP BRSSP

G H kolona: KONTROLA - brez koloidnega srebra
HeooaetloRnado@ e

Escherichia coli Bacillus cereus

Slika 6. Prikaz mikrotitrske plosce za Escherichio Coli in Bacillus cereus (lastni vir)

V 1in 7 stolpec koncentracija: 65 ppm koloidnega srebra

V 2 in 8 stolpec koncentracija: 50 ppm koloidnega srebra

V 3 in 9 stolpec koncentracija: 40 ppm koloidnega srebra

V 4 in 10 stolpec koncentracija: 30 ppm koloidnega srebra
V 5in 11 stolpec koncentracija: 20 ppm koloidnega srebra
V 6 in 12 stolpec koncentracija: 10 ppm koloidnega srebra
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Nastavitev kontrole

Ponovimo enako metodo, s tem da ne dodamo razli¢nih koncentracij koloidnega srebra. Pri
dodajanju indikatorja iodonitrotetrazolium vijol¢éno mora priti do spremembe barve. S tem smo
se prepricali, da ima res koloidno srebro ucinek na delovanje metabolnih poti posameznih

mikroorganizmov.

Po koncani inkubaciji smo v vsako luknjico dodali po 30 pL indikatorja iodonitrotetrazolium
vijoli¢no, s katerim zaznavamo metabolno aktivnost preiskovanih organizmov. Med celi¢nim
dihanjem se namre¢ tvori NADH — H*, ki reagira z indikatorjem. Pri tem pride do spremembe
barve indikatorja: iz rumene barve se spremeni v rdeco barvo. Sprememba barve torej pomeni
metabolno aktivnost mikroorganizma. Ce se barva ne spremeni, je koloidno srebro reagiralo ter
tako popolnoma preprecilo metabolizem mikroorganizma. Za vsako koncentracijo koloidnega

srebra smo naredili 4-5 ponovitev.

3.2.4 Cebulni test

Cebulni test smo izvajali pri 20-25 ppm in 65-70 ppm koncentriranem koloidnem srebru. Da bi
lahko ugotovili, kakSen vpliv ima koloidno srebro na rast in celi¢no delitev celic cebule Allium
cepa, smo naredili Se kontrolo v destilirani vodi. Suhe liste cebulice smo pred izvedbo poskusa
olupili, pri tem smo pazili, da nismo poSkodovali koreninskega obroca. Poskus smo izvajali na
sobni temperaturi, stran od direktne son¢ne svetlobe. Za vsako testirano tekocino smo vzeli 11
epruvet in vsako epruveto napolnili do vrha in nanje namestili ¢ebulice. Drugi dan poskusa
smo, kjer je bilo potrebno, nadomestili tekocino, ki je izhlapela z destilirano vodo. Tretji dan
smo izloc¢ili epruveti s ¢ebulicama, ki imata najkrajSe oz. najdaljSe korenine, nato pa vsaki
&ebulici odrezali po eno koreninico in jo za 24 ur dali v fiksativ. Cetrti dan smo fotografirali in
izmerili dolzino najdaljSe koreninice za vsako cebulico, prav tako pa smo pripravili tudi

mikroskopske preparate za opazovanje faz mitoze.

Za opazovanje faz mitoze pod mikroskopom smo tretji dan poskusa odrezali 2-3mm dolge
koreninice Cebule in jih za 24 ur dal v epruveto s fiksativom (etanol-ledocetno Kislino).
Naslednji dan smo fiksativ odlili in dolili 1-2 ml barvila karmin ocet in vse skupaj segrevali na
zmernem ognju 3-4 minute, da je barvilo rahlo zavrelo. Barvanje smo po 3-4 minutah prekinili

in odlili barvilo. Posami¢ne koreninice smo nato prenesli na objektno stekelce in dodali kapljico
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barvila karmin ocet. Koreninske vr§i¢ke smo pristrigli na dolzino 2mm, preostanek pa zavrgli.
Vrsicke smo pokrili s krovnim steklom in papirnato brisao in jih s pomocjo tope konice
svin¢nika meckali, da je nastala kaSasta meSanica in da so se celice razporedile v eno plast.

Mikroskopski preparat smo na koncu nekajkrat previdno potegnili ¢ez plamen.

Za vsako testno tekocino smo pregledali 5 vrSickov razliénih €ebulic, iz njih naredili 5
preparatov in v vsakem pregledali po 200 celic, jim dolocili fazo celi¢nega cikla, zabelezili

Stevilo anomalij in s pomo¢jo dobljenih podatkov izra¢unali mitotski in metafazni indeks.

Enacba za izracun mitotskega indeksa:

(P+M+A+T)

MITOTSKI INDEKS = X 100

P — profaza, M — metafaza, A — anafaza, T — telofaza

N — stevilo vseh celic

4 REZULTATI

4.1 Metoda difuzije v trdnem gojiS¢u z diski
Po 24 urah inkubiranja ni bilo vidnih inhibicijskih con, kar lahko vidimo tudi na sliki 5. Tudi

po 48 urah inhibicijske cone niso bile vidne.

Slika 7: Difuzijski antibiogram brez vidnih inhibicijskih con (Bacillus cereus) (lasten vir)
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4.2 Metoda razredc¢evanja v tekoem gojis¢u na mikrotitrski plosci

Pri vseh treh preiskovanih mikroorganizmih smo preucevali MIC ter pri bakterijah Se MBC in pri glivah

MFC.

Tabela 4: Vrednosti MIC/MBC/MFC (ppm)

Testni mikroorganizem Vrednost MIC (ppm)  Vrednost MBC (ppm)  Vrednost MFC (ppm)

S. cerevisiae 20 - 30
E.coli 50 65 -
B. cereus 40 50 -

70

&

m 5. cerevisiae
W E.coli

m B cereus

Koncentracija koloidnega srebra (ppm)

Vrednost MIC [ppm) Vrednost MBC [ppm) Vrednost MFC [{ppm)

Graf 1: Graficni prikaz vrednosti MIC/MBC/MFC (ppm)
Iz rezultatov lahko vidimo, da sta Bacillus cereus in Escherichia coli, kot predstavnika
prokariontov, manj dovzetna na koloidno srebro, kot pa kvasovke, predstavnice evkariontov.
Pri kvasovkah Ze pri 20 ppm koncentraciji koloidnega srebra ni prislo do velike spremembe
obarvanja indikatorja, kar pomeni, da je koloidno srebro delovalo Ze pri majhni koncentraciji

koloidnega srebra.
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Slika 8: Mikrotitrska plosca z vidnimi obarvanji indikatorja, A: BATERIJE, B: GLIVE (lastni vir)

4.3 Dolocevanje opti¢ne gostote

Tabela 5: Povprecne virednosti OD testnih organizmov s standardnimi odkloni in oceno Stevilénosti celic

E. coli z E. coli B.cereusz B.cereus S. cerevisiae S. cerevisiae
dodanim  kontrola  dodanim kontrola z dodanim kontrola
koloidnim koloidnim koloidnim
srebrom srebrom srebrom
Povprecna 0,87 0,96 0,88 0,95 0,087 0,88
vrednost
ODsoo
Standardni  +0,12 +0,03 +0,04 +0,02 +0,07 +0,02
odklon
Ocena 6,96 x 108 7,68 x10% 7,04x10® 7,60 x 108 6,96 x 108 7,04 x 108
stevilénosti
celic/mL
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0,8
0,6
0,4
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E.coliz E. coli B.cereusz B.cereus Kvasovkez Kvasovke
dodanim kontrola dodanim kontrola dodanim kontrola
koloidnim koloidnim koloidnim
srebrom srebrom srebrom

Graf 2: Opticna gostota bakterij in gliv v epruvetah s koloidnim srebrom in brez

4.4 Cebulni test

| )
|, - ,,,' ) I S .

Slika 9: Cebulice v destilirani vodi (lasten vir)

Slika 11: Cebulice v koloidnem srebru 65-10 pm (Iastnih\;ir)
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Graf 3: Povprecna dolzina koreninic v destilirani vodi, koloidnem srebru 20-25 ppm in 65-70 ppm

Tabela 6: Povprecna dolzina koreninic s standardnimi odkloni

Destilirana Koloidno srebro 20-25 ppm  Koloidno srebro 65-70 ppm
... wvwd
Dolzina (mm) 32,3 11,4 3,3
Standardni 9,0 5,0 2,7
odklon

Tabela 7: Stevilo celic v posamezni fazi celicnega cikla

Interfaza 914 964 982
Profaza 53 10 11
Metafaza 14 12 3
Anafaza 5 8 3
Telofaza 14 6 1
Vseh prestetih celic 1000 1000 1000
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M interfaza
M Profaza
W Metafaza
[/Anafaza
M Telofaza

Graf 4: Stevilo celic v posamezni fazi celicnega cikla (destilirana voda)

M interfaza
M Profaza
[ Metafaza
[Tl Anafaza
M Telofaza

Graf 5: Stevilo celic v posamezni fazi celicnega cikla (koloidno srebro 20-25 ppm)
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Graf 6: Stevilo celic v posamezni fazi celicnega cikla (koloidno srebro 65-70 ppm)

Mitotski indeks za celice koreninskih vrSickov Cebulic, ki so bile namocene v destilirani vodi:

_ 53+14+5+14
Ml = o * 100
MI =8,6 %

Mitotski indeks za celice koreninskih vrSi¢kov €ebulic, ki so bile namocene v 20-25 ppm

koncentriranem koloidnem srebru:

_9+11+8+6
MI = —0* 100
Ml= 34%

Mitotski indeks za celice koreninskih vrs$i¢kov ¢ebulic, ki so bile namocéene v 65-70 ppm

koncentriranem koloidnem srebru:

_ 11+3+3+1
MI = — o0 ¥ 100
MI=18%
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Tabela 8: : Cas gojenja, povprecna dolzina korenin in mitotski indeks za celice, namocene v doloceno tekocino

Tekocina Cas gojenja  Povpreéna Mitotski indeks
(ure) dolzina korenin (%0)
¢ebulice (mm)
Destilirana voda-kontrola 72 32,3 8,6
Koloidno srebro 20-25 ppm 72 11,4 3,4
Koloidno srebro 65-70 ppm 72 g 18

Med opazovanjem celic smo poleg normalnih faz celicnega cikla opazili tudi Stevilne anomalije.

Slika 12:Pozna profaza, kontrola,1000x povecava (lastni vir)  Slika 13:Anafaza z nekaterimi nerazdvojenimi kromatidami
kromosomov, koloidno srebro 65-70 ppm, 400x povecava
(lastni vir)

Slika 14: Anafazni mosticki, koloidno srebro 20-25 ppm, Slika 15: Metafaza, koloidno srebro 20-25 ppm, 1000x povecava,
1000x povecava (lastni vir) (lastni vir)
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Slika 16:Profaza, koloidno srebro 20-25 ppm, Slika 17: Profaza in telofaza, koloidno srebro 20-25 ppm,
1000x povecava (lastni vir) 1000x povecava (lastni vir)

Slika 18: Anafazni mosticek, metafaza, telofaza, koloidno srebro 20-25 ppm, 400x povecava (lastni vir)

5 RAZPRAVA

5.1 Metoda difuzije v trdnem gojiscu z diski

Hipoteza 1 je zavrzena, saj z metodo difuzije v trdem gojis¢u nismo uspeli dokazati
antimikrobnega delovanja na nobeno izmed bakterij, saj so se bakterije (Escherichia coli in
Bacillus cereus) razmnozevale neovirano okoli diskov, prepojenih s koloidnim srebrom, in
inhibicijske cone se niso pojavile. MoZen razlog, da ni bilo inhibicijskih con je ta, da koloidno
srebro ni uspesno difundiralo iz diskov v gojisc¢e. Predvidevamo, da koloidnemu srebru ne

ustreza gost medij-agar. Za vec¢jo zanesljivost bi morali poskus ponoviti.
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5.2 Dolocevanje opti¢ne gostote v tekoem gojiScu

Vpliv koloidnega srebra na delitev celic bakterij in gliv smo ugotavljali s primerjavo opticne
gostote pri valovni dolzini 600 nm med bakterijami oz. glivami, ki so rasle z dodanim koloidnim
srebrom in bakterijami oz. glivami, ki so rasle brez dodanega koloidnega srebra. Vrednosti
opticne gostote bakterij (Escherichia coli, Bacillus cereus), ki so rasle v prisotnosti koloidnega
srebra, so bile niZje kot pa vrednosti opti¢ne gostote bakterij (Escherichia coli, Bacillus cereus),
ki so rasle brez dodanega koloidnega srebra (p<0,05). Zaradi nizje vrednosti opti¢ne gostote
lahko re¢emo, da je bilo Stevilo celic manjSe v primeru, ko so bakterije rasle z dodanim
koloidnim srebrom, saj nizka opti¢na gostota pomeni hkrati tudi manj celic. 1z tega pa
sklepamo, da je imelo koloidno srebro zaviralni ucinek na delitev obeh vrst bakterij. Vrednosti
opticne gostote gliv kvasovk, ki so rasle v prisotnosti koloidnega srebra, so bile sicer nekoliko
nizje kot vrednosti opti¢ne gostote gliv kvasovk, ki so rasle brez dodanega koloidnega srebra,
vendar je p>0,05, kar pomeni, da razlike med vrednostmi niso statisticno pomembne, zaradi

¢esar ne moremo sklepati na antifungicidni ucinek koloidnega srebra.

Nasa hipoteza je tako le delno potrjena, saj je koloidno srebro delovalo antimikrobno le na
bakterije (tako na Gram negativne kot tudi Gram pozitivne) , medtem ko pri kvasovkah

antimikrobnega uc¢inka nismo zaznali.
Ocena metode in moZni viri napak

Rast bakterij smo spremljali z merjenjem opti¢ne gostote (OD) s spektrofotometrom pri valovni
dolzini 600 nm. Optic¢no gostoto smo merili v podroc¢ju, kjer rast bakterij ni ve¢ nujno linearna,
zaradi esar se zmanjsa zanesljivost te metode. Ce bi Zeleli zanesljivejse podatke, bi morali
vzorce redciti, saj se podrocje, kjer je zveza med opti¢no gostoto pri 600 nm in koncentracijo
linearna, nahaja med 0,2 in 0,5 (Hafner, 2008). Prav zaradi tega so nas$i podatki nezanesljivi,
zato ne moremo s vso gotovostjo trditi, da koloidno srebro antimikrobno deluje le na bakterije,

na glive pa ne.
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5.3 Metoda razredCevanja v teko¢em gojiS¢u na mikrotitrski plosci

HIPOTEZA 3:

Pri vi§jih koncentracijah koloidnega srebra, bo priSlo z dodajanjem indikatorja
iodonitrotetrazolium vijoli¢cno do manjsega obarvanja (ali pa sploh ne), saj bo koloidno srebro

na bakterije in glive delovalo antimikrobno, in tako zavrlo metabolizem bakterij oz. gliv.

Antimikrobni ucinek koloidnega srebra, ki so ga ze dokazali Morril K., May K., Leek
D.,Langland N.; Lansdown A.,Gusseme De B., Hasselt Van P, Gashe , je bil izrazitejsi pri
glivah. Koloidno srebro je pri bakterijah (Escherichia coli in Bacillus cereus) imelo pri visjih
koncentracijah ve¢ji antimikrobni u¢inek. Z dodajanjem indikatorja smo dokazali NADH — H*,
ki se tvori med celi¢nim dihanjem. Ob prisotnosti NADH — H, je indikator zreagiral in se

obarval. TemnejSa barva rdece je pomenila ve¢jo prisotnost mikroorganizmov.

Do manjsega obarvanja pri visjih koncentracijah je prislo, ker vi§je koncentracije koloidnega
srebra vsebujejo veC srebrovih delcev. Vel srebrovih delcev pa pomeni mocnejse

protimikrobno delovanje.

Hipoteza je potrjena, saj smo dokazali, da pri vi§jih koncentracijah koloidno srebro deluje

mocneje na razmnozevanje in metabolizem mikroorganizmov.

HIPOTEZA 4:

Sklepali smo, da zaradi razlicne kompleksnosti v zgradbi celic preiskovanih mikroorganizmov,
bo pri bakterijah, ki so veliko preprostejSe zgrajene od gliv, u¢inek antimikrobnega delovanja
koloidnega srebra veliko ve¢ji. Predpostavljali smo, da bo koloidno srebro lazje prodrlo v

notranjost bakterijskih celic in jim zavrlo metabolizem. Hipoteza je zavrzena.

Koloidno srebro je delovalo antibakterijsko pri bakterijah, ampak veliko manj, kot so pokazali
rezultati laboratorijske Studije na univerzi North Texas pod vodstvom prof. dr. Marka A.
Farinha. (time-skill study). Njihova Studija je dokazala, da po 15 minutah, pri dodajanju nizjih
koncentracijah (15 ppm) in vi§jih koncentracijah (30 ppm) koloidnega srebra k bakterijam, se
Stevilo kultur bakterij zmanjSa skoraj do ni¢. Nasi rezultati pri bakterijah, so pokazali manjSe

protimikrobno delovanje. Pri Bacillus cereus je MIC bil 40 ppm, kar je zelo visoka
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koncentracija koloidnega srebra, kjer Se poteka metabolizem in razmnozevanje. MIC pri

Escherichia coli je bil 50 ppm.

S pomocjo koloidnega srebra pri celicah kvasovk zaviramo delovanje encima (manoza-6-
fosfat-izomeraza), ki je gradnik celi¢ne stene kvasovk. Z izgubo tega encima celica izgubi
Stevilne zivljenjske pomembne sestavine. Kot sama celica, je Se vedno bolj kompleksno
zgrajena od bakterij, ampak ji koloidno srebro prizadene kljub temu vec Skode, kot pa
bakterijskim celicam. Ucinek delovanja koloidnega srebra je pri kvasovkah veliko vecji (Pies,

2012).

Bakterije imajo celi¢no steno, ki je iz peptidoglikana ter drugih beljakovin; glive pa imajo
celi¢no steno iz hitina. Za naso Saccharomyces cerevisiae je znacilno tudi, da ima prisotno
jedrno membrano, ki je dodatno §¢iti. Ampak bakterije so tudi veliko manj odporne na zunanje

dejavnike, zato so manj odporne na koloidno srebro.

Za Saccharomyces cerevisiae se je izkazalo, da na njo ze nizje koncentracije koloidnega srebra
delujejo veliko boljse. Njena MIC je bila 20 ppm, MFC pa 30 ppm. Od koncentracij 30 ppm ni

bilo moZno ve¢ zaslediti metabolizma kvasovk.

HIPOTEZA 5:

Pri Escherichia coli, ki je Gram negativna bakterija, je priSlo do druga¢nega reagiranja

indikatorja iodonitrotetrazolium vijoli¢no, zato je naSa hipoteza potrjena.

Intenziteta obarvanja indikatorja iodonitrotetrazolium vijolicno pri  preiskovanih
mikroorganizmih, je bila drugac¢na. Pri Escherichia coli, ki je Gram negativna bakterija, ki ima
tanjSo celi¢no steno, je koloidno srebro ucinkovalo veliko bolj antimikrobno. Pri Escherichia
coli je bil MBC pri 50 ppm, kjer ni bilo ve¢ znakov metabolizma. Bacillus cereus, ki spada pod
Gram pozitivno bakterijo, z debelejSo celicno steno, celicna stena ni bakterije varovala
koloidnim srebrom. Vpliv teiho¢ne Kkisline, ki jo vsebuje B. cereus, E.Coli pa ne, nismo

dokazovali. Zato tudi ne moramo dokazati, ¢e je teihocna kislina razlog za nase rezultate.
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Ocena metode in moZni viri napak

Metodo razredCevanja v tekoCem gojiS€u na mikrotitrski plosci se je izkazala za zanesljivo
metodo. Da bi bila nasa metoda Se bolj zanesljiva, bi morali opraviti e ve¢ ponovitev (imeli
smo jih: 4 ponovitve za bakterije ter 5 ponovitev za glive za eno koncentracijo koloidnega
sreba-postopek je dolgotrajen, mi pa nismo imeli veliko ¢asa). Pri tej metodi se pojavijo majhne
tezave kot na primer: luknjice mikrotiterske plos¢e so zelo majhne in je potrebna velika

natan¢nost.
Nas eksperiment smo nacrtovali s pomocjo Studija literature.

Poskus smo opravili v Solskem laboratoriju januarja 2015. Problem Solskega laboratorija je, da
nismo edini, ki smo takrat opravljali eksperimentalno delo, zato je bila prisotna prostorska

stiska in pomanjkanje materiala.

Sterilnost smo zagotavljali z dvema gorilnikoma, ki pa definitivno nista nudila prave sterilnosti.
Plasti¢na mikrotitrska plosca je Ze bila sterilna, tako da smo vsaj poskusili zagotoviti ¢im vec¢jo

sterilnost.

Mikrotitrska plosca je vsebovala pokrov, ki smo ga morali odpirati in zapirati ob nanasanju
moznost, da smo pri odpiranju pokrova bili preve¢ oddaljeni od ognja in smo v mikrotitrsko

plosco spravili Se kakSne druge mikroorganizme.

Z uporabo avtomatskih pipet pri dodajanju majhnih koli¢in v luknjico mikrotitrske plosce, je

bila velika verjetnost, da se ni celotna tekoc¢ina izpraznila v luknjico (ostala je v tipsu).

Predlagamo, da poskus poteka v mikrobioloskem laboratoriju, kjer je zagotovljena sterilnost.
Ce pa ni mogode delati v laboratoriju, svetujemo uporabo laminarija, saj je v njem veliko
manjSe tveganje izpostavljenosti okoliSkim bakterijam. Delo bi potekalo tako v asepti¢nih

pogojih.

Metoda je vsebovala veliko luknjic, ki jih je bilo potrebno napolniti. Uporabljali smo
avtomatske pipete, ki pa za takSne majhne koli¢ine in za tako veliko Stevilo luknjic niso bile
najbolj natancne. Z uporabo avtomatske multikanalske ali avtomatksega pipetnega sistema, bi

delo bilo veliko enostavneje in natan¢nejse.
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5.4 Cebulni test
HIPOTEZA 6:

Povprec¢ne vrednosti dolzine koreninic so bile tako ob dodatku koloidnega srebra koncentracije
20— 25 ppm kot ob dodatku koloidnega srebra koncentracije 65 — 70 ppm statisti¢no pomembno
krajse kot koreninice ¢ebule v kontrolni skupini (p<0,05). Zavrta rast korenin kaze na splosno
toksi¢nost koloidnega srebra, saj strupene kemikalije upoc¢asnjujejo rast samih korenin (Firbas,

2010).

Do statisticno pomembne razlike (p<0,05) je prislo tudi med koreninicami ¢ebulic, namocenih
v koloidno srebro koncentracije 20 — 25 ppm in 65 — 70 ppm, ki so bile krajse. Na podlagi tega
lahko sklepamo, da se z veCanjem koncentracije koloidnega srebra veca tudi njegov toksi¢ni
ucinek. Pri koreninicah ¢ebule, namoc¢ene v koloidno srebro koncentracije 65 — 70 ppm smo
opazili tudi rjavo obarvanost in razklanost (korenine so kratke, razklane kot »CarovniSka
metla«). Tudi na podlagi tega podatka lahko sklepamo o povecani toksicnosti visjih
koncentracij koloidnega srebra. Sprememba barve (modro — zelena in rjava barva) in razklanost
korenin je namre¢ pomemben parameter za ugotavljanje toksi¢nega ucinka, pri ¢emer rjava

barva pomeni Ze celi¢no smrt v rastnem meristemu korenine (Firbas, 2010).
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko ugotovimo, da je prva hipoteza potrjena.
HIPOTEZA 7.

Celice na koreninskem rastnem vrsicku so se spodobne deliti zelo hitro, zato je njthov mitotski
indeks visok. Vrednost mitotskega indeksa v kontroli se giblje med 5-15% (Paradiz, 1996,
povzeto po Tkavc, 2008). Visoke vrednosti koncentracij strupenih snovi stresno vplivajo na
celi¢no delitev, ki je zaradi prisotnosti strupenih snovi pocasnejsa kot v kontroli, kar pomeni,
da je tudi mitotski indeks man;jsi (Kopusar, 2006, povzeto po Spes, 2008). Vrednost mitotskega
indeksa v nasi kontroli je znaSala 8,6%, kar je znotraj zgoraj navedenega intervala. Vrednosti
mitotskega indeksa celic koreninskih vrsickov ¢ebulic, ki so bile namocene v koloidno srebro,
pa so pod temi vrednostmi in znasajo 3,4% za koloidno srebro koncentracije 20-25 ppm in 1,8%
za koloidno srebro koncentracije 65-70 ppm, kar kaze na to, da koloidno srebro zavira celi¢no
delitev — deluje citotoksi¢no. Znotraj poskusa se je spet pokazala razlika med obema
koncentracijama — koloidno srebro koncentracije 65-70 ppm ima vecji citotoksi¢en ucinek na

delitev celic kot pa koloidno srebro koncentracije 20-25 ppm, saj je bil mitotski indeks v celicah
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koreninskih vrsickov ¢ebulic, ki so bile namocene v koloidno srebro koncentracije 65-70 ppm
manjsi kot pa mitotski indeks v celicah koreninskih vrSickov ¢ebulic, ki so bile namocene v
koloidno srebro koncentracije 20-25 ppm. O nizjih mitotskih indeksih pri Allium testih po
izpostavitvi koloidnemu srebru v poro¢ajo tudi Deepa s sodelavcei (2007) in Pulate s sodelavci
(2011), ki predvideva, da bi lahko bil vzrok za niZje mitotske indekse zavrta sinteza

(podvojevanje) DNA v s fazi celi¢nega cikla.
Ugotovimo lahko, da rezultati potrjujejo naso hipotezo.
HIPOTEZA 8:

Med opazovanjem celic koreninskega vrSicka ¢ebule pod mikroskopom, smo v delecih se
celicah koreninic, namocenih v eno ali drugo koncentracijo koloidnega srebra, opazili tudi
veliko Stevilo nepravilnosti v poteku celicne delitve, medtem ko tega v celicah koreninskih
vr§ickov Cebulic v kontroli ni bilo (oz. je bilo Stevilo le-teh znatno manjse). 1z tega lahko
sklepamo, da je nastale anomalije povzrocilo delovanje koloidnega srebra. Med vsemi je bila
najbolj pogosta anomalija anafazni mosti¢ek (slika 15 in 19), opazili pa smo tudi zlepljene
kromosome v anafazi, c-mitozo in izgubljene kromosome in na podlagi tega lahko potrdimo,
da ima koloidno srebro tudi genotoksi¢ni uc¢inek. Pojav ¢ — mitoze, motene metafaze in anafaze,

izgubljeni kromosomi kazejo na vpliv koloidnega srebra na delitveno vreteno (Pulate, 2011).
Nasi rezultati potrjujejo tretjo hipotezo.
Ocena metode in moZni viri napak:

Za Allium test smo sicer uporabili ¢ebulice Allium cepa ustrezne velikosti (1,5-2,0 cm) in teze
(2,5-39) kot to navaja Firbas, 2010, vendar so bile kupljene v vrtnem centru Kalia in zato ne
vemo, ¢e so bile cebulice mlajSe od 6 mesecev, zaradi esar je mozno, da rezultati niso takSni
kot bi morali biti. Prav tako bi lahko na rezultate vplivala temperatura, na kateri smo hranili
Cebulice. Temperatura, primerna za shranjevanje le-teh, se nahaja med 12-14°C, mi smo jih
hranili kar na sobni temperaturi. Pri opazovanju celic pod mikroskopom smo morda bili
nenatan¢ni in spregledali kaksno fazo celi¢nega cikla in anomalijo. MozZno je tudi, da smo
zaradi nenatanénosti del preparata izpustili in ga nismo pregledali. Ce bi Zeleli bolj zanesljive

rezultate, bi moral celice pregledali strokovnjak za to.
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6 DRUZBENA ODGOVORNOST

Tema naSe raziskovalne naloge in pridobljeni rezultati se navezujejo na osnovna nacela
druzbene odgovornosti. Druzbeno odgovorno smo se lotili raziskovalne naloge, saj se
zavedamo k vedno vec¢jemu vplivu alternativne medicine v Zivljenju. Upamo, da bomo z
naSo raziskovalno nalogo dodali majhen prispevek k prepoznavanju in preucevanju

koloidnega srebra.

7 ZAKLJUCEK

Koloidno srebro je bilo uporabljano zZe v preteklosti, vendar se je z odkritjem penicilina njegova
uporaba zmanjSala, saj je bilo pridobivanje penicilina veliko cenejSe kot pridobivanje
koloidnega srebra. Vendar so se, zaradi mnozi¢ne uporabe le-tega, razvili rodovi odpornih
bakterij, ki jih penicilin ni ve¢ mogel uniciti. Zaradi tega je koloidno srebro ponovno prislo v
uporabo in ga dandanes uporablja vedno ve¢ ljudi, ki pa velikokrat sploh ne pomislijo na mozne

stranske uc¢inke koloidnega srebra.

Cilj poskusa je bil raziskati antimikrobni ucinek koloidnega srebra na testne organizme
Escherichia coli, Bacillus cereus in Saccharomyces cerevisiae in njegovo potencialno

toksi¢nost na celice koreninskih vrsickov ¢ebule Allium cepa.

Pri uporabi metoda difuzije na trdem gojiScu koloidno srebro ni pokazalo antibakterijskega
uc¢inka na nobeno izmed bakterij, saj ni bilo vidnih inhibicijskih con, zato je nasa prva hipoteza

zavrzena.

Z metodo merjenja opti¢ne gostote (ODeoo) SMO razliko med epruvetami z dodanim koloidnim
srebrom in epruvetami brez dodanega koloidnega srebra opazili le pri Escherichia coli in
Bacillus cereus, pri Saccharomyces cerevisiae pa ne, iz ¢esar lahko sklepamo, da ima koloidno
srebro antibaktericidni ucinek, ne pa tudi antifungidicnega. Hipoteza 3 je bila tako le delno
potrjena. Prav tako pa smo odkrili razlike med delovanjem koloidnega srebra pri Gram
pozitivnih in Gram negativnih bakterijah. Gram negativne bakterije (Escherichia coli), ki imajo
tanjSo celi¢no steno, so bile bolj obcutljive na koloidno srebro, saj je na njih delovala nizja

koncentracija kot pa na Bacillus cereus, ki je Gram pozitivna bakterija.
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Z Allium testom pa smo uspeli dokazati toksi¢nost in genotoksi¢nost koloidnega srebra. Rast
korenin ¢ebulic je bila v prisotnosti koloidnega srebra zavrta, v prisotnosti koloidnega srebra
koncentracije 65-70 ppm korenine skorajda niso zrasle. Ugotovili smo, da z viSanjem

koncentracije vecamo tudi splosno toksi¢nost koloidnega srebra.

Med opazovanjem celic pa smo opazili tudi Stevilne anomalije. Teh je bilo ve¢ v celicah
koreninskih vrsickov, ki so bile namoc¢ene v koloidno srebro, spet pa se je izkazalo, da visja

koncentracije povzroca ve¢ nepravilnosti.

S pomocjo vseh metod smo ugotovili, da je koloidno srebro sicer dokaj dobro antimikrobno
sredstvo, vendar je hkrati tudi precej toksi¢no. Vsekakor bi bile potrebne nadaljnje raziskave
ucinka koloidnega srebra na ¢loveske celice, saj ¢e koloidno srebro negativno vpliva na celice
¢ebulic, zakaj ne bi moglo podobno vplivati tudi na cloveske celice? Ljudje, ki uporabljajo
koloidno srebro, bi morali pomisliti na morebitne stranske ucinke, za katere se na prvi pogled

zdi, da jih ni, vendar se lahko ¢ez Cas izkazejo kot zelo neugodne.

Metoda razred¢evanja v tekocem gojis€u na mikrotitrski plos¢i pa je pokazala antimikrobni
ucinek koloidnega srebra na vse tri testne organizme, s ¢cimer smo potrdili hipotezo 4. Izkazalo
se je, da koloidno srebro deluje veliko bolj agresivno na celice kvasovk kot pa na celice bakterij,

kar ni bilo v skladu z naSimi pri¢akovanji, zato smo hipotezo 5 ovrgli.
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8 PRILOGE

8.1 Anketa

Glavni namen ankete je bil preveriti, kako ljudje poznajo koloidno srebro. Zeleli smo ugotoviti
seznanjenost ljudi (osredotocili smo zlasti na mlade ljudi) na alternativno medicino, uporabe
koloidnega srebra. Zanimalo nas je, kako so ljudje seznanjeni s stranskimi ucinki koloidnega

srebra. Zanimala nas je seznanjenost ljudi glede uporabe koloidnega srebra.

Anketo smo izvedli med 350 nakljuc¢no izbranimi anketiranci, v ¢asu 2. 2. 2015 in 4. 2. 2015.
Anketa je skupno vsebovala 16 vprasanj. V nadaljevanju podajamo rezultate, grafi¢no
prikazujemo in analiziramo ter komentiramo odgovore. Anketa je vsebovala vprasanja z DA

ali NE, nekatera vprasanja pa so bila izbirnega tipa.

Struktura vzorca
Vzorec je sestavljajo 29 % moskih in 71% Zensk. Razdelili smo jih v razli¢ne starostne skupine,

razdeljene po spolu in sicer do 20 let, od 21 do 40 let, od 41 do 65 let in nad 65 let.

Sva dijakinji in v okviru nate¢aja Mladi za napredek Maribora opravljava raziskovalno nalogo.
Lepo Vas naprosava, da odgovorite na kratek anonimni vprasalnik. Informacije, ki jih bova
zbrali bova uporabili izklju¢no za raziskovalne namene ter bodo objavljeni izklju€no v najini

raziskovalni nalogi.
Starost: 10-20 let 21-40 let 41-65 let nad 65 let Spol: M Z
ANKETA

1. Ali ste ze slisali za koloidno srebro?

DA NE
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2. lz katerih virov ste izvedeli zanj?

a) Splet b)Prijatelji c¢) DruZina-sorodniki d) Strokovna revija e) Casopis f) Televizija
g) Radio
h) DRUGO

3. Ali veste za kaj se vse koloidno srebro uporablja? DA NE

3.1 Ce ste na prejsnje vprasanje odgovorili z DA, kaj ste zasledili, kje se vse koloidno srebro

uporablja?
4. Ste vedeli, da lahko koloidno srebro uporabimo tudi na zivalih? DA
NE

5. Ste vedeli, da lahko koloidno srebro uporabimo v gospodinjstvu za preprecevanje
nastajanje bakterij?
DA NE

6. Ali koloidno srebro uporabljate tudi sami? DA NE
Ce ste na zgornje vpradanje odgovorili z NE, se Vam zahvaljujeva za Va§ &as in
prispevek. Ce ste odgovorili z DA, Vas napro$ava, da nadaljujeta z odgovarjanjem.

7. Zakaksne tezave vse uporabljate koloidno srebro?

a) Rane b) Akne c¢) Poskodbe zaradi opeklin d) Zaradi ocCesnega

obolenja ) Zaradi obolenj dihal  f) Glivic  g) Crevesne/prebavne motnje  h)

Drugo
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8. Na kak$en nacin?

a) Z zauzitjem b) Z mazanjem c¢) Povijanje s povoji prepojenem z koloidnim
srebrom d) S spiranjem in grgranjem e) Kot kapljice (npr. za o¢i) f) Kot
razprsilo g) Drugo

9. Ste s pomocjo koloidnega srebra hitreje ozdraveli oziroma opazili ugodne uc¢inke za

vase zdravje? DA NE

10. Bi uporabo koloidnega srebra priporo¢ili tudi drugim? DA NE

11. Ste ob uporabi koloidnega srebra Ze kdaj pomislili na morebitne stranske ucinke?
DA NE

12. Se v primeru bolezni posluzujete metod alternativne medicine (homeopatija,
akupunktura, uporaba zdravilnih rastlin, ...)?

Redno véasih nikoli

Hvala za Vas cas in prispevek!
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Rezultati ankete

B Mozki B fenske

Graf 7: Spolna sestava

W do 20 let
W 21-40 let
W 41-60 let
m 61 let ali ved

Graf 8: Starostna sestava anketirancev
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Graf 9: 1zobrazbena sestava

Veasih

m Solajodi
M Brezposelni
W Zaposleni

Nikoli

Se v primeru bolezni posluzujete metod alternativne medicine (homeopatija, akupunktura, uporaba zdravilnih

rastlin, ...)?

59



H DA
B NE

Graf 11: Ali ste Ze slisali za koloidno srebro?
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Graf 12: Iz katerih virov ste zasledili zanj?
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Graf 13: Ali veste za kaj se uporablja koloidno srebro?

Najbolj pogosti odgovori na vprasanje, kje vse se uporablja koloidno srebro:

-HitrejSe celjenje

-Za krepitev imunskega sistema
-Proti bakterijskim obolenjem
-Namesto antibiotikov

-Za zdravljenje aken

-Za konzerviranje hrane
-Splosno

-Proti kozna obolenjem
-Unicevanje plesni

-Kot skropivo
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H DA
B NE

Graf 14: Ali ste vedeli, da lahko koloidno srebro uporabljamo tudi na Zivalih?

N DA
N NE

Graf 15: Ali ste vedeli, da lahko koloidno srebro uporabljamo v gospodinjstvu, za preprecevanje nastajanja bakterij?
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Graf 16: Ali uporabljate koloidno srebro?
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Graf 17: Za kaksne tezave uporabljate koloidno srebro?
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Graf 18: Na kaksen nacin ga uporabljate?

H DA
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Graf 19: Bi uporabo koloidnega srebra priporodili tudi drugim?



N DA
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Graf 20: Ste s pomodjo koloidnega srebra hitreje ozdraveli oziroma opazili ugodne ucinke za vase zdravje?

N DA
B NE

Graf 21: Ste ob uporabi koloidnega srebra Ze kdaj pomislili na morebitne stranske ucinke?

Sklepali smo, da ljudje niso seznanjeni s koloidnim srebrom in ne poznajo njegove uporabnosti,
vendar, so rezultati pokazali drugace. 38% ljudi (od 350 anketirancev) je Ze slisalo za koloidno
srebro. Presenetilo nas je poznanje, da je bil spekter naStevanja — Kje se vse uporablja koloidno
srebro, zelo velik (imunski sistem, hitrejSe celjenje, za zdravljenje aken, za splosno zdravljenje,

proti koznim obolenjem, namesto antibiotikov...).
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Ljudje ob uporabi koloidnega srebra niso opazili hitrejSe zdravljenje ran ter ne opazijo ugodnih
ucinkov za njihovo zdravje. Kljub temu, da ima koloidno srebro protimikrobno uc¢inkovanje,
po rezultatih sledece, bi malo ve¢ kot polovica anketirancev svetovala uporabo koloidnega

srebra drugim.

Kot pric¢akovano, ljudje, ki uporabljajo koloidno srebro, ga uporabljajo najve¢ za celjenje ran.

Koloidno srebro uporabljajo predvsem z mazanjem in zauZzitjem.

Kar veliko ljudi se v¢asih posluzuje alternativne medicine (homeopatija, akupunktura, uporaba
zdravilnih rastlin), predvidevamo da vedno bolj in bolj bodo ljudje iskali resitve v alternativni
medicini, saj ima veliko manj stranskih u¢inkov. Ceprav koloidno srebro ima stranske uéinke,

ljudje ne pomislijo na njih.

8.2 Opti¢na gostota testnih organizmov pri valovni dolZini 600 nm - grobi

podatki

Tabela 9: Opticna gostota testnih organizmov pri valovni dolzini 600 nm - grobi podatki

0,91 0,99 0,92 0,99 0,89 0,91
0,88 0,94 0,87 0,97 0,80 0,89
0,92 0,94 0,80 0,94 0,99 0,87
0,92 0,96 0,85 0,95 0,81 0,87
0,52 0,94 0,89 0,96 0,96 0,90
0,89 0,95 0,91 0,92 0,81 0,84
0,88 1,00 0,91 0,92 0,88 0,91
0,90 0,94 0,90 0,95 0,79 0,87
0,92 1,00 0,90 0,92 0,91 0,90
0,92 0,98 0,90 0,94 - -
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