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B Streszczenie: Lecznicze zastosowanie srebra jako miejscowego srodka przeciwdrobnoustrojowego rozpo-
wszechnito sie w Europie dopiero w XIX w., chociaz juz w starozytnosci uzywano go do zachowania stabilnosci
wody pitnej. Powszechne stosowanie srebra w produktach medycznych i konsumenckich rozpoczeto sie od
udokumentowania jego dziatania przeciwko bakteriom, wirusom i grzybom. Obecnie metale te, stanowiace
alternatywe dla powszechnie stosowanych antybiotykdw, przezywajg renesans dzieki nanotechnologii, ktdra
dostarcza materiatéw o zwiekszonej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Nanoczastki (NPs), w tym najpow-
szechniej stosowane nanoczasteczki srebra (AgNPs) i ztota (AuNPs), charakteryzujq sie wysoka aktywnoscig
przy braku lub niskiej toksycznosci dla komdrek ludzkich. Nanoczasteczki metali, w szczegdlnosci srebra, sg
powszechnie wykorzystywane w srodkach dezynfekujacych i mogg by¢ stosowane jako sktadnik produktow do
higieny jamy ustnej, kropli do oczu, specjalistycznych opatrunkéw medycznych, globulek i masci ginekologicz-
nych. Wykazujg bowiem wysokg skuteczno$¢ wobec szczepdw drobnoustrojow kolonizujgcych powierzchnie
bton $luzowych i przyczyniajacych sie do rozwoju infekcji w obrebie nosogardzieli i uktadu moczowo-ptciowego.
Celem prezentowanej pracy jest uzyskanie optymalnych formut farmakologicznych i doswiadczalna weryfikacja
w skali laboratoryjnej skutecznosci otrzymanych preparatéw zawierajacych nanomateriaty - Nanosilver aXon-
nite i Nanogold aXonnite. Formulacje badane byty wobec wybranej, reprezentatywnej grupy szczepéw choro-
botworczych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz grzybow. Badanie zostato rozszerzone o wyko-
rzystanie w tworzeniu formulacji substancji utatwiajacych przenikanie, zaktadajac, ze zastosowane promotory
beda wspierac¢ aktywno$¢ nanometali poprzez utatwienie ich migracji w podtozach mikrobiologicznych, co przy
warunkach rzeczywistych miato wptynaé pozytywnie na przenikanie nanometali przez sciany komdrkowe drob-
noustrojow. Przedstawione badania stanowig wstepny etap prac rozwojowych nad produktami przeznaczonymi
do higieny bton Sluzowych, a tym samym wspomagajacymi proces leczenia stanéw zapalnych.

B Keywords: silver nanoparticles, AgNPs, gold nanoparticles, AuNPs, microbial activity, mucosal.

B Abstract: The medicinal use of silver as a topical antimicrobial agent did not become widespread in Eu-
rope until the 19th century, although it was used in ancient times to maintain the stability of drinking water.
The widespread use of silver in medical and consumer products began with the documentation of its activity
against bacteria, viruses and fungi. Today, these metals, an alternative to commonly used antibiotics, are
experiencing a renaissance thanks to nanotechnology, which provides materials with enhanced antimicrobial
activity. Nanoparticles (NPs) including the most widely used silver nanoparticles (AgNPs) and gold nanopar-
ticles (AuNPs) are characterized by high activity with no or low toxicity to human cells. Metal nanoparticles,
especially silver, are commonly used in disinfectants and can be used as an ingredient in oral hygiene prod-
ucts, eye drops, specialized medical dressings, globules and gynecological ointments. This is because they
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show high efficacy against strains of microorganisms that colonize the surface of mucous membranes and
contribute to the development of infections in the nasopharynx and genitourinary tract.

The aim of the presented work is to develop optimal pharmacological formulations and experimental verification
on a laboratory scale of the effectiveness of the obtained formulations containing nanomaterials - Nanosilver
aXonnite and Nanogold aXonnite. The formulations were tested against a selected representative group of strains
of pathogenic Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi. The study was extended to include the use
of in formulation development, substances facilitating permeation, assuming that the promoters used would
promote the activity of nanometals by facilitating their migration in microbial media, which under real conditions
was expected to positively affect the permeation of nanometals through the cell walls of microorganisms.
The research presented here represents the initial stage of development work on products geared toward

mucosal hygiene, and thus aiding in the treatment of inflammation.

B Wprowadzenie
Srebro i ztoto to metale szlachetne cenione od ty-
siecy lat ze wzgledu na walory uzytkowe, ale znane
juz starozytnym ze swych leczniczych, antysep-
tycznych i kosmetycznych wiasciwosci. Ztote nici
znajdowano w zmumifikowanych ciatach bogatych
Egipcjan, ktére wszywano w skdre, w celu zacho-
wania pieknego i mtodego wygladu [1]. Chociaz
wiedza o wiasciwosciach leczniczych zota znana
byta w Chinach od ok. 2500 r. p.n.e., w Europie
zostato ono wykorzystane w lecznictwie dopiero
po 1890 r,, gdy Robert Koch udowodnit, ze cyjanek
ztota moze hamowac rozwoj pratkéw gruzlicy [2].

Duzo wiecej informacji mozna znalezé w zré-
dtach pisanych na temat srebra. Witasciwosci
dezynfekujace i sprzyjajace zachowaniu trwa-
tosci wykorzystywali starozytni mieszkancy ba-
senu Morza Srédziemnego, ktérzy przechowy-
wali wode pitng w srebrnych lub posrebrzanych
naczyniach [3]. Cho¢ nie wigzano tego jeszcze
z antyseptycznymi
-praktycy dokumentowali, ze w tych warstwach
spotecznych Europy, ktére przy spozywaniu po-
sitkdw korzystaty ze srebrnych naczyn i sztuc-
cow, dochodzito istotnie rzadziej do zakazen
przewodu pokarmowego [4].

0Od czasow Sredniowiecznych az do lat 70.
XX w. uzywano jednak gtéwnie srebra meta-
licznego (takze w formie koloiddw) oraz jego
zwigzkow (azotanu srebra in lapis lub sulfadia-
zyny srebra), wykorzystujac szeroko ich dzia-
tanie antyseptyczne zaréwno w medycynie, jak
i w kosmetologii [5]. Dopiero wspdtczesne prace
poswiecone badaniom nad metalami szlachetny-

wiasciwosciami, lekarze-
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mi i potszlachetnymi w rozmiarze nano dowio-
dty, ze substancje te przeniesione do tej skali
posiadajg znakomite wiasciwosci przeciwdrob-
noustrojowe. Jak udowodniono, nanoczastki
srebra (ang. Silver Nanoparticles, AGNPs) i ztota
(ang. Gold Nanoparticles, AUNPs) cechuje wy-
soka skutecznos¢, a jednoczesnie nie wykazujq
lub wykazujq niskg toksycznos¢ w stosunku do
komorek ludzkich [6].

Antyseptyczny mechanizm dziatania AgNPs
i AUNPs jest podobny, zwigzany przede wszyst-
kim z uszkodzeniami sciany komorkowej drob-
noustrojow, ksztattu,
powierzchni catkowitej nanoczastek (ang. Na-
noparticles, NPs) [6,7]. Swoje wyjatkowe wia-
$ciwosci i duzg skutecznos¢ NPs zawdzieczajg
wysokiemu stosunkowi powierzchni aktywnej do
objetosci. Szerzej wykorzystywane byty zwigzki
lub jony srebra Ag*, gdzie podczas uzytkowa-
nia zauwazalny byt ustawiczny spadek stezenia.
Zwigzane jest to z tworzeniem trudno rozpusz-
czalnych potaczen, gtéwnie z jonami chlorkowymi
obecnymi w ptynach ustrojowych, co stanowito
podstawowy mankament produktéw leczniczych
zawierajacych jonowg postac srebra [8].

Skutecznosé, mozliwos¢ dtugotrwatego sto-
sowania, a takze szerokie spektrum dziatania na
mikroorganizmy sg gtdwng zaleta NPs, a rdzno-
rodno$¢ metod eliminacji przez nie drobnoustro-
jow utrudnia mikroorganizmom wytworzenie
procesow obronnych [9]. Mechanizm antysep-
tyczny srebra jest bowiem wielokierunkowy.
tancuch proceséw rozpoczyna potaczenie z gru-
pami sulfonowymi peptydoglikanu, wystepuja-
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cego w Scianie komdrkowej bakterii i zmniejsze-
nie usieciowania gtéwnego polimeru (mureiny).
Prowadzi to do perforacji lub/i odklejania sie
$ciany od btony komdrkowej, zwiekszonej prze-
puszczalnosci $ciany komorkowej, wylania sie
cytoplazmy, a w konsekwencji do $mierci drob-
noustroju [10,11]. Obnizenie stopnia usiecio-
wania sprzyja rowniez penetracji sktadnikéw
Z zewnatrz w gtab komorki bakteryjnej, gdzie
srebro, wchodzac w interakcje z resztami fosfo-
ranowymi, imidazolowymi, sulfhydrylowymi oraz
karboksylowymi biatek receptorowych, trans-
portowych, jak i enzymoéw, zaburza prawidtowe
funkcjonowanie drobnoustroju. Srebro reaguje
rowniez z resztami fosforanowymi nukleotyddw,
a wbudowujac sie w fancuch DNA bakterii, unie-
mozliwia ich replikacje [12]. Srebro powoduje
tez zaburzenie przemieszczania sie elektrondw
na Scianie komodrkowej bakterii i tym samym
ogranicza proces wytwarzania energii w cyklu
oddychania komorkowego. Jak wykazano, juz
bardzo mate stezenia srebra lub jonéw srebra
zaktécajq transport elektronéw przez aktywowa-

ng jonami sodu oksydoreduktaze NADH/ubichi-
non i powodujq gwattowng ucieczke protondw
poprzez btone komérkowa, prowadzac do catko-
witej utraty zwigzkdw energetycznych [4].
Antyseptyczne wilasciwosci srebra wigza sie
takze z powstawaniem duzej ilosci reaktyw-
nych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Spe-
cies, ROS), a indukowany na tej drodze stres
oksydacyjny rzutuje na dziatanie biatek i zaha-
mowanie wzrostu oraz znieksztatcenie struktury
komorkowej, wewnetrznej i zewnetrznej, pro-
wadzac ostatecznie do jej unicestwienia [13].
Nalezy tu jednak dodac, ze wrazliwos¢ bakterii
na srebro jest rézna, zwigzana przede wszyst-
kim z budowg S$ciany komorkowej. W bakte-
riach Gram-ujemnych warstwa mureiny, ztozona
gtdwnie z dtugich fancuchdéw polisacharydowych
potgczonych mostkami peptydowymi, jest bo-
wiem pojedyncza, w przeciwienstwie do bakterii
Gram-dodatnich, ktére cechuje wielowarstwowa
struktura, co w konsekwencji prowadzi do wiek-
szej odpornosci na dziatanie tego metalu. Sre-
bro jest jednak catkowicie bezpieczne dla ludzi,

Nanoczasteczki srebra
Jony srebra

Reaktywne formy tlenu

Aktywnos¢ enzymatyczna
Nieaktywne biatka

Biatka btonowe

Rycina 1. Dziatanie nanoczastek srebra na komorke bakterii [34]
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gdyz mureina nie wystepuje w ludzkich komor-
kach eukariotycznych, co uniemozliwia penetra-
cje do wnetrza nieuszkodzonych komérek ludzi
czy zwierzat [14].

Wiasciwosci antyseptyczne AgNPs sa szero-
ko wykorzystywane w medycynie. Wspdtczesnie
AgNPs wchodzg w sktad nie tylko preparatow
stosowanych do dezynfekcji skory [15], ale tak-
ze stuza do powlekania implantowanych wyro-
bow medycznych: implantéw protez, cewnikdw,
wktadek domacicznych, zastawek, itp., tworzac
powtoke antybakteryjng
[16]. Nanosrebro jest wykorzystywane rowniez
w chirurgii ortopedycznej (w celu zmniejszenia
ryzyka infekcji) jako dodatek do polimerowe-
go cementu kostnego (ang. poly(metylmetha-
crylate, PMMA), ktory stosuje sie w zabiegach
implantacji protez stawdéw biodrowych i kola-
nowych [17]. W stomatologii AgNPs stosowane
sq w profilaktyce i infekcjach w obrebie jamy
ustnej. Wchodza takze w skfad nowoczesnych
cementdw dentystycznych [18]. Jednym z naj-
szerszych zastosowan AgNPs sg jednak nowo-
czesne materiaty opatrunkowe, wspomagajace
proces leczenia, stosowane w przypadku trudno
gojacych sie ran. Jak udowodniono, obok dziata-
nia przeciwdrobnoustrojowego AgNPs wykazujg
takze dziatanie przeciwzapalne, inhibujac wy-
dzielanie cytokin prozapalnych oraz aktywujac
apoptoze, bez szkodliwego wptywu na zdrowe
komorki [19].

W przeciwienstwie do nanosrebra, wyko-

na ich powierzchni

rzystywanego gtéwnie w produktach antysep-
tycznych, ziloto znalazto szersze zastosowanie.
Przegladajac zasoby Internetu mozna natknac
sie na ogtoszenia klinik medycyny estetycznej,
w ktdrych ziote nici stosowane sg do liftingu
twarzy, dekoltu, piersi itp. W skali nano zto-
to dziata bowiem nie tylko przeciwbakteryjnie,
ale korzystnie na skore dojrzata, gdyz spowal-
nia degradacje kolagenu, poprawia jej poziom
ujedrnienia [20]. Z uwagi na bardzo rozwinietg
powierzchnie kontaktowag i mozliwos¢ tworze-
nia liganddéw m.in. z czasteczkami lekéw, AuNPs
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mogg stanowi¢ znakomity nosnik transportu pro-
duktdw leczniczych w docelowe miejsca dziatania
w organizmie cztowieka [21]. Przeprowadzone
prace udokumentowaly mozliwo$¢ utworzenia
potaczen z 70 czasteczkami réznych substancji,
w tym z paklitakselem - lekiem powodujacym
zahamowanie mitozy zmienionych komorek,
dostarczanym bezposrednio w okolice zmian
nowotworowych [22]. W diagnostyce nanozto-
to stosowane jest jako kontrast przy badaniach
spektrofotometrycznych [23], a dostarczone do
guzéw termowrazliwych po napromieniowaniu
falami o dtugosci 8001200 nm powoduje ich lo-
kalne przegrzanie i zniszczenie [24].

Wspodtczesnie nanosrebro jest takze po-
wszechnie stosowane w szerokiej gamie pro-
duktéw konsumenckich. Znajdziemy je nie tylko
w kosmetykach, ale tez w ubraniach, bieliznie,
skarpetach i wszedzie tam, gdzie istnieje nie-
bezpieczenstwo pojawienia sie nieprzyjemne-
go zapachu zwigzanego z uzytkowaniem. Jest
on bowiem zwigzany z rozkltadem substancji
organicznych wydzielanych przez skoére przez
drobnoustroje bytujace na powierzchni naszego
ciata. Problem przykrego zapachu moze takze
dotyczy¢ jamy ustnej i by¢ efektem nie tylko
braku odpowiedniej higieny, lecz toczacych sie
procesow chorobowych. Mikroflore jamy ustnej
tworzy bowiem ponad 700 gatunkdw bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, zaréwno tle-
nowych, jak i beztlenowych. Bakterie te wyka-
zuja gatunkowo swoistq topografie, kolonizujac
zeby, jezyk, btone $luzowg jamy ustnej, pod-
niebienie twarde i kieszonki dzigstowe. Niektore
z nich odgrywaja wazna role w utrzymaniu zdro-
wego stanu jamy ustnej, inne sa potencjalnymi
czynnikami chorobotwoérczymi. Jednak w przy-
padku ich nadmiaru lub zachwianej réwnowagi
stajq sie czynnikiem etiologicznym standéw za-
palnych tkanek miekkich, jamy ustnej, dzigset,
przyzebia oraz prochnicy [25].

Ciggtym zrédtem infekcji jamy ustnej sq tak-
ze protezy zebowe, implanty i aparaty ortodon-
tyczne, chetnie zasiedlane przez drobnoustroje,
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tworzace na ich powierzchni zwartg warstwe
biofilmu. Ich konstrukcja, blokujaca prawidtowy
przeptyw S$liny, znacznie utrudnia utrzymywa-
nie prawidtowego stopnia higieny. Profilaktyka
i zwalczanie biofilmu tworzacego sie na prote-
zach, aparatach ortodontycznych i przylegaja-
cej tkance opiera sie gtdéwnie na mechanicznym
usuwaniu drobnoustrojow. Wspiera je stosowanie
past do zebdw i ptynéw do ptukania jamy ustnej
zawierajacych substancje o wiasciwosciach prze-
ciwbakteryjnych. Ale pozbycie sie ich tradycyj-
nymi metodami jest niemal niemozliwe i czesto
zmusza pacjenta do przewlektej antybiotykotera-
pii, wymiany protezy, a co za tym idzie do po-
noszenia dodatkowych kosztéw leczenia [26,27].

W przypadku zaburzenia mikrobiomu bton
$luzowych pochwy dochodzi do zwiekszonej ko-
lonizacji bakteriami i grzybami powodujacymi
stany zapalne i infekcje. Do najczesciej obser-
wowanych przedstawicieli bakterii i grzybow pa-
togennych odpowiedzialnych za infekcje mozna
zaliczy¢: Gardnerella vaginalis, Enteroccocus
fecalis, Escherichia coli oraz grzyby z gatunkow
Candida albicans.

Zdolnos¢ drobnoustrojow do
struktury biofilmu wptywa niekorzystnie na pro-

tworzenia

ces leczenia infekcji. Mikroorganizmy znajdujace
sie pod macierza (ang. matrix) tolerujg bowiem
nawet 1000-krotnie wyzsza dawke toksycznych
dla nich zwigzkéw w pordwnaniu z bakteriami
nieskolonizowanymi [28]. Oporno$c ta zwigzana
jest z kilkoma czynnikami. W pierwszej kolejno-
$ci nalezy wymieni¢ tu wydtuzony czas wnikania
substancji aktywnej, co w konsekwencji daje
mozliwo$¢ wytworzenia lub uruchomienia przez
patogenne bakterie mechanizmdw obronnych.
Nie bez znaczenia jest rowniez efekt tzw. pierw-
szej dawki substancji przeciwdrobnoustrojowej,
bowiem matrix skutecznie uniemozliwia dostep
leku, co ma ogromny wptyw na efektywnosc¢
niwelowania kolonii biofilmu [29]. Mozliwos¢
wspotdziatania réznych szczepdw drobnoustro-
jow w procesie tworzenia biofilmu jest kolejnym
mechanizmem stanowigcym spore utrudnienie

gabinet
prywatny

gabinetprywatny.pl

w zwalczaniu patogennych mikroorganizmow.
Jest on najczesciej zwigzany z wymiang sub-
stancji niezbednych do zycia, co zwieksza szan-
se przetrwania w niekorzystnych warunkach
$rodowiskowych albo blokowania rozwoju mi-
kroorganizmoéw poprzez wydzielanie substancji
hamujacych rozwdj innych szczepow [30].

Wszystkie wyzej przedstawione kwestie
utrudniajace aktywne leczenie sprawiajg, ze
skuteczne zwalczanie infekcji i standw zapalnych
w obrebie bton $luzowych stanowi duze wyzwa-
nie. AgNPs i AuNPs uznawane za nowg generacje
$rodkow stosowanych w medycynie w celu zwal-
czania zakazen bakteryjnych moga znakomicie
wpisac sie w poszukiwanie nowatorskich rozwia-
zan i koncepcje tworzenia nowych produktow
higienicznych [31]. Uwzgledniajac jednak fakt,
ze aktywnos$¢ nanoczastek zalezy w duzej mie-
rze od ksztattu i wielkoSci powierzchni aktywnej,
wydaje sie stusznym przeprowadzenie wstepnej
oceny skutecznosci Nanosilver aXonnite oraz
Nanogold aXonnite o wielkosci czastek 2150 nm
i ksztalcie sferycznym do owalnego wobec wy-
branych przedstawicieli patogennych szczepdw
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz
grzybdéw, potencjalnie wystepujacych we florze
bakteryjnej jamy ustnej.

Przedstawione wyniki w artykule sg pierwszag
czescig pracy badawczej, gdzie w dalszej kolej-
nosci badaniu poddane sg inne szczepy charak-
terystyczne dla nosogardzieli i bton Sluzowych
pochwy. W tej czesci pracy gtownie badane byty
potencjaty zastosowania srebra wsparte promo-
torami przenikania. Samo srebro jako czastka
stata, niezjonizowana nie ma mechanizmow
wspierajacych przejscie przez granice btony $lu-
zowej, dlatego tez w tej czesci skupilismy sie
nad wskazaniem najlepszej opcji dziatania anty-
bakteryjnej synergii srebro-promotor. Wybrane
szczepy byly sztandarowymi, fatwo dostepny-
mi przedstawicielami bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych, co miato wskazaé kierunek
dziatania mieszaniny i w dalszej kolejnosci
umozliwi¢ pogtebienie badan.
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B Materialy i metody

Formulacje farmaceutyczne uzyte

do badan

W ocenie skutecznosci antydrobnoustrojowej

wykorzystano pie¢ formulacji farmaceutycznych

0 nastepujacym sktadzie:

¢ Nanosilver aXonnite (15 ppm),

¢ Nanosilver aXonnite (15 ppm) + Nanogold
aXonnite (5 ppm),

¢ Nanosilver aXonnite (15 ppm) + Glikol ka-

prylowy (1,5%) + Polisorbat 20 (3%),
¢ Nanosilver aXonnite (15 ppm) + Etyloheksy-

logliceryna (2%) + Polisorbat 20 (3%),
¢ Nanosilver aXonnite (15 ppm) + Glikol ka-

prylowy (1,5%) + Polisorbat 20 (6%) + Ety-

loheksylogliceryna (2%).

Zawieraty one obok AgNPs i AuNPs takze
promotor przenikania, zapewniajacy wiasciwg
penetracje oraz migracje czastek w podtozach
mikrobiologicznych, a takze solubilizator - Poli-
sorbat 20 gwarantujacy pozadane rozproszenie
w roztworach wodnych. Do ich przygotowania
wykorzystano:
¢ Nanosilver aXonnite [INCI: aqua, silver

(nano)], CAS: 7732-18-5, 7440-22-4, roztwor

koloidalny srebra w wodzie o stezeniu 100

ppm, czyli 100 mg/l wody. Srebro metalicz-

ne Ag4N uzyskane w formie pretéow o czy-
stosci 99,99%, rozdrobnione metodg ablacji

laserowej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%),

0 ksztalcie sferycznym do owalnego, o pH

6,5+/-1, przewodnosci wtasciwej 5-50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp. z 0.0. Sp. K.
¢ Nanogold aXonnite [INCI: aqua, gold (nano)],

CAS: 7732-18-5, 7440-57-5, roztwor koloidal-

ny ztota w wodzie o stezeniu 100 ppm, czyli

100 mg/l wody. Ztoto metaliczne Ag4N uzy-

skane w formie pretéw o czystosci 99,99%,

rozdrobnione metoda ablacji laserowej na

czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztatcie
sferycznym do owalnego, o pH 6,5+/-1, prze-
wodnosci wiasciwej 2-50 uS. Producent: Na-

no-tech Polska Sp. z 0.0. Sp. K.

e Polisorbat 20 (INCI: Polysorbate 20), CAS:

38 2023'05 | Vol. 30 (291)

9005-65-6, postac ptynna, stezenie 100%.
Producent: Donauchem.

e Glikol kaprylowy (INCI: Caprylyl glycol)
CAS: 1117-86-8, postaC ptynna, stezenie
100%. Producent: Inolex.

o Etyloheksylogliceryna (INCI: Ethylhexylgly-
cerin) CAS: 70445-33-9, postac ptynna, ste-
zenie 100%. Producent: Brenntag.

Przygotowanie formulacji
farmaceutycznej

Substancje stuzace do przygotowania badanych
formulacji dodawano stopniowo, w iloSciach
zgodnych z przedstawionym powyzej opisem, do
naczynia miarowego wypetnionego ok. 750 ml
wody,
z predkoscig 50 200 obr./min w czasie ok. 8-10
minut. Nastepnie uzupetniano wodg do objetosci
1000 ml roztworu. Tak przygotowane formulacje
przeniesiono do oranzowych butelek aptecznych
i oznakowano.

mieszajac mieszadtem mechanicznym

B Badanie mikrobiologiczne

przygotowanych formulacji

Okreslenie aktywnosci badanych formulacji

wobec wzorcowych szczepdéw drobnoustrojow

przeprowadzono zgodnie z zaleceniami EUCAST

(ang. European Committee on Antimicrobal Su-

sceptibility Testing), wyznaczajac wartos¢ mini-

malnego stezenia hamujacego (ang. Minimum

Inhibitory Concentration, MIC) metoda seryj-

nych rozcienczen na podtozu ptynnym Mullera-

-Hintona i RPMI-1640 [32].

W badaniach wykorzystano:

e bakterie Gram-ujemne:
ATCC 8739 oraz Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027;

e bakterie Gram-dodatnie:
aureus ATCC 6538;

e grzyby: Candida albicans ATCC 10231 oraz
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Badane szczepy przechowywano w tempera-

Escherichia coli
Staphylococcus

turze -70°C, zawieszone w bulionie odzywczym
z dodatkiem 50% glicerolu. W trakcie wykony-
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wania doswiadczen szczepy bakterii przesie-
wano metoda redukcyjng na agarowe podtoze
Mueller-Hinton (Becton Dickinson), a szczepy
grzybdw na agarowe podtoze Sabouraud (Bec-
ton Dickinson). Ptytki z bakteriami inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a z grzy-
bami w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Tak
otrzymane hodowle wykorzystywano w dalszych
etapach badan.

Wykonanie oznaczenia aktywnosci
badanych formulacji metoda seryjnych
rozcienczen na podtozu ptynnym
Do jatowej probowki zawierajacej 5 ml jatowej
wody przenoszono za pomoca ezy kilka kolonii
szczepu wzorcowego tak, aby gestos¢ optyczna
powstatej zawiesiny wynosita 0,5 wg skali McFar-
landa. Ocene gestosci optycznej dokonywano za
pomoca nefelometru. Przygotowane w ten spo-
sOb zawiesiny drobnoustrojow zawieraty w 1 ml
1,5x108 komorek i stanowity inokulum, ktdre wy-
korzystano w wyznaczaniu wartosci najnizszego
stezenia substancji mikrobiologicznie aktywnej,
tworzacej badang formulacje hamujacq wzrost
drobnoustrojow (MIC). W tym celu wgtebienia
sterylnych ptytek mikrotitracyjnych o 8 rzedach
po 12 studzienek o zaokraglonym dnie napetnia-
no 100 pl jatowego bulionu Mullera-Hinton (Bec-
ton Dickinson) dla bakterii lub ptynnego podtoza
RPMI-1640 (Biomed) dla grzybéw. Nastepnie do
kazdej pierwszej studzienki z danego rzedu prze-
noszono 100 pl badanej formulacji i po doktad-
nym wymieszaniu zawartosci pobierano z niej
100 pl mieszaniny i przenoszono do kolejnej
studzienki w rzedzie. Czynno$c¢ te powtarzano 9
razy dla kolejnych studzienek. Ze studzienki 10.
po wymieszaniu wylewano 100 pl mieszaniny. Na
tej drodze otrzymano serie podwojnych rozcien-
czen badanych zwigzkow: 1:2 do 1:1024, przy
czym studzienka 11. stanowita kontrole wzrostu,
a studzienka 12. jatowosci podtoza.

Nastepnie przy uzyciu pipety automatycznej
do studzienek 1-11 dodawano po 10 pl wcze-
$niej wystandaryzowanej zawiesiny drobno-
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ustrojow wzorcowych. Ptytki ze szczepami bak-
terii inkubowano w cieplarce w temperaturze
37°C przez 24 godziny, a ptytki ze szczepami
grzybdéw w temperaturze 30°C przez 48 godzin.
Wartos¢ MIC okreslano przez makroskopowg
ocene wzrostu w postaci zmetnienia podtoza lub
osadu na dnie studzienki. Dodatkowo stopien
zmetnienia hodowli oceniano za pomoca pomia-
ru absorbancji przy dtugosci fali 595 nm w apa-
racie Microplate Reader 680 (Biorad).
Aktywnos¢ bdjcza badanych formulacji oce-
niano, wyznaczajac wartos¢ minimalnego ste-
Zenia bakteriobdjczego (ang. Minimum Bacteri-
cidal Concentration, MBC). Jest to najmniejsze
stezenie substancji mikrobiologicznie aktywnej
tworzacej dang formulacje, pod wptywem ktorej
ginie 99,9% komorek drobnoustrojow. W tym
celu z kazdej studzienki, w ktdérej nie zaobser-
wowano wzrostu, pobierano eza mieszanine
i posiewano na powierzchnie agarowego podto-
za Mueller-Hinton (Becton Dickinson), a szczepy
grzybdw na agarowe podtoze Sabouraud (Bec-
ton Dickinson). Posiewy z bakteriami inkubowa-
no w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a po-
siewy z grzybami w temperaturze 30°C przez 48
godzin. Brak wzrostu szczepow $wiadczyt o dzia-
faniu przeciwdrobnoustrojowym badanej formu-
lacji. Wyniki badan zestawiono w tabelach 1-10.

B Omoéwienie wynikow

Celem prowadzonych badan byto opracowanie
i weryfikacja doswiadczalna w skali laboratoryj-
nej serii formulacji zawierajacych nanoczastki
srebra i ztota oraz ich potencjalnego wykorzy-
stania w przemysle farmaceutycznym do two-
rzenia produktow stosowanych na $luzéwke.
Stanowig one wstepny etap prac rozwojowych
nad produktem skierowanym do higieny bton
$luzowych oraz wspomagajacym proces leczenia
standw zapalnych $luzéwki jamy ustnej, okrez-
nicy czy pochwy. W pracy wykorzystano Nano-
silver aXonnite i Nanogold aXonnite o wielkosci
czastek 2-8 nm (90%) o ksztatcie sferycznym
do owalnego. W celu poprawy penetracji podtoza
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Tabela 1. Wptyw badanych formulacji na wzrost szczepu Escherichia coli ATCC 8739

BADANA ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACII

FORMULACIA 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024

Nanosilver (15 ppm) - + + + + + + + + +

Nanosilver (15 ppm)
Nanogold (5 ppm)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (6%)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

- brak wzrostu
+ wzrost

Tabela 2. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Escherichia coli ATCC 8739
W tabeli podano stezenia sktadnikdw poszczegdlnych formulacji wyrazone w ppm albo w stezeniach
procentowych.

Escherichia coli ATCC 8739
BADANA FORMULACIA

MIC MBC
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanogold (5 ppm) 2,5 ppm 2,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,187% 0,187%
Polisorbat 20 (3%) 0,375% 0,375%
Nanosilver (15 ppm) 0,937 ppm 0,937 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,125% 0,125%
Polisorbat 20 (3%) 0,187% 0,187%
Nanosilver (15 ppm) 0,468 ppm 0,468 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,046% 0,046%
Polisorbat 20 (6%) 0,187% 0,187%
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,062% 0,062%
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Tabela 3. Wptyw badanych formulacji na wzrost szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

BADANA
FORMULACJA

1:2

1:4

1:8

1:16

1:32

1:64

1:128

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACII

1:256 | 1:512

1:1024

Nanosilver (15 ppm)

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Nanosilver (15 ppm)
Nanogold (5 ppm)

+

+

+

+

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (6%)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

- brak wzrostu
+ wzrost

Tabela 4. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027

W tabeli podano stezenia sktadnikdéw poszczegdlnych formulacji wyrazone w ppm albo w stezeniach

procentowych.

BADANA FORMULACIA

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

MIC MBC
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanogold (5 ppm) 2,5 ppm 2,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 3,75 ppm 3,75 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,375% 0,375%
Polisorbat 20 (3%) 0,75% 0,75%
Nanosilver (15 ppm) 3,75 ppm 3,75 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,5% 0,5%
Polisorbat 20 (3%) 0,75% 0,75%
Nanosilver (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,1875% 0,1875%
Polisorbat 20 (6%) 0,75% 0,75%
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,25% 0,25%
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Tabela 5. Wptyw badanych formulacji na wzrost szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538

BADANA
FORMULACIA

1:2

1:4

1:8

1:16

1:32| 1:64 | 1:128

1:256

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACII

1:512 | 1:1024

Nanosilver (15 ppm)

+

+

+

+ + +

+

+ +

Nanosilver (15 ppm)

Nanogold (5 ppm)

+ + +

+

+ +

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Etyloheksylo-
gliceryna (2%)
Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (6%)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

- brak wzrostu
+ wzrost

Tabela 6. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Staphylococcus
aureus ATCC 6538
W tabeli podano stezenia sktadnikow poszczegdinych formulacji wyrazone w ppm albo w stezeniach
procentowych.

BADANA FORMULACIA

Staphylococcus aureus ATCC 6538

MIC MBC
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanogold (5 ppm) 2,5 ppm 2,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 3,75 ppm 3,75 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,375% 0,375%
Polisorbat 20 (3%) 0,75% 0,75%
Nanosilver (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,25% 0,25%
Polisorbat 20 (3%) 0,375% 0,375%
Nanosilver (15 ppm) 0,937 ppm 0,937 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,0937% 0,0937%
Polisorbat 20 (6%) 0,375% 0,375%
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,125% 0,125%
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Tabela 7. Wptyw badanych formulacji na wzrost szczepu Candida albicans ATCC 10231

BADANA ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACII

FORMULACIA 1:2| 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32| 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024

Nanosilver (15 ppm) | + + + + + + + + + +

Nanosilver (15 ppm)

+ + + + + + + + + +
Nanogold (5 ppm)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (3%)
Nanosilver (15 ppm)
Etyloheksylo-
gliceryna (2%)
Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (6%)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

- brak wzrostu
+ wzrost

Tabela 8. Wyznaczone wartosci MIC i MFC badanych formulacji w stosunku do Candida albicans
ATCC 10231

W tabeli podano stezenia sktadnikdow poszczegdlnych formulacji wyrazone w ppm albo w stezeniach
procentowych.

Candida albicans ATCC 10231
BADANA FORMULACIA

MIC MBC

Nanosilver (15 ppm) >7,5 ppm >7,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) >7,5 ppm >7,5 ppm
Nanogold (5 ppm) >2,5 ppm >2,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,1875% 0,1875%
Polisorbat 20 (3%) 0,375% 0,375%

Nanosilver (15 ppm) 0,468 ppm 0,468 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,0625% 0,0625%
Polisorbat 20 (3%) 0,0937% 0,0937%
Nanosilver (15 ppm) 0,468 ppm 0,468 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,0468% 0,0468%
Polisorbat 20 (6%) 0,1875% 0,1875%
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,0625% 0,0625%
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Tabela 9. Wptyw badanych formulacji na wzrost szczepu Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

BADANA

FORMULACJA 1:2

1:4

1:8

1:16

1:32

1:64

1:256

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACII

1:128

1:512 | 1:1024

Nanosilver (15 ppm) -

+

+

+

+

+

+

+

+ +

Nanosilver (15 ppm)
Nanogold (5 ppm)

+

+

+ +

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Etyloheksylo-
gliceryna (2%)
Polisorbat 20 (3%)

Nanosilver (15 ppm)
Glikol kaprylowy
(1,5%)

Polisorbat 20 (6%)
Etyloheksylogliceryna
(2%)

- brak wzrostu
+ wzrost

Tabela 10. Wyznaczone wartosci MIC i MFC badanych formulacji w stosunku do Aspergillus

brasiliensis ATCC 16404

W tabeli podano stezenia sktadnikow poszczegdlnych formulacji wyrazone w ppm albo w stezeniach

procentowych.

BADANA FORMULACIA

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

MIC MBC
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm >7,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 7,5 ppm >7,5 ppm
Nanogold (5 ppm) 2,5 ppm >2,5 ppm
Nanosilver (15 ppm) 0,9375 ppm 7,5 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,0937% 0,75%
Polisorbat 20 (3%) 0,1875% 1,5 %
Nanosilver (15 ppm) 0,9375 ppm 3,75 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,125% 0,5%
Polisorbat 20 (3%) 0,1875% 0,75%
Nanosilver (15 ppm) 0,468 ppm 0,9375 ppm
Glikol kaprylowy (1,5%) 0,0468% 0,0937%
Polisorbat 20 (6%) 0,1875% 0,375%
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,0625% 0,125%
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mikrobiologicznego przez NPs zastosowano dwa
rézne promotory sorpcji w postaci 1,5% dodatku
glikolu kaprylowego oraz etyloheksylogliceryny
w ilosci 2%. Pozadane rozproszenie w roztworze
uzyskano przez 6% dodatek Polisorbatu 20.

Uzyskane rezultaty wskazujg na duzg aktyw-
no$¢ mikrobiologiczng analizowanych formulacji,
wyznaczong metoda seryjnych rozcieficzen na pod-
tozu ptynnym, zaréwno w stosunku do wzorcowych
szczepOw patogennych bakterii Gram-ujemnych
(Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa),
jak i Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus),
a takze grzybow (Candida albicans i Aspergillus
brasiliensis). Najnizsze stezenie substancji, ha-
mujace wzrost drobnoustrojow (MIC), okreslone
w stosunku do wszystkich szczepdw bakteryjnych
i Aspergillus brasiliensis wynosito dla Nanosilver
aXonnite 7,5 ppm oraz 2,5 ppm dla Nanogold
aXonnite i byto jedynie wyzsze w przypadku Can-
dida albicans (>7,5 ppm). Wartos¢ ta byfa takze
wartoscig minimalnego stezenia bakteriobdjczego
(MBC) dla szczepdw bakteryjnych, co wskazuje na
bakteriobojczy mechanizm dziatania formulacji.

Nanoczastki aXonnite sq substancjami obo-
jetnymi chemicznie, niezjonizowanymi, posiada-
jacymi wiasciwosci hydrofilowe. Czastki srebra
w takiej formie nie majg potencjatu penetruja-
cego i dodatek do roztworéw glikoli w pierwszej
kolejnosci zmniejsza napiecie powierzchniowe
roztworéw wodnych, co umozliwia lepsze przy-
leganie preparatu do Sluzéwki, a dodatkowo za
pomocg wigzan wodorowych wspiera dziatanie
penetrujace przez btony biologiczne.

Glikol kaprylowy jest wykorzystywany jako
promotor przenikania w zastosowaniach naskor-
kowych, ale réwniez przez $luzéwke, najpow-
szechniej uzywany jest w zastosowaniach prok-
tologicznych (np. Procto-zac). W zastosowaniach
do nosogardzieli nie byt dotychczas uzywany, co
wydato sie ciekawe dla autordw, aby zastosowac
surowiec rowniez w aplikacji laryngologiczne;j.

Wyniki badan potwierdzajg, iz promotory prze-
nikania poprawiaty aktywnos¢ mikrobiologiczng
formulacji we wszystkich przypadkach. Dodatek
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glikolu kaprylowego obnizat warto$¢ MIC do 1,875
ppm dla Escherichia coli i Candida albicans, a na-
wet do wielkosci 0,9375 ppm dla Aspergillus bra-
siliensis. Byty to takze poziomy MBC, z wyjatkiem
Aspergillus brasiliensis, dla ktérego MBC wynosito
7,5 ppm. Glikol kaprylowy wykazat najnizszg sku-
teczno$¢ w przypadku Pseudomonas aeruginosa
i Staphylococcus aureus, przyjmujac wartosci dla
MIC i MBC wynoszace 3,75 ppm.

W przypadku etyloheksylogliceryny najwiek-
sze obnizenie MIC do wartosci 0,9375 ppm uzy-
skano dla Escherichia coli i Aspergillus brasilien-
sis, cho¢ w tym drugim przypadku MBC wynosito
juz 3,75 ppm. Wyzsze wartosci MIC obserwo-
wano dla Pseudomonas aeruginosa i Staphylo-
coccus aureus, odpowiednio 3,75 i 1,875 ppm.
Byty to zarazem wartosci MBC. Najlepszy rezul-
tat uzyskano w przypadku Candida albicans, dla
ktorej zarowno wartos¢ MIC, jak i MBC wynosita
0,468 ppm.

Zastosowanie obydwu promotoréw jedno-
czesnie skutkowato znacznym obnizeniem MIC
do wartosci 0,468 dla Escherichia coli, Candida
albicans, Aspergillus brasiliensis. Byto to zara-
zem wartoscig MBC, z wyjatkiem Aspergillus
brasiliensis, dla ktérego MFC byto dwukrotnie
wyzsze i wynosito 0,9375 ppm. Jedynie Pseudo-
monas aeruginosa i Staphylococcus aureus oka-
zaly sie mniej wrazliwe na badang formulacje,
a uzyskane rezultaty wynosity odpowiednio 1,87
i 0,9376 ppm. Byly to zarazem wartosci MBC.

Wyniki wskazaty dziatanie bakteriobdjcze
i grzybobdjcze. Indeks MBC/MIC i MFC/MIC mie-
$cit sie w granicach MBC/MIC < 4 lub MFC/MIC
< 4, gdzie przy dziataniu bakteriostatycznym lub
grzybostatycznym indeks ten przyjmuje wartosé
MBC/MIC > 4 lub MFC/MIC > 4 [33].

Ponadto w trakcie przeprowadzonego ba-
dania ustalono, ze dodatek nanoczastek zitota
nie wptywa na zwiekszenie dziatania przeciw-
drobnoustrojowego formulacji wobec badanych
szczepow, a dodatek solubilizatora w postaci Po-
lisorbatu 20 nie wywiera negatywnego wptywu
na aktywnosc NPs.
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B Whnioski

Przeprowadzone prace potwierdzity, ze serbro
AgNPs stanowi dobrg podstawe produktu prze-
znaczonego do higieny jamy ustnej oraz wspo-
magajacego proces leczenia standéw zapalnych
$luzowki. Wykazuje on bowiem wysokg aktyw-
no$¢ wobec badanych wzorcowych szczepow
patogendw, dziatajac wobec wiekszosci z nich
bakteriobdjczo. Nie wykazano takze negatywne-
go wptywu substancji pomocniczych, bioracych
udziat w tworzeniu badanych formulacji, wspie-
rajacych wrecz aktywnos$¢ Nanosilver aXonnite
poprzez promowanie stopnia przenikania i wza-
jemny synergizm, co znajdowato swoje odbicie
w obnizeniu wartosci najnizszego stezenia sub-
stancji hamujacej wzrost drobnoustrojow (MIC)
oraz minimalnego stezenia bakteriobdjczego
(MBC) i grzybobdjczego (MFC). Uzyskane wyniki
zachecaja wiec do dalszych prac rozwojowych,
kwalifikujac potencjalny produkt jako alterna-
tywe dla stosowanych miejscowo antybiotykow.
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