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Lista skrotow uzytych w pracy:

AgNPs — ang. Silver nanoparticles, nanoczastka srebra

AuNPs — ang. Gold nanoparticles, naoczastka ztota

BPO - nadtlenek benzoilu

CAS - ang. Chemical Abstracts Service

CIR- ang. Cosmetic Ingredient Review, Przeglad Sktadnikéw Kosmeycznych

COLIPA - ang. European Cosmetic and Perfumery Association, Europejskie Stowarzyszenie

Kosmetykéw

CRP - ang. C Reactive Protein, biatko C-reaktywne

CuNPs — ang. Copper Nanoparticles, nanoczastki miedzi

DMI - etylheksyl gliceryna

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

EDG - etoksydiglikol

ECHA - ang. European Medicines Agency, Europejska Agencja Lekow

EMA - ang. European Medicines Agency, Europejska Agencja Lekow

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Europejski Komitet

ds. Oznaczania Lekowrazliwos$ci

FAO - ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations, Organizacja Narodow

Zjednoczonych do spraw Wyzywienia 1 Rolnictwa

FDA — ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnoéci i Lekéw

GRAS - ang. Generally Recognized as Safe, powszechnie uznana za bezpieczng

HA - hydroksyacetofenon

INCI - ang. International Nomenclature of cosmetic ingredients, Migdzynarodowe nazewnic-
two sktadnikéw kosmetykow

KORLD - Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw

LDso — ang. Lethal Dose, miara ostrej toksycznosci i oznacza takg dawke substancji, ktéra zbija
50% badanej populacji

MBC- ang. Minimum Bactericidal Concentration, minimalne st¢Zenie bakteriobdjcze

MBIC - ang. Minimum Biofilm Inhibitory Concentration, minimalne st¢zenie hamujace biofilm

MIC - ang. Minimum Inhibitory Concentration, minimalne st¢zenie hamujace

MMP - metaloproteinazy



NOAEL - ang. No-Observed-Adverse-Effect Level, poziom niewywotujacy dajacych si¢ zaob-
serwowac szkodliwych skutkow

NOEL - ang. No-Observable-Effect Level, poziom niewywotujacy obserwowalnych skutkéw

NPs — ang. Nanoparticles, nanoczastka

OECD - ang. The Organisation for Economic Co-operation and Development, Organizacja

Wspoétpracy Gospodarczej i Rozwoju

PMMA- ang. poly(metylmethacrylate), polimetakrylan metylu

RNA - ang. ribonucleic acid, czyli kwas rybunukleinowy

ROS — ang. Reactive Oxygen Species, reaktywne formy tlenu

SCCP- ang. Scientific Committee on Consumer Products, Komitet Naukowy ds. Produktow
Konsumenckich

U.E — ang. European Union, Unia Europejska

USA - ang. United States of America, Stany Zjednoczone Ameryki



I. WSTEP 1 CEL PRACY

Mikroflor¢ jamy ustnej tworzy ponad 700 gatunkéw bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujem-
nych, zaréwno tlenowych jak i beztlenowych. Bakterie te wykazujg gatunkowo swoistg topo-
grafie kolonizujac zeby, jezyk, btone $luzowa jamy ustnej, podniebienie twarde i kieszonki
dzigstowe. Niektore z nich odgrywaja wazng role w utrzymaniu zdrowego stanu jamy ustnej,
inne sg potencjalnymi czynnikami chorobotwoérczymi. Jednak w przypadku ich nadmiaru lub
zachwianej rownowagi staja si¢ czynnikiem etiologicznym stanéw zapalnych tkanek migkkich
jamy ustnej, dzigset i przyzebia oraz prochnicy.

Ciagglym zrédtem infekcji jamy ustnej sg takze protezy zgbowe, implanty i aparaty ortodon-
tyczne, che¢tnie zasiedlane przez drobnoustroje, tworzace na ich powierzchni zwartg warstwe
biofilmu. Ich konstrukcja, blokujgca prawidtowy przeptyw §liny, znacznie utrudnia utrzymy-
wanie prawidlowej higieny jamy ustnej. Profilaktyka i zwalczanie biofilmu tworzacego si¢ na
protezach, aparatach ortodontycznych i przylegajacej tkance opiera si¢ gtbwnie na mechanicz-
nym usuwaniu drobnoustrojéw. Wspiera je stosowanie past do zebéw i ptynéw do ptukania
jamy ustnej, zawierajacych substancje o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych. Ale pozbycie
si¢ ich tradycyjnymi metodami jest niemal niemozliwe i czgsto zmusza pacjenta do przewlekle;j
antybiotykoterapii, wymiany protezy, a co za tym idzie do ponoszenia dodatkowych kosz-
w234
Nanoczastki (ang. Nanoparticles, NPs) metali, w tym ztota, srebra i miedzi mogg stanowi¢
sktadnik preparatow do higieny jamy ustnej i nosa. Wykazuja bowiem wysoka skutecznosc¢
wobec konsorcjow drobnoustrojowych kolonizujacych czgsto powierzchni¢ bton §luzowych
i przyczyniajacych si¢ do rozwoju przewleklych infekcji w obrebie jamy ustnej i nosogardzieli.
Praca ta ma na celu opracowanie i weryfikacj¢ do§wiadczalng w skali laboratoryjnej serii for-
mulacji, zawierajacych nanomaterialy srebra (ang. Silver nanoparticles, AgNPs) i zlota (ang.
Gold nanoparticles, AuNPs), wykazujacych duza skuteczno$¢ wobec patogenéw wybranych
z grupy bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych i grzybéw. W zatozeniach wstepnych
pracy, obok AgNPs i AuNPs, wzieto réwniez pod uwage nanomiedz (ang. Copper nanopartic-
les, CuNPs), cho¢ zgodnie z doniesieniami pi$miennictwa, nanometal ten jest gtéwnie aktywny
wobec grzybow, czyli mikroflory, ktéra nie wystepuje zbyt czesto w stanach infekcyjnych no-

sogradzieli.



W zalozeniach pracy przyjeto, ze otrzymane formulacje powinny wykazywac:
—  silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec szczepoéw, bedacych typowa mikro-
florg bton §luzowych nosogardzieli, ale takze
—  wysokg skutecznos$¢ przeciwbiofilmows, czego nie posiadajg inne komercyjne prepa-
raty przeznaczone do stosowania na blony sluzowe.
Zwalczanie biofilmu 1 penetracja substancji mikrobiologicznie aktywnych jest jednym
z wigkszych wyzwan stawianych produktom przeciwdrobnoustrojowym. W pracy skupiono si¢
wiec na badaniach, w ktérych nie tylko zastosowano AgNPs i AuNPs, ale réwniez substancije,
utatwiajgce przenikanie przez btony biologiczne zaktadajac, ze wykorzystane promotory prze-
nikania bedg wspiera¢ aktywnos¢ nanometali 1 niwelowa¢ drobnoustroje obecne w strukturach
biofilmu. Natomiast w celu zwigkszenia atrakcyjnosci potencjalnego produktu stosowanego
w infekcjach wirusowych czy bakteryjnych jamy ustnej i nosogardzieli, a takze liczac na sy-
nergizm dziatania formulacji zawierajagcych AgNPs 1 AuNPs oraz promotory przenikania przez
btony biologiczne wigczono takze przetwory surowcéw roslinnych o udowodnionym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym.
Mam nadzieje, ze przeprowadzone badania przetozg si¢ na praktyczne wykorzystanie na-
nometali w produktach do higieny jamy ustnej oraz wspomoga proces leczenia stanéw zapal-

nych jamy ustnej, nosa czy zatok.



II. CZESC TEORETYCZNA

1. Stany zapalne nosogardzieli

1.1. Budowa nosogardzieli. Problemy w diagnozowaniu zrédla

zakazen

Zapalenie blony $luzowej jamy ustnej i nosogardzieli w fazie ostrej lub przewlektej jest
jednym z najczestszych objawow zglaszanych przez pacjentéw w gabinetach internistycznych,
stomatologicznych i otolaryngologicznych. Przyczyny zapalenia tkanek sa zazwyczaj niejed-
noznaczne i trudne do zdiagnozowania. Cze¢sto towarzyszg im réwniez zaburzenia droznos$ci
nosa i inne objawy czy dysfunkcje, takie jak zapalenie zatok przynosowych lub migdatéw gar-
dlowym. Jednym z wigkszych problemow jaki nalezy wzia¢ pod uwage w leczeniu stanéw za-
palnych nosogardzieli jest takze tworzacy si¢ biofilm bakteryjny, ktérego pozbycie si¢ lub spe-
netrowanie przez substancj¢ mikrobiologicznie aktywne jest czesto bardzo trudne lub wrecz
niemozliwe’.

Nosogardto mozemy podzieli¢ na dzielaca si¢ nieparzyscie przestrzen zagardlowa i1 parzy-
stg przygardtowa. Co istotne, na $cianie bocznej nosogardzieli znajduje si¢ ujscie gardiowe
trabki stuchowej, natomiast gérna i tylna cze$¢ tragbki stuchowej otacza migdatek trgbkowy
tworzacy tzw. wat trabkowy®. Glebiej znajduje sie tez migdatek gardtowy o ksztalcie przypo-
minajacym czworokat badz tréjkat. Pokryty jest on nablonkiem dwuwarstwowym walcowatym,
ktéry w nizszych partiach (w aspekcie potozenia wzglgdem uktadu jamy nosogardzieli) zmienia
si¢ w nablonek wielowarstwowy ptaski (Ryc.1).

Migdaltki sg bardzo waznym segmentem naszego uktadu odpornosciowego, ale takze co
w ostatnich latach odkryto, stanowig wazny element metabolizmu cztowieka. Jak udowodniono
dzieci, u ktérych dokonano tonsillektomi lub tonsillotomi (usunigcia migdatkéw) przed 7 ro-
kiem zycia s3 bardziej narazone na otyto$¢’. Mechanizm ten nie jest jeszcze dobrze poznany,
ale ma to prawdopodobny zwigzek z mikrobiomem wewnatrzjelitowym, ktory $cisle powigzany

jest z ,,rezerwuarem’ mikrobiologicznym znajdujacym si¢ w migdatkach. Migdatki sg tez jed-



nym z pierwszych organéw kontaktujacych si¢ z mikroorganizmami znajdujacymi si¢ w oto-
czeniu zewnetrznym cztowieka. Jest to wige jeden z wazniejszych elementéw budujacych od-
pornos¢. Ale nalezy takze pamigtac, ze sg tez w stanie przysparza¢ wiele probleméw nadinter-
pretowujac zagrozenie dla organizmu i przyczyniac¢ si¢ do zintensyfikowania objawéw choréb
autoimmunologicznych, takich jak chociazby tuszczyca, w ktérej to nadreaktywne migdaltki
moga powodowaé zwiekszenie $wigdu skéry®. Z tego tez powodu u chorych na tuszczyce wy-
stepuje czesto sktonnosé¢ do stanéw zapalnych gardta®,'”.

Infekcje nosogardzieli, przy pierwszej obserwacji, sg trudne w ocenie klinicznej. W posta-
wieniu prawidtowej diagnozy pomocne sg posiewy wykonywane przy nadkazeniach bakteryj-
nych, niemiarodajne przy zapaleniach wirusowych. Rozpoznanie infekcji wirusowych stwier-
dza si¢ wiec po obserwacji objawdéw takich jak wodnisty katar, miejscowy bdl tylnej Sciany
gardta, suchy kaszel a uwzgledniajac diagnostyke laboratoryjng - poziom biatka C-reaktywnego
(ang. C Reactive Protein, CRP), glikoproteiny nalezacej do grupy bialek ostrej fazy. Jej wartos¢
zwykle nie przekracza ono 40 mg/l, ale przy zakazeniach bakteryjnych moze osigga¢ poziom
nawet powyzej 200 mg/I''1213 Ale infekcje nosogardzieli maja czesto charakter mieszany
i dlatego tez preparaty stosowane w tych zakazeniach powinny wykazywac szerokie spectrum

dziatania, zaréwno na wirusy jaki i bakterie.
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Rycina 1.  Przekrdj nosogardzieli’.

Wigkszos¢ zakazen nosogardzieli ma przebieg tagodny i nie wymaga wigczenia antybioty-
kéw czy glikokortykosterydow, a jedynie zastosowania preparatdw miejscowych o szerokim

spektrum dziataniu antybakteryjnego i antywirusowego. Jak wykazujg statystyki, nawet w 30%



przypadkéw wdrozenie antybiotykoterapii w tych infekcjach jest nieuzasadnione i moze przy-
czyniaé do groznej w skutkach lekoopornoéci'®!®!7. Dlatego tez w pierwszej kolejnosci nalezy
wspiera¢ uklad immunologiczny, stosowac preparaty miejscowe, bez mozliwosci dziatania
ogdlnoustrojowego. Wydaje si¢ wiec, ze nanometale srebro i ztoto (AgNPs i AuNPs), przed
ktérymi mikroorganizmy nie znalazly jeszcze skutecznego sposobu obrony moga stanowic
obiecujacy alternatywe w walce z drobnoustrojami kolonizujacymi nosogardziel. Efektywnym
sposobem zwalczania infekcji moze by¢ takze fitofarmakologia. Jak udowodniono w badaniach
przeprowadzonych na wirusach wywotujacych ostre zapalenie zatok (tac. Rhinosinusitis acuta)
tradycyjne produkty roslinne, takie jak: czarny bez, szczaw, goryczka, werbena wykazuja dzia-

tanie przeciwwirusowe, skutecznie ograniczajac replikacje wiruséw's.

1.2. Szczepy patogenne kolonizujace blony sluzowe w nosogar-

dzieli

Zdecydowana wigkszo$¢ infekcji w obrebie nosogardzieli rozpoczyna si¢ od wywotania
stanu zapalnego po kontakcie z wirusami, ktére to utatwiaja bakteriom inwazje¢ i przyleganie
do nabtonka wyscielajacego drogi oddechowe. W procesie adhezji czynnie uczestniczag dwa
typy struktur, obecnych na powierzchni wigkszosci bakterii Gram-ujemnych, ale tez u niekto-
rych przedstawicieli bakterii Gram-dodatnich, takich jak np. Streptococcus. Sa to wlosowate
struktury komérkowe — fimbrie, biorgce udziat w procesie wigzania komorki bakteryjnej do
komoérek gospodarza oraz stanowigce aparat ruchu rzeski (ang. flagella). Mozna wigc uznac je,
za odpowiedzialne za pierwsze etapy zakazenia i wptyw na pézniejszy przebieg choroby.

Kontakt, a nastepnie skolonizowanie bakterii na blonach sluzowych nosogardzieli urucha-
mia procesy obronne organizmu - fagocytoze, podczas ktérej wyspecjalizowane komorki go-
spodarza wychwytuja i niszczg intruza. Gdy jednak patogen pokona ciggto$¢ nabtonka drég
oddechowych dochodzi do aktywowania odczynu zapalnego, czego konsekwencjg jest uszko-
dzenie struktur bton §luzowych a nastepnie tkanek migkkich, zwiekszona przepuszczalno$¢ na-
czyn krwiono$nych, obrzek btony §luzowej oraz wzrost wydzielania surowiczo-$§luzowego,
a takze degradacja komorek urzesionych i nieurzesionych drég oddechowych, spowolniajgca
transport $luzowo-rzgskowy i przyczyniajaca si¢ do zalegania wydzieliny. Dane zZrédtowe
wskazuja, iz najczestsza przyczyng bakteryjnego zapalenia gardta czy migdatkow sa bakterie

z rodzaju paciorkowcow i gronkowcéw miedzy innymi: Staphylococcus aureus, Streptococcus



pneumonia, Streptococcus pyogenes, Pseudomona aeruginosa i Haemophilus influenza, nato-
miast bakterie z rodzaju Mycoplasma 1 Chlamydia pneumoniae stanowig mniej niz 1% przy-
padkéw zakazen'®?°. Przyktadami patogennych bakterii kolonizujacych nosogardziel sa:

a. bakterie Gram-dodatnie

—  gronkowce (Staphylococcus),
—  paciorkowce (Streptococcus),
—  laseczka tezca (Clostridium tetani),
— laseczki zgorzeli gazowej (Clostridium perfringens),
— laseczka waglika (Bacillus anthracis),
—  maczugowiec btonicy (Corynebacterium diphtheriae),
—  pratek gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis),
—  pratek tradu (Mycobacterium leprae).
b. bakterie Gram-ujemne
— pateczki z rodzaju Brucella,
— pateczki z rodzaju Salmonella,
— pateczki z rodzaju Shigella,
— pateczki z rodzaju Klebsiella,
— kretek blady (Treponema pallidum),
— pateczka okreznicy (Escherichia coli),
— pateczka dzumy (Yersinia pestis),
— przecinkowiec cholery (Vibrio cholerae),
— pateczka (Helicobacter pylori),
— pateczka grypy (Haemophilus influenzae),
— pateczka z rodzaju Proteus,
— pateczka krwawa (Serratia marcescens).

W terapii infekcji jamy ustnej i nosogardzieli nalezy uwzgledni¢ takze, ze bakterie koloni-
zujace ten obszar probujg skutecznie ,,walczy¢ o przetrwanie”, wyksztalcajac szereg mechani-
zm6éw majacych wplyw na ich zjadliwo$¢. Niektore z nich, w tym Corynebacterium diphthe-
riae, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella pertussis czy Staphylococcus aureus hamujg fago-
cytoze, utrudniajgc eliminacje¢ inwazyjnego patogenu, inne jak m.in. Streptococcus pneumo-
niae, Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis organizujg si¢ w strukture biofilmu, blo-

kujac dostep substancji aktywnych mikrobiologicznie?!.



1.3. Problemy w zwalczaniu infekcji nosogardzieli

Duzym utrudnieniem w obrazowaniu, wlasciwej analizie mikroorganizmoéw a takze lecze-
niu infekcji nosogardzieli jest wystepowanie biofilmu, pokrywajacego btong §luzowa, w tym
rowniez migdatkéw przygardtowych. Biofilm tworzg osiadte populacje jednego lub wielu ga-
tunkéw mikroorganizmoéw, przytwierdzone do podtoza, pokryte zewnatrzkomérkowg polime-
rowa substancja - macierzg (ang. Matrix), ztozong giéwnie z wielocukrow, biatek 1 kwasow
nukleinowych, stanowiaca skuteczng barier¢ chronigca przed dzialaniem antybiotykow, anty-
septykéw oraz uktadu immunologicznego gospodarza®?. Cykl zycia biofilmu mozna podzieli¢
na wystepujace po sobie cztery gtdwne etapy: adhezja, tworzenie mikrokolonii, dojrzewanie
biofilmu i jego rozpad (Ryc. 2)%.

Zdolnos¢ drobnoustrojéw do tworzenia struktury biofilmu wptywa niekorzystne na proces
leczenia infekcji. Mikroorganizmy znajdujace si¢ pod macierzg toleruja bowiem nawet
1000-krotnie wyzsza dawke toksycznych dla nich zwigzkdw, w poréwnaniu z bakteriami nie-
skolonizowanymi®*. Oporno$¢ ta zwigzana jest z kilkoma czynnikami. W pierwszej kolejnosci
nalezy wymieni¢ tu wydtuzony czas wnikania substancji aktywnej, co w konsekwencji daje
mozliwos$¢ wytworzenia lub uruchomienia przez patogenne bakterie mechanizméw obronnych,
np. produkcje enzyméw f-laktamaz katalizujgcych hydrolize antybiotykéw f-laktamowych.
Roéwniez nie bez znaczenia jest efekt dawki substancji przeciwdrobnoustrojowej, bowiem ma-
trix skutecznie uniemozliwia dziatanie pojedynczej dawki leku, co ma ogromny wptyw na sku-
teczno$¢ niwelowania kolonii biofilmu®.

Mozliwosci wspétdziatania réznych szczepéw drobnoustrojow w procesie tworzenia bio-
filmu jest kolejnym mechanizmem stanowigcym spore utrudnienie w zwalczaniu patogennych
mikroorganizméw. Polega to najczesciej na aktywnej wymianie produktow niezbednych do
zycia, co zwigksza szanse¢ przetrwania w niekorzystnych warunkach srodowiskowych. Ale sy-
tuacja moze by¢ wrecz odwrotna. Niektore patogeny wydzielaja bowiem substancje takie jak
biosurfaktanty, czy enzymy trawienne, blokujace rozwdj innych szczepoéw mikroorgani-
zméw?S,

Wszystkie wyzej przedstawione kwestie utrudniajg aktywne leczenie i sprawiaja, ze sku-
teczne zwalczanie infekcji i stanéw zapalnych stanowi duze wyzwanie, jakiemu musi podotaé
wspotczesna medycyna. Poszukiwanie nowatorskich rozwigzan skierowato wigc badania nie

tylko w kierunku otrzymywania nowych substancji aktywnych, ale takze wykorzystania nowo-



czesnych technologii, ktére umozliwityby zwalczanie biofilmu i penetracj¢ substancji przeciw-
mikrobowych przez matrix*’. Mimo licznych doniesien pi$miennictwa zwigzanych z aktywno-
scig NPs srebra, ztota i miedzi wobec szczepdéw bakterii, wiruséw i grzybow, informacje odno-
szace si¢ do zwalczania przez NPs metali biofilmu sg wcigz bardzo ograniczone. Dlatego ba-

dania nad ich potencjalem doskonale wpisujg si¢ w oczekiwania medycyny.

Oawracal;\a* nieédwraca]na adhezja

Dojrzewanie biofilmu

Rycina 2.  Kolejne stadia tworzenia biofilméw bakteryjnych?’.

Przeglad piSmiennictwa dostarcza takze informacji na temat synergizmu dziatania NPs me-
tali z innymi zwigzkami aktywnymi biologicznie, w tym z antybiotykami czy substancjami
czynnymi roslinnych produktéw leczniczych. Przewagg takich potaczen jest przede wszystkim
mozliwos¢ zastosowania nizszych dawek chemioterapeutykéw, przy zachowaniu takiego sa-
mego, a nawet wiekszego efektu terapeutycznego. Terapie skojarzone dajg rOwniez szans¢
przywrocenia medycynie produktéw leczniczych dobrze poznanych i opisanych, ktére stracity
efektywnos$¢ dziatania w wyniku lekoopornosci. W przeprowadzonych badaniach potwier-
dzono juz istnienie oddziatywan synergistycznych miedzy AgNPs a ampicylina, gentamycyna,
streptomycyng i wankomycyng wobec szczepdw Escherichia coli i Pseudomonas aerugi-

nosa13,15,28,29‘



2. Substancje stosowane w stanach infekcyjnych noso-

gardzieli

2.1. Nanometale

Jedng z ciekawszych i najbardziej obiecujacych dziedzin technologicznych, wykorzystywa-
nych obecnie do$¢ czgsto w produktach stosowanych w medycynie jest nanotechnologia.
W ostatnich latach szczegdlng uwage poswiecono badaniom nad metalami szlachetnymi i pot-
szlachetnymi w rozmiarze nano. Odkryto bowiem, ze substancje te przeniesione do tej skali
wykazuja znakomite wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Liczne prace eksperymentalne
udowodnity, ze NPs pewnych metali sg skuteczne juz w bardzo niskich stezeniach, a jednocze-
snie nie wykazuja lub wykazuja niskg toksycznos¢ w stosunku do komérek ludzkich. Skutecz-
no$¢, mozliwos¢ dlugotrwatego stosowania, a takze szerokie spektrum dziatania na mikroorga-
nizmy sg gtéwng zaleta NPs metali, a r6znorodno$¢ proceséw eliminacji utrudnia mikroorga-
nizmom wytworzenie mechanizméw obronnych®°.

Znakomite wlasciwosci metali byty znane od wiekéw. Od czaséw sredniowiecznych az do
lat 70 XX wieku uzywano jednak gtéwnie srebra metalicznego oraz jego zwigzkéw (azotanu
srebra in lapis lub sulfadiazyny srebra), wykorzystujac ich dziatanie antybakteryjne zaréwno

31.32.33.343536 Dopiero w II potowie XX wieku, kiedy rozwinat

w medycynie, jak 1 w kosmetyce
si¢ przemyst farmaceutyczny i produkcja antybiotykéw ruszyta na duza skale, drozszy i mniej
dostepny kruszec zaczat by¢ rzadziej stosowany. Uwzgledniajac jednak fakt, ze wiele substan-
cji wykorzystywanych w antybakteryjnych i antywirusowych produktach leczniczych ma udo-
wodnione dzialania niepozadane trwa ciggle poszukiwanie nowych rozwigzan, bezpieczniej-
szych dla ludzi i §rodowiska®’38°,

Rosnacg odpornos¢ drobnoustrojow na znane leki przeciwbakteryjne sklania takze do sze-
rokiego zainteresowania antybakteryjnymi i antywirusowymi wtasciwo$ciami nanometali. Do-
brym rozwigzaniem wydaja si¢ by¢ zwlaszcza nanosrebro (AgNPs)*, ktére uznawane jest za

nowa generacje $rodkéw antybakteryjnych stosowanych w medycynie*!.



2.1.1. Nanoczgstki srebra (AgNPs)

Srebro jest pierwiastkiem chemicznym nalezacy do grupy pierwiastkoéw przejSciowych
11(1B). Sam metal jak i jego jony stosowano w medycynie od wiekéw. Jednak pézniejsze ba-
dania, zwigzane z wykorzystywaniem srebra do pokrywaniu narzedzi chirurgicznych, wykazaty
niska aktywno$¢ antymikrobowa obu tych form*>*. Przyczyna tego zjawiska mogta by¢ ,.dez-
aktywacja” srebra metalicznego i jonowego w kontakcie z krwig. Ale pdzniejsze prace, zwia-
zane z analizg aktywnos$ci AgNPs, przeprowadzone na ptytkach silikonowych pokrytych war-
stwa nanometalu wykazaty znakomite wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe**, co dato mozli-

wos¢ wykorzystania nanoczastek srebra takze obszarze zastosowania medycznego.
2.1.1.1. Mechanizm oddziatywania

Whiknigcie AgNPs do komorki bakteryjnej powoduje szereg zmian, co zaburza we-
wnetrzng organizacje struktury oraz funkcjonowanie komoérki. Prawdopodobny mechanizm
przeciwdrobnoustrojowy nanosrebra nie polega jedynie na reakcji chemicznej, ale takze na
zdolnoS$ci przenoszenia badz magazynowania tlenu atomowego lub oddziatywania bioelek-
tryczne. Lancuch procesdw rozpoczyna potaczenie si¢ AgNPs z grupami sulfonowymi pepty-
doglikanu, wystepujacego w $cianie komorkowej bakterii i zmniejszenie usieciowania gtow-
nego polimeru (mureiny), co w rezultacie prowadzi do lizy komoérki. Obnizenie stopnia usie-
ciowana wspiera rOwniez penetracj¢ w gtab komorki, gdzie srebro, ktére jest zdolne do silnej
interakcji z resztami fosforanowymi, imidazolowymi, sulfhydrylowymi oraz karboksylowymi
wchodzacymi w sktad biatek oraz kwaséw nukleinowych*, wbudowuje sie w tancuch DNA
bakterii, uniemozliwiajac ich replikacje*®*’. AgNPs blokujg réwniez reakcje w tancuchu odde-
chowym, co skutkuje hamowaniem przeptywu informacji w komoérce a takze wptywa na po-
wstawanie duzej ilo$ci reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS)** . In-
dukowany na tej drodze stres oksydacyjny rzutuje na dziatanie biatek i zahamowanie wzrostu
oraz znieksztatcenie struktury komérkowej, zar6wno wewnetrznej jak i zewngtrzng, prowadzac
ostatecznie do $§mierci drobnoustrojéw (Ryc. 3)30-1:5233,

Srebro jest bezpieczne dla ludzi, gdyz mureina, gléwny sktadnik budulcowy $ciany komor-
kowej bakterii i nie wyst¢puje w komorkach eukariotycznych, co uniemozliwia penetracje
AgNPs do wnetrza nieuszkodzonych komorek ludzi czy zwierzat. Przeprowadzone prace wy-
kazaty, ze skuteczno$¢ nanosrebra jest zwigzana z wielkoscig czastki. Ale jak udowodniono,

antybakteryjne dziatanie AgNPs jest uzaleznione nie tylko od jej rozmiaréw>*, ale réwniez od
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ksztattu®, przy czym nanoczastki w ksztalcie tréjkatnym sg bardziej reaktywne niz czastki sfe-

ryczne’’,

e silver nanoparticle

silver ion

ros reactive oxygen
species

active enzyme

inactive protein

membrane protein

Rycina 3. Dziatanie nanoczgstek srebra na komorke bakterii’.

AgNPs wykazuja dziatanie antybakteryjne zar6wno na bakterie Gram-ujemne, jak 1 Gram-
dodatnie cho¢ uwaza sig, ze to szczepy Gram-ujemne sg bardziej wrazliwe na AgNPs, gléwnie
ze wzgledu na wieksza tatwoéé przenikania czastek przez Sciang komérkowa ®>’. Bakterie
Gram-ujemne majg bowiem cienkg warstwe¢ peptydoglikanu i zewnetrzng warstwe lipopolisa-
charydéw, w ktoérej kowalencyjne polaczenia z polisacharydami generujg fadunek ujemny,
sprzyjajacy przyciaganiu dodatniego tadunku na AgNPs, co niewatpliwie utatwia adhezj¢ na-
noczastek. W przypadku bakterii Gram-dodatnich proces ten jest bardziej utrudniony ze
wzgledu na grubg warstwa peptydoglikanu $ciany komdérkowej. Jednak niezaleznie od budowy
bakterii, proces przylaczenia substancji mikrobiologicznie aktywnej zapoczatkowuje wielokie-

runkowy mechanizm dezaktywacji i Smier¢ komorek bakteryjnych.
2.1.1.2. Wpykorzystanie nanosrebra w medycynie

Wiasciwosci antybakteryjne AgNPs sg szeroko wykorzystywane w medycynie. Wspotcze-
$nie, AgNPs wchodzi w sktad nie tylko zZeli antybakteryjnych stosowanych do dezynfekcji

skory’s:5?

, ale stuzy takze do powlekania implantowanych wyrobéw medycznych: implantéw
protez, cewnikéw, zastawek, itp.6%®1:92] tworzac powtoke antybakteryjng na ich powierzchni®,

Wiasciwosci AgNPs ukierunkowane na obecne w organizmie szczepy Staphylococcus aureus,
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis sa wykorzystywane przy produkcji
cewnikéw stosowanych przy operacjach mézgu®+%3.

W zastosowaniach chirurgicznych AgNPs i jego antybakteryjne wlasciwosci sg postrzegane
jako dobre i bezpieczne. Nie obserwowano zadnych dziatan niepozadanych ¢, przy znacznym
zniwelowaniu ryzyka powstania infekcji bakteryjnych®’. Badania na zwierzetach, ktérym
wszczepiono silikonowe zastawki powleczone nanosrebrem, potwierdzaty dobrg biokompaty-
bilno$¢®, a zastosowanie AgNPs wkomponowanego w strukture polimeru zdecydowanie op6z-
niato powstanie biofilmu®. Brak toksycznoéci potwierdzity takze badania in vivo przeprowa-
dzone w testach 10-dniowych na myszach’.

Nanosrebro jest wykorzystywane takze w chirurgii ortopedycznej jako dodatek do polime-
rowego cementu kostnego (ang. poly(metylmethacrylate, PMMA), ktory stosuje si¢ w zabie-
gach implantacji protez stawéw biodrowych i kolanowych’!’2. Antybakteryjne wlasciwosci na-
noczastek zmniejszaja ryzyko infekcji oraz odrzutéw, ktére w tego typu operacjach jest dos¢
wysokie 1 wynosi od 1 do 4%. Chociaz zastosowanie antybiotykéw w masie cementu kostnego
zmniejsza réwniez prawdopodobienstwo wystgpienia infekcji od 0,4 do 1,8%, jednakze nie jest
ono korzystne ze wzgledu na nabywanie opornoéci bakterii na stosowana substancje aktywna’>.

Srebro metaliczne byto wykorzystywane od lat w stomatologii w wypelnieniach amalga-
matowych. Jednak mata plastycznos¢ materiatu, zawarto$¢ rteci oraz interakcje srebra z suro-
wicg krwi skutkujace zaciemnianiem zg¢ba, spowodowaty powolny zwrot zainteresowania
w kierunku nowoczesnych wypelnien polimerowych wspartych takze nanosrebrem. I tak
w 2011 r. otrzymano eksperymentalny kompozyt dentystyczny o potwierdzonym w testach
in vitro oraz in vivo dziataniu antypréchnicowym, ktéry zawierat zwigzki srebra’, a w 2012 r.
dodano do polimerowego wypetnienia AgNPs, wykorzystujac ich wtasnosci antybakteryjne’.

Od bardzo dawna stosowano srebro w przypadkach powaznych uszkodzen skéry jako do-
datek do bandazy, a takze w tekstyliach uzywanych przez pacjentéw z ranami pooparzenio-
wymi, owrzodzeniami lub przy zmianach zwigzanych z atopig skéry’®. Obok dziatania prze-
ciwdrobnoustrojowego AgNPs wykazuje bowiem dwutorowe dziatanie przeciwzapalne:

— inhibituje czynniki prozapalne oraz
— aktywuje apoptoze w komérkach zapalnych bez indukcji na zdrowe komorki.

W medycynie bardzo chetnie wykorzystuje si¢ tez zele oraz kremy, ktére znakomicie wpty-
waja na regeneracje zranionej lub poparzonej skory. Uzycie preparatow z AgNPs przyspiesza
gojenie si¢ ran dzieki zabezpieczeniu jej przed rozwojem drobnoustrojow. Opatrunki ze sre-

brem takie jak: Atrauman, Medisorb, UrgoClean, ale takze produkty powlekajace w sprayu jak
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Nanobiotic Silver Plus czy Farmactive Silver sg dzi§ powszechnie wykorzystane w terapii ran
powiktanych.
W roku 2008 opublikowano prace, w ktérych opisano przeciwdrobnoustrojowe dziatanie

nanosrebra na waglika, jednak do tej pory nie zostaty one wykorzystane w praktyce’”’8,

2.1.1.3. Bezpieczenstwo, toksycznosé

Z przeprowadzonych badan nad AgNPs wynika brak ich toksyczno$ci’®, a obawy zwigzane
ze stosowaniem, wynikajgce prawdopodobnie z matym rozmiarem nanoczastek oraz zmien-
nych wlasciwosciami, sa niepotwierdzone®’. Ewentualna toksyczno$¢ srebra wyrazona argyria
jest mozliwa tylko w przypadku wchtoniecia duzej ilosci jonéw metalu, a nie czastek nanome-
rycznych®. Nie ma tez jednoznacznych badan, ktére by w jakikolwiek sposéb wskazywaly, ze
srebro jest powodem wystepowania zmian alergicznych®!.

Stosowanie wyrobéw medycznych ze srebrem wcigz jest jednak traktowane z duzg obawa,
pomimo bardzo pomys$lnych wynikéw badan, §wiadczacych o braku toksycznosci AgNPs i sze-
rokiego zastosowania w medycynie®?, w produktach pielegnacyjnych i higienicznych®*%4, sto-
sowanych gléwnie na poparzenia, zespole Stevena-Johansona, pecherzycy®’, toksycznej mar-
twicy skéry®® i przewlektych owrzodzeniach®’. By¢ moze powodem tego jest utrudniona ocena
toksykologiczna, wynikajaca z bardzo organicznego wchtanianie NPs (nawet po podaniu do-
ustnym) i niskiej dystrybucji do narzadéw wewnetrznych cztowieka®®. W przypadku produk-
téw z AgNPs stosowanych bezposrednio na skér¢ biodostgpnos¢ w ogdle jest mato prawdopo-
dobna nawet w zagieciach czy po rozciagnieciu skéry®®. Co prawda, nanosrebro wykrywano
w uchytkach mieszkéw wiosowych, ale nie pokonywato ono bariery mieszka i nie bylto lokali-
zowane sie w glebszych partiach skéry®.

Z teoretycznego punktu widzenia zawsze istnieje zagrozenie ewentualnej mozliwosci wbu-
dowania si¢ AgNPs w helise¢ DNA, co moze bezposrednio prowadzi¢ do zniszczenia tancucha
lub denaturacji biatek i enzyméw oraz indukowaé wytwarzanie wolnych rodnikéw®!. Jednak
udokumentowane podanie inhalacyjne i doustne, przeprowadzone w testach 28-dniowych na

szczurach, nie potwierdzity toksycznogci®?

mimo, ze badania in vitro na liniach komérkowych
sugerowaly dziatanie cytotoksyczne nanosrebra, reakcje w mitochondrium komérki oraz pro-

dukcje reaktywnych form tlenu (ROS)*,
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2.1.1.4. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonego przegladu literaturowego potwierdzono szerokie zastoso-
wanie nanosrebra w takich dziedzinach jak medycyna czy kosmetologia. Nanosrebro znakomi-
cie sprawdza si¢ jako material powlekajacy w implantach czy komponentach polimerowych,
z ktérych wytwarzane sg cewniki. Jego antybakteryjne wtasciwos$ci znacznie zmniejszaja moz-
liwo$¢ powiktan po zabiegowych i infekcji bakteryjnych prowadzacych do zakazen ogdlnou-
strojowych. Nanosrebro znakomicie sprawdza si¢ rowniez w pielegnacji uszkodzonej po opa-
rzeniach skory i w dermatozach. Rezultaty stosowania sg bardzo dobre, a preparaty z AgNPs
nie maja wad antybiotykéw. Nie znaleziono dowodéw nawet w przypadkach wystgpienia ar-
gyrii, ze srebro w jakiejkolwiek postaci, a tym bardziej nanosrebro, ma negatywny czy tok-
syczny wpltyw na organizm czlowieka”.

W badaniach in vitro, ktére wskazywaty na szkodliwy efekt czgsteczek nanosrebra, wielu
badaczy zgadza si¢ z teza, ze genotoksyczno$¢ zwigzana jest z dodatkami stosowanymi w celu
zapobiegania aglomeracji czastek, a wlasciwa ocena ryzyka stosowanych nanomaterialéw po-
winna odbywac si¢ po wyeliminowaniu wptywoéw dodatkéw takich jak surfaktanty, sole, poli-

mery”*3%9 W badaniach in vivo toksyczno$¢ nanosrebra nie zostata wiec potwierdzona”®7%8,

2.1.2. Nanozioto (AuNPs)

ZYoto to pierwiastek chemiczny o liczbie atomowej 79, nalezacy do pierwiastkéw przejscio-
wych grupy 11(1B). Jest metalem szlachetnym mi¢kkim 1 btyszczacym, b¢dacym najbardziej
kowalnym 1 ciggliwym sposrod wszystkich znanych metali. Jeden gram ztota moze by¢ obro-
biony i rozciggniety do arkusz o powierzchni 1 m2. Platek ztota moze by¢ rozwalcowany do
tego stopnia, ze staje si¢ potprzezroczysty. Czyste ztoto ma jasnozotty kolor i wyrazny potysk,
nie utlenia si¢ w wodzie czy powietrzu. Nie jonizuje w biologicznych mediach®, jest nietok-
syczny 0101102 Na powietrzu nie ulega ciemnieniu i jest odporne na dziatanie wickszo$ci czyn-
nikéw korozyjnych. Jest to najbardziej obojetny biologicznie i chemicznie metal'®. Uwaza sie,
ze informacje dotyczace szkodliwos$ci ztota mogg wynika¢ z zanieczyszczen stopéw ztota in-

nymi metalami lub ztotem w postaci zjonizowanej.
2.1.2.1. Mechanizim oddzialywania
Whikajac do komérki bakteryjnej nanostruktury ztota zmieniajg charakter lipofilowy btony

komérkowej, tworza w niej wgtebienia (pory), za pomocg ktérych mozliwe jest dotarcie do
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cytozolu!™

. We wnetrzu komorki AuNPs uposledzajg synteze biatek, niszczg biatka struktu-
ralne oraz wiele enzymow a konsekwencja tych dziatan jest catkowita zmiana przemian meta-
bolicznych bakterii. Fragmenty cytoplazmy i organelli wyplywaja z jej wnetrza za pomocg po-
rOw w btonie, przyczyniajac si¢ do $mierci komorki. W procesie eliminowania drobnoustrojow
uczestniczg takze powstajace reaktywne formy tlenu (ROS), wywotujace indukowany stres ok-

sydacyjny.
2.1.2.2. Wykorzystanie nanoztota w medycynie

Zastosowanie ztota si¢ga juz czaséw starozytnych, gdyz byto znajdowane w zmumifikowa-
nych cialach. W Egipcie, aby zachowac¢ piekny i mtody wyglad wszywano bowiem ztote nici
w skére, 10

Ztoto 1 zwiazki ztota stosowane sg od wielu lat. Zar6wno w medycynie jak i kosmetyce
wykorzystywana jest jego zdolno$¢ do pobudzania proceséw regeneracyjnych, biostymuluja-
cych oraz dziatanie przeciwzapalne. Zioto znalazto wiec zastosowanie w kremach, lotionach
oraz ampulkach w postaci serum do twarzy. W skali nano ztoto dziata nie tylko przeciwbakte-
ryjnie, ale korzystnie na skore dojrzalta, poprawiajac jej poziom nawilzenia i ujedrnienia. Prze-
prowadzone badania wykazaly, ze AuNPs spowalniania degradacj¢ kolagenu i rozpad ela-
styny !,

ZYoto jest wykorzystywane do produkcji nici stosowanych w medycynie estetycznej a takze
zatwierdzone jako dodatek do lek6w!'%”1%, Ze wzgledu na wlasciwosci zmniejszania stanu za-
palnego i likwidowania uszkodzen wywotanych przez reaktywne formy tlenu (ROS), AuNPs
znalazto tez zastosowanie w medycynie regeneracyjnej. Przyspiesza bowiem gojenie tkanki
kostnej lub chrzestnej, wplywajac na proliferacje odtwarzajacych sie komérek®.

Z uwagi na bardzo rozwinieta powierzchni¢ kontaktowg i mozliwos$¢ tworzenia ligandow
z lekami, nanoczastkami ztota moga stanowi¢ znakomity no$nik transportu lekow w docelowe
miejsca organizmu cztowieka!®’. Przeprowadzone prace udokumentowaty mozliwo$é utworze-
nia polaczen z 70 czasteczkami lekow, w tym z paklitakselenem, lekiem powodujacym zaha-
mowanie mitozy zmienionych komérek, dostarczanym bezposrednio w okolice zmian nowo-
tworowych!1?,

W diagnostyce laboratoryjnej nanoztoto stosowane jest jako kontrast przy badaniach spek-
trofotometrycznych ''!. Moze by¢ takze wykorzystane do rozpoznawania pewnych biomolekut

lub wykrywania i eliminacji komérek nowotworowych 12113114 'Dogtarczone do guzéw ter-
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mowrazliwych 1 napromieniowane falami o dtugosci 800-1200 nm powoduje ich lokalne prze-

115

grzanie 1 zniszczenie' °. Wykazano takze wyjatkowa wrazliwos¢ niektorych typow czerniaka

na dziatanie nanoztota!'.

AuNPs posiada duzg aktywno$¢ katalityczng. Wykazujac wiasciwosci stabego kwasu Le-
wisa, aktywuje nienasycone zwiazki organiczne, tworzac wigzania C-C lub C-N w niezwykle
tagodnych warunkach''”. Znalazto to zastosowanie w konstrukcji elektrochemicznych immu-

nosensoréw wykrywajacych substancje antygenowe''8.
2.1.2.3. Bezpieczenstwo, toksycznos¢

Badania naukowe i opracowania literaturowe ukazuja bardzo szerokie zastosowanie nano-
ztota! 19120121122 Jednak pomimo tak duzego zainteresowania w dostepnym pi$miennictwie
brak jest szczegétowych danych na temat jego toksycznosci. Mozna znalez¢ jedynie informacje
dotyczace warto$ci poziomu niewywotujacego dajacych si¢ zaobserwowac szkodliwych skut-
kéw (ang. No-Observed-Adverse-Effect-Level, NOAEL) po podaniu drogg inhalacyjng. Na
podstawie badan przeprowadzonych na szczurach w testach 90-dniowych (wielko$¢ czastek
4-5 nm) obliczona NOAEL inh. wynosi 0,38 ug/m°"'% a najnizszy poziom obserwowanych
dziatan niepozadanych (ang. Lowest-observed-adverse-effect level, LOAEL) 20 pug/m°"!%3,

Dane pi$miennictwa dowodza, ze ztoto w niewielkim stopniu przenikania przez barierg na-
skorkowa 2123126 Jednakze opis samego eksperymentu nie jest wystarczajaco klarowny, a bio-
rac pod uwage warunki jakie sg potrzebne do zapewnienia biodostgpnosci substancji bez jej
modyfikacji czy immobilizacji na nosniku, wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby dochodzito
do penetracji bariery naskorkowej przez AuNPs. Zioto jak i jego forma nano posiada bowiem
charakter hydrofilowy i jego przenikanie przez lipofilowy ptaszcz i strukture stratum corneum
jest praktycznie niemozliwe.

Ztoto znajduje si¢ w organizmie ludzkim, §rednio w ilosci okoto 10 mg, z czego ponad
potowa zgromadzona jest w kosciach!?”:!2®, Dystrybucja nanoczasteczek zalezy od drogi poda-
nia oraz od rozmiar6w czgstek zlota. Podczas narazenia drogg inhalacyjng ztoto byto wykry-
wane gtownie w plucach 1 nerkach, podczas narazenia droga doustng przede wszystkim w wa-
trobie, §ledzionie oraz nerkach, przy podaniu drogg dozylng przewaznie w watrobie, przy bar-
dzo malej obecnos$ci ztota w innych tkankach. Wydalane jest z organizmu giéwnie z moczem
(ok. 70%), przy czym czastki wielkosci 1,9 nm wydalane sg ilosciowo®®.

Niezaleznie jednak od drogi podania, wielkosci czastek oraz warunkéw ewentualnej aku-

mulacji nie zaobserwowano toksycznos$ci czy zmian w zachowaniu, wadze ciata, kolorze,

16



$miertelno$ci, morfologii wéréd zwierzat, na ktérych realizowane byty badania!®!!13129130 Nie

stwierdzono takze efektu toksycznego w wykonanych in vivo badaniach po dozylnym podaniu
AuNPs w iloéci 12,5 nm!9!!3, Z kolei eksperyment in vitro, przeprowadzony na czastkach
o wielkosci od 0,8 nm, 1,5 nm, 3 nm, 10 nm, 50 nm do 100 nm potwierdzit brak reprotoksycz-
nosci i cytotoksycznosci!''>!*!, Wykazano w nim, ze jedynie czastka ztota o wielkosci 1,4 nm
ma mozliwo$¢ wbudowania sie w tancuch DNA!*2, co prawdopodobnie zwigzane jest z idealnie
pasujaca wielko$cia luki molekularnej fancucha DNA'3?,

Jednak mozliwo$¢ tworzenia potgczen z biatkami stwarza ryzyko wbudowania si¢ czgstek
nanoztota w tancuch DNA czy RNA, a co za tym idzie potencjalne zagrozenie cytotoksyczno-
$cig, genotoksycznos$cig czy reprotoksycznoscig. Trudno jednak ocenia¢ AuNPs jednoznacznie,

gdyz rozpigtos¢ warunkéw badan byta zbyt bardzo duza.
2.1.2.4. Podsumowanie

AuNPs wykazujg aktywnos$¢ przeciwbakteryjng zarowno wobec bakterii Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych!3*!33_ Z przeprowadzanych badan wynika, ze absorpcja ogélnoustrojowa
ztota wystepuje na bardzo niskim poziomie, a ryzyko stosowania AuNPs zwigzane jest jedynie
z dziataniem w miejscu ekspozycji, czyli np. pluca (inhalacja), watroby (podanie doustne) czy
skoéry (kontakt dermalny). W przypadku skéry wychwyt nanometalu i absorpcja przez skore
jest albo bardzo niska albo w ogdle nie wystepuje. Z kolei ogélnoustrojowe dziatanie po dawce
doustnej jest uwazane za duzo nizsze niz w przypadku czasteczek ztota rozpuszczalnych w wo-
dzie. A zatem na podstawie wynikow przeprowadzonych badan in vivo czy in vitro uznaje si¢
brak toksycznosci AuNPs.

Whiknigcie AuNPs do wnetrza komérki skutkuje wytworzeniem wokoét niej korony biatko-
wej, ktora staje si¢ zewnetrznym elementem jej budowy. Prawidtowos¢ ta ma wptyw na sku-
tecznos¢ 1 szybko$¢ eliminacji komoérek bakteryjnych. Zwigkszenie efektywnosci nanoztota
wymaga wiec przeprowadzenia pewnych modyfikacji sktadu produktu z AuNPs, dzigki kto-
remu immobilizacja AuNPs na powierzchniach biologicznych bedzie szybka i spersonalizo-

wana przeciwko konkretnemu dziataniu, na konkretny gatunek bakterii.
2.2. Surowce i przetwory roslinne

Zgodnie z szacunkowymi informacjami zrédlowymi, na ziemi wystepuje od 250 000 do

500 000 gatunkéw roslin, ktére to od poczatku ludzkosci wykorzystywane byty zaréwno jako
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sktadniki diety cztowieka, jak rowniez uzyskiwano z nich cenne substancje aktywne wykorzy-
stywane w celach leczniczych. Informacje na temat ich dziatania przekazywane byty w formie
ustnej, a nastepnie spisywane i opisywane bibliograficznie. Obecnie skuteczno$¢ ich dziatania
oraz wplyw na procesy zyciowe organizmu czlowieka potwierdzana jest przez wiele badan na-
ukowych, a naturalne produkty roslinne i ich przetwory znalazty swoje stale miejsce w fitofar-
makologii'*®. W dobie gwattownego rozwoju nanotechnologii i rosngcego zapotrzebowania na
nowe produkty lecznicze, coraz czesciej dokonuje si¢ polaczenia wspdiczesnej wiedzy z zna-

nymi od wielu lat wlasciwosciami farmakologicznymi substancji zawartych w roslinach.
2.2.1. Babka lancetowata

Babka lancetowata (tac. Plantago lanceolata L.) jest byling wystepujaca na catej poétkuli
poéinocnej, na terenach nizinnych klimatu umiarkowanego. Pojawia si¢ w poblizu miejsc wzro-

stu innych ro$lin takich jak lucerna, koniczyna, zboze jare lub ozime'?’

. Wyjatkowy ksztatt
blaszki lisciowej dal poczatek nazwie rosliny. Plantago lanceolata posiada w swoim sktadzie
wiele zwigzkéw §luzowatych i aktywnych biologicznie takich jak glikozydy irydoidowe i fe-
netylowe, flawonoidy oraz garbniki. Na jako$¢ zwigzkéw wystepujacych w roslinie ma wptyw
rodzaj gleby, jej pH, ilos¢ dostarczanej wody oraz kontakt podtoza z herbicydami i nawozami.
Ze wzgledu na wyjatkowe wiasciwosci lecznicze i pielegnacyjne babka lancetowata uprawiana
jest chetnie, zaréwno na obszarach tgk i pastwisk, a jej substancje aktywne otrzymywane sg
réwniez na duza skale metodami biotechnologicznymi'3®,

W przemysle farmaceutycznym oraz kosmetycznym korzysta si¢ ze wszystkich elementow
rosliny, ale gtéwnie wykorzystuje si¢ liScie lub korzenie. W kosmetyce Plantago lancelota
w postaci wyciggu wodnoglicerynowego lub olejku stosowana jest w kremach na twarz dla
skory tojotokowej, z atopowym zapaleniem oraz tragdzikowej. Skuteczno$¢ antybakteryjna
babki lancetowatej zostata potwierdzona w wielu publikacjach naukowych. Badania dowiodty
tez, ze niektore gatunki Plantago maja silne dziatanie przeciwwirusowe, przeciwzapalne, prze-
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ciwutleniajace ””. Wydaja si¢ wigc, ze roslina ta moze odgrywac istotng role¢ w zwalczaniu in-

fekcji w obrebie jamy ustnej'*’. Wedtug Europejskiej Agencji Lekéw (ang. European Medici-
nes Agency, EMA)'*! napar z lisci Plantago lanceolata stosowany jest w krajach europejskich
jako $rodek tagodzacy w miejscowym leczeniu podraznien jamy ustnej lub gardta i jest uwa-
zany za preparat bezpieczny, bez znanych przeciwwskazan.

Liscie babki lancetowatej z rodziny Plantagiaceae s3 od wielu lat stosowane jako ziolowy

$rodek gojacy rany w medycynie tradycyjnej'?. Niektére sktadniki, takie jak polisacharydy,
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lipidy, pochodne kwasu kawowego, flawonoidy, glikozydy irydoidowe i terpenoidy wystgpu-
jace w tym ekstrakcie roslinnym, maja dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, prze-
ciwutleniajace, przeciwbdlowe, immunomodulujace, przeciwwrzodowe i stabe dzialanie anty-

biotyczne!*®.
2.2.2. Brzoza

Brzoza brodawkowata (tac. Betula verrucosa Ehrh), zwana tez brzoza biata nie jest drze-
wem szczegllnie wymagajacym, dlatego dobrze odnajduje si¢ w miejscach, w ktérych klimat
jest umiarkowany, takim jak Europa. Che¢tnie sadzona jest w ogrodach, parkach jako roslina
ozdobna. W korze brzozy obecny jest surowiec betulina oraz lupeol, ktére odpowiadaja za jej
charakterystyczny, biaty kolor pnia'#,

Betula verrucosa Ehrh jest szeroko stosowana w wielu dziedzinach zycia. W chemii mate-
riat ten przetwarzany jest podczas procesu destylacji na odczynniki chemiczne, takie jak alko-
hol metylowy lub kwas etanowy. Jest rowniez che¢tnie stosowana w ziololecznictwie, do napa-
row 1 herbat ziotowych. Ponadto, ekstrakt z lisci brzozy jako sktadnik przeciwnowotworowy
stosowany jest w leczeniu migdzy innymi raka watroby lub prostaty, w dermatologii do leczenia
skéry zmienionej chorobowo z wysypka, infekcjg i stanem zapalnym'®. Brzoza znalazta réw-
niez zastosowanie w kosmetologii i chemii kosmetycznej dzigki swoim wtasciwosciom wpty-
wajacym na stan skdry, takim jak: ujednolicanie kolorytu skoéry, usuwanie nadmiernej warstwy
rogowej, przeciwstarzeniowe, rozjasniajace oraz przeciwdrobnoustrojowe. W produktach ko-
smetycznych w formie szampondéw i odzywek do wloséw wyciagi z brzozy chetnie stosowane
sa w pielegnacji skory gtowy i wtoséw z problemem przettuszczajacej si¢ skory glowy, tupiezu
i fojotokowego zapalenia skory.

Dzialanie bakteriobdjcze wyciaggdw z brzozy znajdujg zastosowanie w zwalczaniu patoge-
néw w organizmu. Zawarte w roslinie zwigzki takie jak kwasy, lupeol i najbardziej znana —
betuina maja dziatanie aktywne w stosunku do kropidlaka Aspergillus fumigatus oraz Candida
albicans, wywotujacych grzybice skory. Kwas betulinowy i lupeol dziatajg takze na bakterie
Escherichia coli, ktérych nadmierna kolonizacja jest skutkiem nieprawidlowej higieny. Kwasy
oleanolowy 1 betulinowy wykazuja aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec wspomnianej wcze-
sniej bakterii oraz bakterii ze szczepu Pseudomonas — Pseudomonas aeruginosa., a takze w kie-

runku bakterii Gram-dodatniej Staphylococcus aureus'.
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2.2.3. Drzewo herbaciane

Drzewo herbaciane (tac. Melaleuca alternifolia) pochodzi z Australii, ale jest uprawiane
w Afryce, Tanzanii, Zimbabwe, na Madagaskarze, w Tajlandii oraz w Stanach Zjednoczo-
nych!¥’. Aborygeni, pili napar z liéci Melaleuca, ktéry byt dla nich zamiennikiem herbaty.
Dzigki silnym wtasciwosciom przeciwdrobnoustrojowym olejku eterycznego stosowany byt do
réznych zabiegéw majacych zachowaé miedzy innymi czysto$é skory 'S

Gtéwnym sktadnikiem aktywnym olejku z drzewa herbacianego jest terpinen-4-ol. Prze-
prowadzono wiele badan nad zastosowaniem produktéw, w tym olejku z drzewa herbacianego
jako $rodka przeciwbakteryjnego. Wykazano w nich, ze szeroka gama drobnoustrojow jest po-
datna na wyciagi z drzewa herbacianego. Sg to m.in. komensalne gronkowce skérne i mikro-
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koki, Enterococcus faecalis i Pseudomonas aeruginosa'”. Najwigcej uwagi poswiecono jego

bakteriobéjczemu dzialaniu wobec Staphylococcus aureus™°

. Badania potwierdzity, ze szczepy
traktowane olejkiem sg wrazliwe na jego dzialanie, w ich komérkach dochodzi do zmian mor-
fologicznych i strukturalnych. Opisano réwniez zahamowanie prawidlowego dziatania fancu-
cha oddechowego i wymiany jonéw miedzy komdrka, a otoczeniem.

Oprécz medycznego zastosowania surowiec ten jest chetnie uzywany w zabiegach piele-
gnacyjnych. Wspomniane wczesniej antymikrobowe cechy sa wykorzystywane w pielegnacji
skoéry na przyktad z grzybica stép czy nadpotliwosci. Szampon z olejkiem herbacianym stoso-
wany jest tez u oséb zmagajacych si¢ z tupiezem lub nadmiernym przettuszczaniem si¢ skory

glowy. W postaci kreméw lub masci uzywa si¢ go do traktowania skéry po ugryzieniu owadoéw

i drobnych otar¢, poniewaz ma wlasciwosci fagodzace'>!.
2.2.4. Imbir

Imbir (Yac. Zingiber officinale) to roslina uprawiana na terenach potudniowo-wschodnie;j
Azji. Ma charakterystyczny smak oraz zapach. Najbardziej rozpoznawalng cze¢scig rosliny jest
ktacze, bedace surowcem olejodajnym. Ksztattem przypomina poroze jelenia, stad pochodzi

jego nazwa'>?

. Wnetrze jego jest migsiste o zottawej barwie. Zingiber officinale jest chetnie
stosowany od setek lat w tradycyjnej kuchni azjatyckiej jako przyprawa. Ma ostry i cierpki
smak. Chetnie wykorzystywany jest tez jako roslina lecznicza miedzy innymi dzigki swoim
wlasciwosciom rozgrzewajacym. Kiacze imbiru zawiera znaczne ilo$ci makroelementow,

w tym magnezu oraz wapnia, niezb¢ednych w prawidtowym funkcjonowaniu organizmu. W pie-
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legnacji ciata uzywany jest w formie kreméw, olejkéw, wceierek do wloséw. Dziatajac rozgrze-
wajaco i pobudzajaco na krazenie znalazt zastosowanie w produktach antycellulitowych. Re-
generuje, odzywia i poprawia koloryt skory.

Pod koniec sierpnia 2020 r. opublikowano badanie koncentrujgce si¢ na zastosowaniu
olejku imbirowego jako potencjalnego konserwantu zywnosci. Chinscy badacze przeprowa-
dzili eksperyment z jego zastosowaniem wobec bakterii Gram-ujemnych — Escherichia coli
oraz Gram-dodatnich — Staphylococcus aureus. Wyniki ich pracy udokumentowaty aktywnos$¢
przeciwbakteryjng wobec tych dwoch mikroorganizméw. Surowiec wykazywal doskonate
dziatanie bakteriobdjcze polegajace na niszczeniu zewngtrznej powtoki komorki bakteryjne;,
co w konsekwencji skutkowato dostaniem si¢ do jej wnetrza, wptywaniem na jej procesy me-
taboliczne, uszkodzeniem organelli i wyplywem cytozolu na zewnatrz, a nastgpnie $miercig

bakterii'>3.

2.2.5. Tymianek

Tymianek pospolity (tac. Thymus vulgaris L.) jest ro§ling wystepujaca na terenach suchych,
cieptych, o wapiennym podiozu. Spotykany jest w krajach takich jak Wtochy, Francja, Hiszpa-
nia — w okolicy Morza Srédziemnego. W Polsce jest réwniez uprawiany i wykorzystywany
jako roélina zielarska'>*. Liscie lub cale ziele poddaje si¢ destylacji z parg wodng w celu uzy-
skania olejku eterycznego, z ktérego uzyskuje si¢ czysta substancje — tymol. Tymol (2-izopro-
pylo-5-metylofenol) i karwakrol (2-metylo-5-(propan-2-yl)fenol) sg podstawowymi zwigzkami
chemicznymi obecnymi w roslinie. Oba dobrze rozpuszczajg si¢ w wodzie i rozpuszczalnikach
organicznych. Tymol wykazuje dziatanie antyseptyczne 1 mozna go znalez¢ w sktadzie produk-
téw przeznaczonych dla stomatologii. Znalazt tez zastosowane w produkcji past do zgbdw, pty-
néw do plukania jamy ustnej, Trzeba jednak pami¢tac, ze w duzym stezeniu wykazuje silnie
dziatanie alergizujace objawiajace si¢ zaczerwieniem i pieczeniem skory.

Potencjat leczniczy zostat potwierdzony w badaniu, w ktérym wykazano, ze na bezposred-
nie przeciwbakteryjne dziatanie tymolu ma wptyw obecno$¢ substancji 2-izopropylo-5-mety-
lofenolu. Jego hydrofobowy pier§cien benzenowy i alifatyczne tancuchy boczne zapadajg si¢
do wewnetrznej czesci blony biologicznej mikroorganizmu, czego skutkiem jest zmiana ptyn-
nosci warstwy lipidowej oraz przepuszczalno$ci dla jonéw K* i jonéw H*. Jednym z innowa-
cyjnych rozwigzan moze okazac si¢ tez zastosowanie tymianku, a wlasciwie tymolu w choro-

bach nowotworowych z zastosowaniem najnowszych technologii nanostruktur'>>,
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2.2.6. Porost islandzki

Porost islandzki, inaczej ptucnica islandzka (tac. Cetraria islandica) ma wtasciwosci prze-
ciwzapalne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe 1 przeciwbakteryjne. Wyciagi z porostu is-
landzkiego, dzigki zawartosci substancji §luzowych od lat wykorzystywane sa w leczeniu cho-
r6b gérnych drég oddechowych z towarzyszacg suchos$cig oraz podraznieniem btony Sluzowe;j
gardla, krtani i oskrzeli!®® 157 158 159 "W medycynie ludowej porost islandzki jest stosowany
w leczeniu schorzen, takich jak kaszel, choroby gardta, choroby ptuc. Jest rowniez wykorzy-
stywany w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym jako sktadnik preparatéw przeciwza-
palnych i regenerujacych. W produktach do nosa jest czgsto stosowany jako srodek zmigkcza-
jacy i ochronny dla blony $luzowej nosa, szczegdlnie w przypadku suchosci i podraznien. Moze
by¢ réwniez uzyty w leczeniu niezytu nosa, kataru siennego, zapalenia zatok i innych choréb
zwigzanych z uktadem oddechowym.

W sktadzie surowca z porostu islandzkiego znajdujg si¢ polisacharydy: lichenan (lichenina),
izolichenan (izolichenina), celuloza, hemiceluloza, kwasy, w tym fumarowy, fumaroprotoce-
trarowy, protocetrarowy, cetnarowy, protolichesterynowy, alloprotolichesterynowy, lichestery-
nowy, fizydowy, usninowy (§ladowe ilosci) oraz flawonoidy, ktére wykazuja dziatanie anty-
bakteryjne, przeciwzapalne i1 przeciwwirusowe. Kwasy te, gldéwnie kwas fumarowy o wiasci-
wosciach immunomodulujacych, sg odpowiedzialne za giéwnie dziatanie - okluzyjne i powle-
kajace, ale réwniez przeciwdrobnoustrojowe, natomiast sacharydy dziataja nawilzajagco. Kwas
protolichesterynowy hamuje takze wzrost kolonii Helicobacter pylori, Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacil-
lus subtilis, Listeria monocytogenes. Plecha plucnicy zawiera spore ilosci kwasu fumaroproto-

cetrarowego o silnym dziataniu przeciwutleniajgcym i bakteriostatycznym.
2.2.7. Olejek eukaliptusowy

Olejek eukaliptusowy (tac. Eucalyptus globulus) - zaliczany do olejkow eterycznych jest
otrzymywany z lisci drzewa eukaliptusowego. Ma silny, charakterystyczny zapach, stad stoso-
wany jest jako dodatek do inhalacji, kropli do nosa czy gardia a takze ptukanek. Gléwnym
sktadnikiem olejku jest eukaliptol (1,8-cineol), stanowigcy okoto 70-90% masy. Ma on wtasci-
wosci przeciwbakteryjne, przeciwzapalne i wykrztusne. W sktad olejku eukaliptusowego
wchodzi réwniez alfa-pinen, limonen, felandren, pinokarwon o wlasciwos$ci przeciwbakteryj-

nych, przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych!60-161.162.163.164,
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W medycynie olejek eukaliptusowy stosowany jest jako lek przeciwzapalny, przeciwbo-
lowy, przeciwbakteryjny oraz jako srodek wykrztusny. Wptywa takze na zmniejszenie wydzie-
lania $luzu w drogach oddechowych. Ponadto uzywany jest takze przemysle kosmetycznym

oraz Spozywczym.
2.2.8. Olejek z szatwii

Szatwia (tac. Salvia officinalis) jest produktem ro§linnym o silnym aromacie i charakterystycz-
nym smaku. Wysuszone li$cie szatwii byly stosowane od dawna w medycynie ludowe;j'%. Dzi$

166,167

takze szalwig¢ uzywa si¢ jako tradycyjny produkt leczniczy roslinny , gdyz ekstrakt z lisci

zawiera olejki eteryczne, w tym tymol, kamfore i borneol, ktére wykazuja wtasciwosci anty-
bakteryjne i przeciwgrzybicze'%%16%,

Stosowana jest przede wszystkim ze wzgledu na dzialanie antyseptyczne, takze przeciwza-
palne 1 antyoksydacyjne w leczeniu stanéw zapalnych jamy ustnej, bolu gardta, infekcji drog
oddechowych. W postaci ekstraktu, olejku eterycznego lub wyciagu z ziét znalazta takze za-
stosowanie w sprayach lub kroplach do nosa a jej obecno$¢ ma na celu wspomaganie ochrony
przed infekcja oraz tagodzenie objawOw zapalenia btony $luzowej nosa, takich jak zatkanie
nosa, podraznienie, przekrwienie i bol.

Przeprowadzone badania wykazywaly, iz ptukanki jamy ustnej zawierajace ekstrakt z szal-
wii w stezeniu 1% wplywaja pozytywnie na redukcje mikroorganizmdéw, znaczaco zmniejsza-
jac w ptytce nazebnej liczbe kolonii Streptococcus mutans, gtéwnej bakterii odpowiedzialnej
za proces préchnicowy!7%1"1172 Udowodniono takze, Ze $rednia liczba kolonii w grupie testo-
wej, wynoszaca 3900, obnizyta sie do 300 po zastosowaniu ptynu do ptukania ust!’3.

Ekstrakt z szalwii bogaty w saponiny zostat takze przebadany na aktywnos¢ przeciwgrzy-
bicza wobec szczepdw referencyjnych i klinicznych Candida albicans, ich konwersji z drozdzy
do hipofali, adhezj¢ i tworzenie biofilmu. Przeprowadzone badania udokumentowaty bezpo-
srednie wlasciwosci grzybobdjcze/fungistatyczne. Ekstrakty z Medicago sativa i Salviae offi-
cinalis hamowaty powstawania zarodkow Candida albicans, ograniczaly wzrostu hipsow,
zmniejszaty adherencji drozdzy oraz tworzenie biofilmu i eliminowaty obecno$¢ dojrzatego
biofilmu. Saponiny wystgpujace w szatwii wskazuja wigc istotny potencjal przeciwgrzybiczy
1 wydaja si¢ by¢ obiecujgce, jako substancja wspomagajace leczenie infekcji bakteryjnych czy

grzybiczych!™.
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2.2.9. Oregano

Oregano (tac. Origanum vulgare) jest gtéwnie wykorzystywany jest jako przyprawa. Jed-
nakze przeciwbakteryjne i1 przeciwgrzybicze wlasciwosci umozliwiaja wykorzystanie tego su-
rowca roslinnego w medycynie i farmacji. W badaniach wykazano, ze olejek z oregano moze
mie¢ potencjalne korzysci prozdrowotne, takie jak wsparcie uktadu odpornosciowego, tagodze-
nie objaw6w infekcji, poprawa stanu skéry i redukcja stanéw zapalnych!”>17¢177 Zawiera on
bowiem substancje o dziataniu przeciwbakteryjnym, przeciwwirusowym, przeciwgrzybiczym
1 przeciwzapalnym, wplywajace nie tylko na jego aromat. W sktad olejku z oregano wchodzi:

— karwakrol - jedna z najwazniejszych substancji czynnych w oregano, o silnych wiasci-
wosciach antybakteryjnych, przeciwwirusowych i przeciwgrzybiczych,

— tymol, ktéry podobnie jak karwakrol jest zwigzkiem o silnych wtasciwo$ciach przeciw-
drobnoustrojowych i przeciwzapalnych,

— rosmarynian - przeciwutleniacz, wspomagajacy ochron¢ komoérek przed szkodliwymi
dziataniami wolnych rodnikéw, o wtasciwosciach przeciwzapalnych,

— kwas rozmarynowy - zwigzek fenolowy wykazujacy wilasciwosci przeciwbakteryjne
i przeciwzapalne!’®.

W przeprowadzonych badaniach hamowania wzrostu badanych szczepéw bakteryjnych
metoda dyfuzyjno-krazkowag udowodniono, ze oregano wykazuje wigksza skutecznos¢ wobec
bakterii Gram-dodatnich, przy czym silniejszy efekt wywierat ekstrakt wodny a nie olejek ete-

ryczny'”’.

2.3. Substancje o dzialaniu tagodzacym, nawilzajacym i powleka-

jacym

Substancje wykazujace dziatanie tagodzace i nawilzajace to takie, ktore tworzg barierg
ochronng, izolujac miejsce wystepowania zmiany od szkodliwych lub draznigcych czynnikéw
zewngetrznych. Poprzez podwyzszenie stopnia hydratacji i utworzenie na powierzchni filmu
utrzymujg prawidlowe nawilzenie i elastyczno$ci blony Sluzowej, zmniejsza¢ przy tym dys-
komfort pacjenta. Tworzg wigc pewnego rodzaju ,,opatrunek” wspomagajacy proces leczenia
czy regeneracji. Dodatkowo dzigki hamowaniu rozwoju innych, patogennych gatunkéw bakte-

rii 1 grzyboéw tworzg optymalne warunki rozwoju mikrobiomu.
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2.3.1. Laktoferyna

Laktoferyna jest glikoproteing z rodziny transferyn o ci¢zarze czasteczkowym ok 80 kDa.
Ma zdolnos¢ do odwracalnego wigzania jondw zelaza, pelnigc funkcj¢ regulatora jego poziomu
zwtlaszcza u matych dzieci, maksymalnie taczy si¢ z dwoma czgsteczkami metali. Znajduje si¢
w wickszosci ptynéw biologicznych cztowieka, w szczegdlnie wysokim poziomie w mleku
ssakow!®?. Gtéwnie umiejscowiona gdzie w organizmie jest umieszczona laktoferyna to ziar-
nisto$¢ neutrofiléw i uwalniana w procesie degradacji.

Posiada wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, wykazuje
silne dzialanie wobec bakterii Gram-dodatnich jak 1 Gram-ujemnych a takze wirusow i grzy-
béw. Mechanizm dziatanie tej glikoproteiny polega gtdwnie na wczesniej wspomnianym wig-
zaniu jonéw zelaza co przy jego braku uniemozliwi a bakteriom wzrost i namnazanie si¢ w
organizmie, a takze bezposrednio uszkadza btony komérkowe drobnoustrojow. Moze takze
wigzac 1 sekwestrowac lipopolisacharydy, zapobiegajac aktywacji Sciezki prozapalnej w sepsie
i uszkodzeniu tkanek. Laktoferyna jest rowniez mediatorem tagczacym wrodzone i adaptacyjne
odpowiedzi immunologiczne cztowieka. Ma charakter kationowy, zwigzany z dodatnio nata-
dowanym N-koncowym fragmentem czgsteczki, ktéry wchodzi w elektrostatyczne interakcje z
receptorami blon komérkowych oraz z komérkami bakterii 1 wirusow.

Laktoferyna wydaje si¢ by¢ doskonalg substancjg do wielu zastosowan spozywczych i far-
maceutycznych. Znajduje zastosowanie w preparatach w hamujacych rozwdj zakazenia spo-
wodowanego wirusem zapalenia watroby typu C, stosowanych na skore - tagodzacych objawy
tradziku, wspomagajacych farmakoterapie choroby wrzodowej zotadka'®!. W trakcie produkciji
nalezy pamigtac, iz laktoferyna jako biatko sktadajace si¢ z ok 700 aminokwaséw jest dos¢
wrazliwa ma wiele czynnikéw zewnetrznych jak temperatura, enzymy, pH juz ok 3,5 moze

doprowadza¢ do denaturacja biatka.
2.3.2. Dekspantenol (pantenol)

Dekspantenol, znany réwniez pod nazwg prowitamina Bs, stanowi pochodng kwasu panto-
tenowego, substancji naturalnie wystepujacej w skorze, wlosach i paznokciach. Stanowi zredu-
kowang do alkoholu form¢ tego kwasu, ulegajaca w organizmie przemianie do kwasu pantote-
nowego. Kwas pantotenowy to pochodna aminokwasu alaniny, konieczny do funkcjonowania
kazdej zywej komorki. Jest bowiem gtéwnym skiadnikiem koenzymu A, uczestniczacego

w procesach metabolicznych zachodzacych w ludzkim organizmie. Kwas pantotenowy jest
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takze niezbedny dla wtasciwego funkcjonowania tkanek nabtonkowych i stanowi naturalng
czg$¢ zdrowej skory.

Dziatla na skore tagodzaco, kondycjonujaco i kojgco. Pomaga utrzymac optymalny stopien
nawilzenia naskérka, wykazuje wtasciwosci zmigkczajace i wygtadzajace, a takze regeneru-
jace. Wykazuje dziatanie stymulujgce na podziaty komdrkowe, przyspiesza gojenie ran, Sty-
muluje proces gojenia si¢ ran poprzez aktywacje fibroblastéw oraz przyspieszenie nabtonko-
wania rany. Jest uwazany za niezbgdny do prawidtowego przebiegu procesu proliferacji i r6z-
nicowania keratynocytéw, przez wpltyw na syntez¢ kolagenu typu IV i czynnika wzrostu kera-
tynocytow. Stad, zapotrzebowanie na ten kwas pantotenowy silnie wzrasta przy uszkodzeniach
skory, poniewaz zuzycie w skorze koenzymu A jest wtedy wysokie a jego niedobor objawia si¢
zmianami patologicznymi takimi jak: nadmierne zluszczanie albo rogowacenie naskérka, za-
burzenia pigmentacyjne czy wypadanie wtoséw.

Dekspantenol, wykazujacy wigksza stabilnos¢ w roztworach wodnych, znalazt zastosowa-
nie w preparatach podawanych donosowo, gdyz sprzyja proliferacji komérek i dziata ochronnie
na nabtonek. Wykorzystywany jest jako sktadnik preparatow o dziataniu regenerujagcym i na-
wilzajacym btone §luzowa nosa i zatok po urazach, zabiegach, krwotokach oraz w stanach su-
chosci §luzéwki. Dostgpne sg rowniez leki zawierajace potaczenie substancji obkurczajacej
btone¢ §luzowg nosa (ksylometazolina) z dekspantenolem, wskazane w leczeniu objawowym
niedroznos$ci przewodéw nosowych w przebiegu przezigbienia, a takze po przebytej operacji
nosa w celu pobudzenia gojenia si¢ Sluzowki oraz poprawy droznos$ci nosa. Jak udowodniono,
kombinacja dekspantenolu z sympatykomimetykami znaczaco zmniejsza negatywny wpltyw
tych substancji na funkcje rzesek 1 wzrost komorek, zwigksza skutecznos¢ terapii 1 prowadzi
do szybszego ustgpienia objawow.

Dekspantenol dziata barierowo, nawilzajaco, emoliencyjnie i zmigkczajaco. Tworzy
ochronny film, zabezpieczajac miejsce zastosowania przed utratg wilgoci i szkodliwym dziata-

niem czynnik6w zewnetrznych!8% 183 184. 185
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3. Przeglad wybranych promotorow przenikania przez

blony biologiczne

Penetracji bton biologicznych, takich jak blony komoérkowe, btony organelli wewnetrznych,
a takze blona sluzowa lub skora jest waznym aspektem oddzialywania na organizmy zywe
zwigzkéw chemicznych, toksyn a takze lekow. Substancja przenikajaca btone¢ biologiczna,
musi bowiem pokona¢ rézne bariery, takie jak warstwa lipidowa, bialkowe kanaty jonowe
i transporterowe, a takze biatka integralne blony. Proces ten jest ztozony i zalezy od wielu czyn-
nikéw, przyktadowo: rozmiar czasteczki, tadunek elektryczny, wtasciwosci hydrofobowe i hy-
drofilowe, a takze struktura chemiczna btony.

Rozmiar czasteczki jest jednym z najwazniejszych czynnikdw decydujacych o zdolnosci
substancji przenikania przez btony biologiczne. Mate czasteczki i jony moga swobodnie prze-
nika¢ przez btony biologiczne, podczas gdy wigksze wymagaja aktywnych proceséw trans-
portu, takich jak endocytoza czy fagocytoza. Ladunek elektryczny jest kolejnym waznym czyn-
nikiem, ktéry wplywa na penetracj¢ bton. Czasteczki o tadunku dodatnim sg zwykle wchtaniane
lepiej przez blony komérkowe, poniewaz negatywnie natadowane grupy fosforanowe w btonie
przyciagaja czasteczki o tadunku dodatnim. Stad tez czasteczki o tadunku ujemnym czgsto na-
potykaja wieksze trudnosci w przenikaniu przez btony biologiczne. Wtasciwosci hydrofobowe
i hydrofilowe substancji maja dominujace znaczenie dla penetracji przez btony biologiczne.
Substancje o wlasciwosciach hydrofobowych czgsto lepiej przenikaja przez blony, poniewaz
sga one zbudowane z dwuwarstwy fosfolipidowej, ktdra jest hydrofobowa i chroni komérke
przed niepozadanym przeplywem wody 1 substancji rozpuszczalnych w wodzie. Podsumowu-
jac, zdolnos¢ substancji do penetracji przez btony biologiczne zalezy od ich struktury chemicz-
nej i interakcji z btona.

W tej cze¢scei pracy dokonano analizy niektorych substancji o znanym dziataniu wspierajga-
cym przenikanie innych substancji przez btony biologiczne (tzw. promotoréw przejscia). Czgs¢
z nich, tak jak gliceryna sg powszechnie uzywane w wielu zastosowaniach farmaceutycznych,
gdzie wykorzystywane jest rowniez jej dziatania higroskopijne, zwigkszajace nawilzenie, a tym
samym komfort uzycia preparatu. Jednym z lepszych promotoréw przenikania bton biologicz-

nych jest dimetylosulfotlenek (DMSO), wykorzystywany powszechnie w farmacji. Prezento-
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wane substancje, zaproponowane w badaniu, nie s3 powszechnie uzywane w produktach far-
maceutycznych, ale ich potencjal wspierania przenikania wydaje si¢ by¢ interesujacy 1 moga

by¢ dobrg alternatywa dla gliceryny czy DMSO.
3.1. Eter dimetylowy izosorbidu

Dimethyl Isosorbide (DMI), CAS 5306-85-4
H3CO

ol

a

OCH,

Rycina 4.  Wzor strukturalny eteru dimetylowego izosorbidu.
3.1.1. Informacje toksykologiczne!3

— LDso doustna = 5.63 ml/kg masy ciata;

— Nie drazniace dla skory i1 oczu;

— Nie uczula;

— Doustna dawka powtarzalna = NOAEL 375 mg/kg masy ciata;

— Nie jest genotoksyczny;

— W warunkach badania, 300 mg/kg masy ciata/dzien uznano za poziom nieobserwowa-
nego;

—  Wplywa zar6wno na toksyczno$¢ materiatu badanego dla matki, jak i ptodu.
3.1.2. Zastosowanie i dzialanie

Oprocz dobrych wlasciwosci rozpuszcezania czgsteczek organicznych, eter dimetylowy izo-
sorbidu ma réwniez wtasciwosci zwigkszajace penetracj¢. Przeprowadzone in vitro badania
wykazuja jego silne wlasciwosci sprzyjajace penetracji sterydéw piciowych!®”. W uktadach
z wodg jest dobrze rozpuszczalny nawet w stosunku molowym 1:2 (DMI : woda). Wynika to
prawdopodobnie z faktu, ze DMI posiada dwa miejsca wigzania wodoru, z ktérych kazde jest
zdolne do tworzenia wigzan wodorowych z czasteczkg wody. DMI jest przeznaczony do wspo-
magania penetracji w glab naskérka poprzez zwigkszenie polaryzacji powierzchniowych

warstw skory!88.
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DMI jest doskonatym rozpuszczalnikiem lub wspoétrozpuszczalnikiem dla wielu sktadni-
kéw opdzniajgcych starzenie si¢ skory, w tym kwasu L-askorbinowego w potaczeniu z piroli-

donem N-metylowym'®’

. Rozpuszcza i zwigksza rozpuszczalnos¢ wielu réznych substancji ak-
tywnych, w tym benzokainy, kwasu pirogronowego, kwasu ferulowego, salicylanu metylu
1 kwasu salicylowego, kwasu acetylosalicylowego, chlorowodorku nikardypiny, kwasu 5-ami-
nolewulinowego, azotanu potasu (w potgczeniu z wodg do odczulania zebow), hydrokortyzonu,
deksametazonu i tretinoiny (kwasu trans-retynowego), dihydroksyacetonu, metaksalonu, tetra-
cykliny, cyklosporynu, acetonidu triamcynolonu, halcynonidu, progesteronu, testolaktonu, azo-
tanu ekonazolu, mikonazolu i nystatyny, erytromycyny, neomycyny, indometacyny, ibupro-
fenu, flurbiprofenu i naproksenu, dibenzylidenu sorbitolu, mononitratu izosorbidu i dinitratu,
diazepamu, minoksydylu, prednizonu i estradiolu, betametazonu, chlorowodorku fenylofryny
i chlorowodorku tetrahydrozoliny, kwasu betulinowego i wielu innych sktadnikéw aktywnych
o ograniczonej rozpuszczalnoéci w wodzie, takich jak witaminy A, D i E czy cholesterol®®.

W przypadku zastosowan do pielggnacji skory, w tym do sptukiwania i pozostawiania na
powierzchni skéry, nie istniejg znane ograniczenia dotyczace poziomu stosowania zaréwno
w USA jak i krajach UE. Dotychczas nie wydano tez zadnego sprawozdania CIR (ang. Cosme-
tic Ingredient Review) na temat eteru dimetyloizosorbidu. Ponadto nie przekazano zadnych opi-
nii ani zalecen dotyczacych poziomu stosowania, wydanych przez Komitet Naukowy ds.
Produktéw Konsumenckich (ang. Scientific Committee on Consumer Products, SCCP) lub Eu-
ropejskie Stowarzyszenie Kosmetykéw (ang. European Cosmetic and Perfumery Association,
COLIPA).

W przypadku zastosowan farmaceutycznych jedynymi znanymi wskazéwkami dotycza-
cymi poziomu stosowania jest wykaz do miejscowego stosowania eteru dimetylowego izosor-
bidu w emulsjach i kremach, jako sktadnika nieaktywnego, sporzadzony przez Agencje Zyw-
nosci i Lekéow (ang. Food and Drug Administration, ograniczajacym poziom maksymalny
dawki do 15%'*°. W badaniach wykazano, ze 4% dodatek nadtlenku benzoilu (BPO) w kremie
zawierajacym DMI zapewnia lepsze dzialanie antybakteryjne przeciwko Propionibacterium
acnes w poréwnaniu z wieloma innymi systemami zawierajagcymi BPO w wyzszych procen-

tach!®!,
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3.2. Hydroksyacetofenon

4'-Hydroxyacetophenone, Hydroksyacetophenone (HA), CAS 99-93-4
0 CH,

OH
Rycina 5. Wzor strukturalny hydroksyacetofenonu.

3.2.1. Informacje toksykologiczne®

— LDso doustna = 2 240 mg/kg masy ciata;

— LDso skéra = > 2 000 mg/kg masy ciala;

— Nie drazniacy na skérg, draznigcy na oczy;

— Nie wywoluje uczulenia;

— Doustna dawka powtarzalna = NOAEL 45 mg/kg masy ciata;

— Nie wykazuje genotoksycznosci;

— Toksycznos¢ dla rozrodczosci = NOAEL 600 mg/kg masy ciata;

—  Wchianianie 4'-hydroksyacetofenonu (podanie doustne: 100%, na skore: 50%).

3.2.2. Zastosowanie i dzialanie

4-Hydroksyacetofenon (HA) jest aromatycznym ketonem o wtasciwosciach antyoksydacyj-
nych, stosowanym giéwnie jako prekursor zywic i substancji zapachowych. Wystepuje wraz
z mieszaning izomeréw w kilku naturalnych produktach, takich jak jabtko, banan, kalafior. Jest
uzywany jako $rodek aromatyzujacy. Syntetyczny hydroksyacetofenon otrzymuje si¢ bezpo-
$rednio przez C-acylowanie fenolu kwasem octowym!%2,

Zgodnie z FAO (ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations) 4-hydrok-
syacetofenon wraz z jego izomerami i pochodnymi takimi jak 2-hydroksyacetofenon, dihydrok-
syacetofenon przy obecnych poziomach spozycia tych substancji nie stanowi zagrozenia dla
zdrowia konsumentéw!??. W medycynie HA jest stosowany jako sktadnik wielu lekéw o dzia-
taniu przeciwzapalnym, przeciwbélowym, przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym!'*. Jest to
zwigzane z jego wlasciwosciami antyoksydacyjnymi i zdolno$cig do blokowania aktywnosci

enzyméw zaangazowanych w procesy zapalne i reakcje uktadu odpornosciowego '*3. HA jest
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rowniez wykorzystywany jako sktadnik kosmetykoéw przeciwzmarszczkowych, poniewaz po-
maga w utrzymaniu skory w dobrej kondycji poprzez neutralizacj¢ wolnych rodnikéw 1 zapo-

bieganie uszkodzeniom DNA.

3.3. Dimetylosulfotlenek

Dimethyl sulfoxide (DMSO), CAS 67-68-5
0

s
HsC~  CHs

Rycina 6.  Wzor strukturalny dimetylosulfotlenku.
3.3.1. Informacje toksykologiczne'®

— LDso doustna = 28 300 mg/kg masy ciala;

— Nieznacznie draznigcy na oczy 1 skore;

— Nie uczula;

— Doustna dawka powtarzalna = NOAEL 1100 mg/kg/ masy ciata z wytaczeniem skut-
kéw na oczy;

— Nie jest genotoksyczny;

— W warunkach badania, 1000 mg/kg masy ciala/dzien. Rozw6j embrionalny nie zostat
zaklt6cony i nie stwierdzono skutkéw teratogennych przy zadnym poziomie dawki. Po-
ziom braku dziatan niepozadanych (NOAEL) dla rozwoju zarodka 1 toksycznosci dla
matki zostal ustalony na poziomie 1000 mg/kg/dzien. Poziom braku wptywu (NOEL)

dla toksycznosci matczynej zostal ustalony na poziomie 300 mg/kg/dzien.
3.3.2. Zastosowanie i dzialanie

Jest to naturalny zwigzek siarki organicznej i produkt uboczny produkcji papieru. Dimety-
losulfotlenek jest rozpuszczalnikiem, ktéry ma dtugg histori¢ wykorzystania zaréwno w prze-
mysle jak i1 farmakologii. Od 1960 roku jest stosowany jako srodek zwigkszajacy przenikanie
substancji leczniczych!%S, dostarczajacym przez skére zaréwno leki hydrofilowe jak i lipofi-
lowe. W medycynie ludzkiej stosuje sie go w stezeniach do 50%, a w weterynarii nawet 90%"?’.
DMSO wchodzi w interakcje z niektérymi lekami, zwiekszajac ich sit¢ dziatania. Nalezy wiec

uwazac, stosujac m.in. leki przeciwzakrzepowe, steroidy i srodki uspokajajace.
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Wedtug wielu przeprowadzonych badan DMSO wykazuje dziatania lecznicze zaré6wno na
zwierzecy, jak 1 na ludzki organizm. Jest ono bardzo szerokie. DMSO zwalcza stany zapalne,
dziata antybakteryjnie, zabija grzyby i wirusy. Pomaga w szybszym gojeniu ran i pozytywnie
wptywa na prace uktadu immunologicznego'®’. Przeciwzapalne i przeciwbélowe wiasciwosci
DMSO sa wykorzystywane w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawOw. I cho¢ nie ma badan
nad wtasciwg dawka DMSO, wigkszos¢ zeli stosowanych w leczeniu zwyrodnien ma stezenie
25%. Przy aplikacji produktu na skoére nalezy jednak pamigtac, ze utatwia on wchtanianie do
tkanek kazdej substancji, ktdéra si¢ na niej znajduje. Dlatego warunkiem koniecznym jest do-
ktadne umycie rak!%%1%%2° Kolejnym zastosowaniem DMSO s3 trudno gojace si¢ rany i odle-
zyny. Produkt z tatwoS$cig przenika przez blony biologiczne, dlatego tez stal si¢ nosnikiem sto-
sowanych miejscowo produktéw leczniczych. W przypadku ran trudno gojacych si¢ DMSO
fagodzi bdl, zmniejsza zaczerwienienie, przyspiesza gojenie owrzodzen i zmniejsza obrzek.
DMSO jest rowniez lekiem dopuszczonym do obrotu w przypadku srédmigzszowego zapalenia

201

pecherza””. Zabieg ten wykonuje si¢ raz na 1-2 tygodnie przez ok. 6-8 tygodni, wprowadzajac

lek poprzez cewnik?%%2%3,

Prace dotyczace stomatologicznego zastosowania DMSO sg nieliczne. Sugerujg one jednak,
ze DMSO poprawia zaréwno natychmiastowg jak i dlugoterminowag site wigzania adhezyjnego
w zebinie?®*?% Wzrost sity natychmiastowego wigzania moze by¢ zwigzany ze zdolnoécig
DMSO do zmniejszania swobodnej energii powierzchniowej zebiny, poprawiania zwilzalno$ci

206

i penetracji kleju™®. Zachowanie trwatosci wigzania moze przynajmniej cz¢sciowo wynikac tez

z hamowania przez DMSO metaloproteinazy (MMP)?"’.

3.4. Glikol kaprylowy

Caprylyl Glycol, Octane-1,2-diol, CAS: 1117-86-8

HgCWOH

OH
Rycina 7 Wzor strukturalny glikolu kaprylowego.

3.4.1. Informacje toksykologiczne?'82%
— LDsp doustna = 2 500 mg/kg masy ciata;

— Nieznaczna mozliwo$¢ draznigca na oczy i skore;

32



— Nie uczula;

— Doustna dawka powtarzalna = NOAEL 1100 mg/kg/ masy ciala z wytaczeniem skut-
kéw na oczy;

— Potencjat genotoksyczny oktanu-1,2-diolu badano w trzech badaniach in vitro Amesa
(OECD 471 lub inne odpowiednie odniesienia), jednym badaniu in vitro aberracji chro-
mosomowej (Notyfikacja 1604 MHW Japonia 1999, podobna do OECD 473) i jednym
badaniu in vitro mutacji genowej (OECD 476), kazde z nich z i bez aktywacji metabo-
licznej. W kazdym z tych badan nie byty widoczne spdjne, powtarzalne i istotne toksy-
kologicznie oznaki genotoksycznosci;

— Cytotoksyczno$¢ byta widoczna przy gérnych st¢zeniach badawczych we wszystkich
badaniach genotoksycznosci, chociaz byta niespdjna w badaniu aberracji chromosomo-
wej in vitro, w badaniu poczatkowe zahamowanie wzrostu, nie odzwierciedlone przy
zmniejszeniu wskaznikow proliferacji komorek;

— Toksokinetyka; najbardziej prawdopodobna C-oksydacja zwigzku, jest promotorem
przenikania we wlasciwym stosowaniu nie stwarza zagrozenia dla zdrowia i zycia czlo-

wieka.

3.4.2. Zastosowanie i dzialanie

Glikol kaprylowy to zwigzek chemiczny z grupy alkoholi, stosowany w medycynie gtéwnie
jako $rodek konserwujacy w preparatach do uzytku zewnetrznego, takich jak masci i kremy.
Ma zdolnos¢ wigzania wody, co pozwala na utrzymanie odpowiedniego poziomu nawilzenia
btony Sluzowej czy skory. Posiada wiasciwosci bakteriobdjcze i1 antyfungicydowe. Dziatanie
antybakteryjne wynika z jego zdolnosci zakt6cania metabolizmu mikroorganizméw oraz nisz-
czenia ich bton komérkowych. Odbywa si¢ to tylko na powierzchni bakterii i prowadzi do

utraty homeostazy wewnetrznej bakterii a w konsekwencji do $mierci komorki.

33



3.5. Etyloheksylogliceryna

Ethylhexylglycerin, 3-(2-ethylhexyloxy)propane-1,2-diol, CAS: 70445-33-9

H4C
o)
HO

Rycina 8. Wzor strukturalny etyloheksylogliceryny.

CHj

3.5.1. Informacje toksykologiczne

— LDso doustna = 2 000 mg/kg masy ciata;

— Nieznaczna mozliwo$¢ draznigca na oczy, nie drazni skory;

— Nie uczula;

—  Absorpcja przeznaskérkowa 20,38 pg/cm?/godz;

— NOEL 100 mg/kg masy ciata /dzien, we wtasciwym stosowaniu nie stwarza zagrozenia

dla zdrowia i zycia cztowieka.
3.5.2. Zastosowanie i dzialanie

Etyloheksylogliceryna jest organicznym zwigzkiem chemicznym, ktéry znajduje zastoso-
wanie w medycynie jako sktadnik kosmetykéw i produktéw farmaceutycznych. Dziata jako
srodek konserwujacy i nawilzajacy. Etyloheksylogliceryna jest bezpiecznym sktadnikiem ko-
smetykéw i produktéw farmaceutycznych, zatwierdzonym przez Agencje Zywnosci i Lekéw
(ang. Food and Drug Administration, FDA). Dziata na blony komdrkowe bakterii, zaburzajac
ich strukturg i funkcje powodujac destabilizacje¢ ich struktury. Wptywajac na ich przepuszczal-
nos¢, zwieksza si¢ dziatanie innych substancji bakteriobdjczych, miedzy innymi popularnych
konserwantéw, takich jak fenoksyetanol?!?. Etyloheksylogliceryna dziala réwniez na enzymy
bakteryjne, ktére sg niezbedne do przeprowadzania proceséw metabolicznych w komérkach
bakteryjnych, co prowadzi do zaburzenia proces6w metabolicznych i w konsekwencji prowadzi

do Smierci bakterii.
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3.6. Gliceryna

Glycerin, 1,2,3-propanotriol, CAS: 56-81-5

HO/\(\OH

OH
Rycina 9. Wrzor strukturalny gliceryny.

3.6.1. Informacje toksykologiczne

— LDso doustna = 12 600 mg/kg masy ciala;

— Nie wykazuje dziatania draznigcego;

— Nie uczula;

— Absorpcja przeznaskérkowa zatozenie 100%, brak jednolitych danych;

— NOAEL 2 000 mg/kg masy ciata /dzien, we wlasciwym stosowaniu nie stwarza zagro-

zenia dla zdrowia 1 zycia czlowieka.
3.6.2. Zastosowanie i dzialanie

Gliceryna, znana rowniez jako glicerol to organiczny zwiazek chemiczny z grupy alkoholi
wielowodorotlenowych. Jest bezbarwna, lepkg substancjg o stodkim smaku. Miesza si¢ z woda
i alkoholem w dowolnych proporcjach, co sprawia, ze jest uzyteczna jako sktadnik réznych
produktéw, takich jak ptyny do plukania ust, syropy czy kosmetyki?'!. Jest czesto stosowana
jako substancja nosna lub rozpuszczalnik w wielu produktach farmaceutycznych i kosmetycz-
nych?!2, Pomaga w utrzymaniu ich stabilnoéci i rozproszeniu sktadnikéw aktywnych i zwieksza
trwato$¢ produktow.

Gliceryna jest nietoksyczna. Po spozyciu jest szybko wchtaniana z zotadka i jelit, osiggajac
szczytowe stezenie w surowicy w ciggu 60 do 90 minut?!®. Jest metabolizowana w watrobie
przez glicerokinaze¢ do dwutlenku wegla i wody lub wiaczana do standardowych szlakow me-

tabolicznych w celu utworzenia glukozy i glikogenu®'*

. W organizmie, gtéwnie w watrobie
(80%-90%) 1 nerkach (10%-20), moze ulega¢ fosforylacji z udziatem kinazy glicerolowej do
a-glicerofosforanu, wchodzac w szlak glukoneogenezy. W watrobie gliceryna moze réwniez
faczy¢ sie z wolnymi kwasami ttuszczowymi, tworzac tréjglicerydy, dystrybuowane do tkanki
tluszczowej. Wolna gliceryna jest naturalnie obecna w ludzkim osoczu. Jej poziomy w suro-

wicy dorostych os6b wahaja si¢ od 0,05 do 0,1 mmol/l. Wydalana jest gtéwnie przez
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nerki215’216

0,190 mmol/1?"7.

a jej wydalanie moczem jest zwigzane z stezeniem glicerolu w osoczu >0,327 +

Gliceryna nie wykazuje wptywu na rozrodczo$¢ i rozw6j zwierzat. Nie jest tez genotok-
syczna. Nie dziatat draznigco i nie powodowat uczulen212. Jest oceniona przez FDA jako sub-

stancja bezpieczna do stosowania w zywnosci (ang. Generally Recognized as Safe, GRAS).

3.7. Glikol heksylenowy
Hexylene Glycol, 2-metylopentano-2,4-diol, CAS: 107-41-5

OH
X

Rycina 10. Wzor strukturalny glikolu heksylowego.
3.7.1. Informacje toksykologiczne

— LDso doustna > 2 000 mg/kg masy ciata; brak $mierci zwierzat

— minimalnie draznigcy (skora i oczy);

— Nie uczula;

— Absorpcja przeznaskérkowa zatozenie 100%,

— NOAEL 450 mg/kg masy ciata/dzien, we wlasciwym stosowaniu nie stwarza zagroze-

nia dla zdrowia i zycia cztowieka.
3.7.2. Zastosowanie i dzialanie

Glikol heksylenowy to klarowna, bezbarwna ciecz nalezaca do klasy eterow glikolu. Jest
szeroko stosowany w réznych gateziach przemystu, w tym w kosmetykach, srodkach higieny
osobistej i farmaceutykach. Po spozyciu ulega wchtanianiu z przewodu pokarmowego i jest
czgsciowo wydalany z moczem. Nie ma danych na temat innych mozliwych drég eliminacji.

Wykorzystywany jest gtdwnie jako wszechstronny rozpuszczalnik sktadnikéw aktywnych
w preparatach kosmetycznych i farmaceutycznych. Dziata réwniez jako srodek zwigkszajacy

lepkos$¢, pomagajac kontrolowaé konsystencje produktéw. Glikol heksylenowy ma wiasciwo-
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$ci humektantu, co oznacza, ze pomaga zatrzymywaé wilgo¢?!8. Jak wickszo$¢ alkoholi wielo-
wodorotlenowych dziala jako booster, zwigkszajac skuteczno$¢ niektérych produktéw prze-
ciwdrobnoustrojowych. Moze takze przyczyni¢ si¢ do poprawy trwatosci i stabilno$ci mikro-
biologicznej produktow poprzez hamowanie rozwoju mikroorganizmow.

Ze wzgledu na jego wlasciwosci higroskopijne glikol heksylenowy byt kiedy$§ uzywany do
impregnacji opatrunkOw na oparzenia. Jednak istniejg doniesienia o toksycznych skutkach sto-

sowania tych opatrunkéw i ustgpieniu niekorzystnych zmian po ich usunigciu®!.
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III. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Okreslanie wartosci MIC badanych formulacji me-

todg seryjnych rozcienczen na podfozu ptynnym

Analize wrazliwosci patogenéw najczesciej kolonizujacych nosogardziel cztowieka prze-
prowadzono w celu ewaluacji potencjalu badanych formulacji pod wzgledem terapeutycznym
lub profilaktycznym. Cz¢$¢ doswiadczalng wykonano na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi
w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Diagnostyki Mikrobiologicznej oraz na Uniwer-
sytecie Warszawskim w Zaktadzie Genetyki Bakterii. Obejmowata ona szeroki zakres badan
mikrobiologicznych, do ktérych wykorzystano formulacje AgNPs i AuNPs z promotorami
przenikania przez btony biologiczne jak i prototypy preparatow na infekcje nosogardzieli za-
wierajace nanometale, promotory przenikania, przetwory produktéw roslinnych oraz dodatki
reologiczne. Badania mikrobiologiczne wykonano na wzorcowych szczepach bakterii Gram-
dodatnich, Gram-ujemnych i grzybéw oraz na szerokim spectrum typowych drobnoustrojéw
bytujacych w nosogardzieli, w tym takze na drobnoustrojach mikroaerofilnych, beztlenowych

oraz wystepujacych w strukturach biofilmu.

1.1. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji wobec

wzorcowych szczepow drobnoustrojow

Celem przeprowadzonego badania bylo okreslenie aktywnosci AgNPs i AuNPs wobec
wzorcowych szczepéw drobnoustrojéw. Badanie wykonano zgodnie z zaleceniami EUCAST
(ang. European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing), wyznaczajac warto$¢ mi-
nimalnego stezenia hamujacego (ang. Minimum Inhibitory Concentration, MIC) metoda seryj-
nych rozcienczen na podtozu ptynnym Mullera-Hinton 1 RPMI-1640.

Metoda ta nie pozwala jednak na jednoznaczne stwierdzenie charakteru dziatania badanej
formulacji (bdjcze, czy statyczne) i dlatego wyznaczono warto$ci minimalnego st¢zenia bakte-
riobdjczego (ang. Minimum Bactericidal Concentration, MBC), stosujac posiew na ptytki z od-

powiednim podlozem agarowym.
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1.1.1. Materialy wykorzystane w badaniach
1.1.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wiasciwa 5 — 50 pS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z o0.0. Sp.K.

2. Nanogold aXonnite® (INCI: aqua, gold (nano), CAS: 7732-18-5, 7440-57-5, roztwor ko-
loidalny ztota w wodzie o stezeniu 100 ppm, czyli 100 mg/l wody. Ztoto metaliczne Ag4N
uzyskane w formie pretow o czystosci 99,99% rozdrobnione metoda ablacji laserowej na
czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztatcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1, Prze-
wodnos¢ whasciwa 2 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z 0.0. Sp.K.

3. Polisorbat (INCI: Polysorbate - 20), CAS: 9005-65-6, posta¢ ptynna, st¢zenie 100%.
Producent: Donauchem.

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

5. Etyloheksylogliceryna (INCI: Ethylhexylglycerin) CAS: 70445-33-9, posta¢ ptynna, stg-
zenie 100%.

Producent: Brenntag.
1.1.1.2. Materiaty mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Badania wykonano na Uniwersytecie Medycznym w f.odzi w Zaktadzie Mikrobiologii Far-
maceutycznej Diagnostyki Mikrobiologicznej, wykorzystujac pig¢ wzorcowych szczepow po-
tencjalnych patogenéw cztowieka:

—  Escherichia coli ATCC 8739,

—  Staphylococcus aureus ATCC 6535,

—  Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,

—  Candida albicans ATCC 10231,

—  Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.
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1.1.1.3. PoZywki wykorzystywane w badaniach

W badaniach wykorzystano nastgpujace podloza wzrostowe:
—  bulion Mueller-Hinton (Becton Dickinson),

—  plynne podioze RPMI-1640 (Biomed),

— agarowe podtoze Mueller-Hinton (Becton Dickinson),

— agarowe podioze Sabouraud (Becton Dickinson).
1.1.2. Przygotowanie szczepow do badan

Badane szczepy przechowywano w temperaturze -70°C zawieszone w bulionie odzywczym
z dodatkiem 50% glicerolu. W trakcie wykonywania doswiadczen szczepy bakterii przesie-
wano metodg redukcyjng na agarowe podtoze Mueller-Hinton, a szczepy grzybéw na agarowe
podtoze Sabouraud. Ptytki z bakteriami inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny,
a z grzybami w temperaturze 30°C przez 48 h. Tak otrzymane hodowle wykorzystywano w dal-

szych etapach badan.
1.1.3. Formulacje uzyte do badan i ich przygotowanie

W procesie tworzenia badanych formulacji obok nanometali AgNPs i AuNPs zastosowano
wybrane promotory przenikania przez btony biologiczne, zapewniajace wlasciwg penetracje
1 migracje¢ czastek w podtozach mikrobiologicznych oraz solubilizator - Polisorbat-20, gwaran-
tujacy pozadane rozproszenie w roztworach wodnych. W ocenie skutecznosci antydrobnoustro-
jowej wykorzystano pie¢ formulacji:

1. Nanosilver aXonnite® (15 ppm),
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) + Nanogold aXonnite® (5 ppm),
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) + Glikol kaprylowy (1,5 %) + Polisorbat-20 (3%),
Nanosilver aXonnite (15 ppm) + Etyloheksylogliceryna (2%) + Polisorbat-20 (3%),

A

Nanosilver aXonnite (15 ppm) + Glikol kaprylowy (1,5 %) + Polisorbat-20 (6%) +
Etyloheksylogliceryna (2%).

1.1.3.1. Przygotowanie formulacji

Substancje stuzace do przygotowania badanych formulacji dodawano réwnocze$nie do
wody w ilosciach zgodnych z pkt 1.1.3., mieszajac mieszadtem mechanicznym z predkoscia

50-200 obr/min w czasie ok 8-10 minut i uzupetniono wodg do uzyskania 1000 ml roztworu.
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1.1.4. Wykonanie oznaczenia

Do jatowej probéwki odpipetowano 5 ml jatowej wody. Za pomocg ezy przenoszono kilka
kolonii szczepu wzorcowego tak, aby gestos¢ optyczna powstatej zawiesiny wynosita 0,5 wg
skali McFarlanda. Oceng gestosci optycznej zawiesiny dokonywano za pomocg nefelometru.
Przygotowane w ten sposéb zawiesiny drobnoustrojéw zawieraty w 1 ml 1,5 x 10® komérek
i stanowity inokulum, ktére wykorzystano w wyznaczaniu wartosci MIC.

Do wglebien sterylnych ptytek mikrotitracyjnych o 8 rzedach po 12 studzienek o zaokra-
glonym dnie nalewano przy uzyciu pipety automatycznej po 100 pl jatowego bulionu Mullera-
Hinton (dla bakterii) lub ptynnego podtoza RPMI-1640 (dla grzyboéw). Do kazdej pierwszej
studzienki z danego rzedu przenoszono 100 pl badanej formulacji. Nastepnie po doktadnym
wymieszaniu zawarto$ci, pobierano z niej 100 pl mieszaniny i przenoszono do kolejnej stu-
dzienki w rzedzie. Czynnos$¢ t¢ powtarzano 9 razy dla kolejnych studzienek. Ze studzienki 10,
po wymieszaniu, wylewano 100 Pl mieszaniny. W ten sposob otrzymano seri¢ podwdjnych
rozcienczen badanych zwigzkéw — 1:2 do 1:1024. Studzienka 11 stanowita kontrol¢ wzrostu,
a studzienka 12 jalowosci podloza. Nastgpnie przy uzyciu pipety automatycznej do studzienek
1-11 dodawano 10 pl wcze$niej wystandaryzowanej zawiesiny drobnoustrojéw testowych.
Plytki ze szczepami bakterii inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C przez 24 godziny,
a ptytki ze szczepami grzybéw w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Warto$¢ najnizszego
stezenia substancji tworzacych badang formulacje¢ hamujaca wzrost drobnoustrojow (MIC)
okreslano przez makroskopowa oceng wzrostu w postaci zmetnienia podtoza lub osadu na dnie
studzienki. Dodatkowo, stopien zmetnienia hodowli oceniano za pomocg pomiaru absorbancji
przy dtugosci fali 595 nm w aparacie Microplate Reader 680 (Biorad).

Aktywno$¢ bdjczg badanych formulacji oceniano wartosciag MBC, okreslajac najmniejsze
stezenie substancji tworzacych dang formulacje, pod wptywem ktérej ginie 99,9% komorek
drobnoustrojéw. W tym celu z kazdej studzienki, w ktérej nie zaobserwowano wzrostu pobie-
rano ezg mieszaning i posiewano na powierzchni¢ podtoza Mueller-Hinton, a szczepy grzybow
na agarowe podioze Sabouraud. Posiewy z bakteriami inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 godziny, a posiewy z grzybami w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Brak wzrostu szcze-
poéw $swiadczyt o dziataniu b6éjczym badanej formulacji. Wyniki badan zestawiono w tabelach

1-10.
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Tabela 1.

Wptyw badanych formulacji na wzrost szczepu Escherichia coli ATCC 8739.

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACJI

Polisorbat-20 (6%)
Etyloheksylogliceryna (2%)

SKLAD FORMULACIH 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) i + + + + + + + + +
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)

Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) i * * * * * * * * *
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %) } - - + + + + + + +
Polisorbat-20 (3%)
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna (2%) - - - } + + + + + +
Polisorbat-20 (3%)
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %)

- - - - - + + + + +

- brak wzrostu
+ wzrost




9%

Tabela 2. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Escherichia coli ATCC 8739. W tabeli podano stezenia
sktadnikow poszczegolnych formulacji wyraZonych w ppm albo w steZeniach procentowych.

Escherichia coli ATCC 8739

SKEAD FORMULACJI
MIC MBC
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) 2,5 ppm 2,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Glikol kaprylowy (1,5 %) 0,187 % 0,187 %
Polisorbat-20 (3%) 0,375 % 0,375 %
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 0,937 ppm 0,937 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,125 % 0,125 %
Polisorbat-20 (3%) 0, 187 % 0, 187 %
Nanosilver aXonnite® (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%




Tabela 3.

Wplyw badanych formulacji na wzrost szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

SKEADFORMULACJI

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACJI

1:2

1:4

1:8

1:16

1:32

1:64

1:128

1:256

1:512

1:1024

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)

+

+

+

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au)

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %)
Polisorbat-20 (3%)

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna (2%)
Polisorbat-20 (3%)

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %)
Polisorbat-20 (6%)

Etyloheksylogliceryna (2%)

- brak wzrostu
+ wzrost
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9%

Tabela 4. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. W tabeli podano
stezenia sktadnikow poszczegolnych formulacji wyraZonych w ppm albo w stezeniach procentowych.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

SKEAD FORMULACJI

MIC MBC
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) 2,5 ppm 2,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 3,75 ppm 3,75 ppm
Glikol kaprylowy (1,5 %) 0,375 % 0,375 %
Polisorbat-20 (3%) 0,75 % 0,75 %
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 3,75 ppm 3,75 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,5 % 0,5 %
Polisorbat-20 (3%) 0,75 % 0,75 %
Nanosilver aXonnite® (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 FORMULACJA

ROZCIENCZENIA BADANE]J FORMULACJI

1:2

1:4

1:8

1:16

1:32

1:64

1:128

1:256

1:512

1:1024

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)

+

+

+

+

+

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au)

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %)
Polisorbat-20 (3%)

Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna (2%)
Polisorbat-20 (3%)

Nanosilver aXonnite® (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 steze-
nia sktadnikow poszczegolnych formulacji wyrazonych w ppm albo w stezeniach procentowych.

Ly

BADANA FORMULACJA Staphylococcus aureus ATCC 6538
MIC MBC

Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm 7,5 ppm
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) 2,5 ppm 2,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 3,75 ppm 3,75 ppm
Glikol kaprylowy (1,5 %) 0,375 % 0,375 %
Polisorbat-20 (3%) 0,75 % 0,75 %
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,25 % 0,25 %
Polisorbat-20 (3%) 0,375 % 0,375 %
Nanosilver aXonnite® (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.

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACJI

Polisorbat-20 (6%)

Etyloheksylogliceryna (2%)

SKEAD FORMULACJI
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

Nanosilver aXonnite® (15 ppm) + + + + + + + + + +
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) * M * * * * M * * M
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %) } } - + + + + + + +
Polisorbat-20 (3%)
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna (2%) - - - - - + + + + +
Polisorbat-20 (3%)
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %)

- - - - - + + + + +

- brak wzrostu
+ wzrostu
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Tabela 8. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Candida albicans ATCC 16404. W tabeli podano stezenia

sktadnikow poszczegolnych formulacji wyraZonych w ppm albo w steZeniach procentowych.

Candida albicans ATCC 16404

BADANA FORMULACJA
MIC MBC
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) >7,5 ppm >7,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) >7,5 ppm >7,5 ppm
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) >2.5 ppm >2.5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 1,875 ppm 1,875 ppm
Glikol kaprylowy (1,5 %) 0,1875 % 0,1875 %
Polisorbat-20 (3%) 0,375 % 0,375 %
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 0,468 ppm 0,468 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,0625 % 0,0625 %
Polisorbat-20 (3%) 0, 0937 % 0,0937 %
Nanosilver aXonnite® (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.

Wplyw badanych formulacji na wzrost szczepu Aspergillus brasiliensis ATCC1640.

ROZCIENCZENIA BADANEJ FORMULACJI

Polisorbat-20 (6%)

Etyloheksylogliceryna (2%)

SKEAD FORMULACJI
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) i + + + + + + + + +
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) i M * M * * M * M M
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %) } } - , + + + + + +
Polisorbat-20 (3%)
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Etyloheksylogliceryna (2%) - - - - - + + + + +
Polisorbat-20 (3%)
Nanosilver aXonnite® (15 ppm)
Glikol kaprylowy (1,5 %)
- - - - - + + + + +

- brak wzrostu;
+ wzrost
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Tabela 10. Wyznaczone wartosci MIC i MBC badanych formulacji w stosunku do Aspergillus brasiliensis ATCC 10231. W tabeli podano
stezenia sktadnikow poszczegolnych formulacji wyraZonych w ppm albo w steZeniach procentowych.

Aspergillus brasiliensis ATCC 10231

BADANA FORMULACJA MIC MBC
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm >7,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 7,5 ppm >7,5 ppm
Nanogold aXonnite® (5 ppm Au) 2,5 ppm >2,5 ppm
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 0,9375 ppm 7,5 ppm
Glikol kaprylowy (1,5 %) 0,0937 % 0,75 %
Polisorbat-20 (3%) 0,1875 % 1,5 %
Nanosilver aXonnite® (15 ppm) 0,9375 ppm 3,75 ppm
Etyloheksylogliceryna (2%) 0,125 % 0,5 %
Polisorbat-20 (3%) 0, 1875 % 0,75 %
Nanosilver aXonnite® (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%




1.1.5. Omoéwienie wynikow

Uzyskane rezultaty wskazujg na duzg aktywnos$¢ mikrobiologiczng zastosowanych formu-
lacji zaréwno w stosunku do szczepdw bakterii Gram-ujemnych jak i Gram-dodatnich, a takze
drozdzy 1 plesni. Najwyzsza skutecznos¢ wykazywata mieszanina Nanosilver aXonnite® w ste-
zeniu 15 ppm z dwoma mediatorami wspierajagcymi transport przez btony biologiczne: glikolem
kaprylowy (1,5%) i etyloheksylogliceryng (2%). Poréwnujac te dwa promotory przenikania
wzgledem siebie glikol kaprylowy i etylheksylgliceryne lepsza aktywnos$¢ wykazywata mie-
szanina zawierajaca etyloheksylogliceryne. Jednakze najsilniejszy efekt osiagnigto przy pota-
czeniu dwoch promotoréw przejscia, co potwierdza ich synergiczne dziatanie wzgledem siebie.

W badaniu ustalono tez, ze dodatek nanoczgstek ztota nie wptywal na zwigkszenie dziatania
przeciwdrobnoustrojowego wobec badanych szczepéw. Poziom dziatania przeciwdrobnoustro-
jowego pozostal na tym samym poziomie. Badania te potwierdzilo informacje literaturowe
otym, iz srebro wykazuje najsilniejsze dzialanie antymikrobowe i umozliwito podjecie decyzji,
aby w kolejnych badaniach skupi¢ si¢ na tym, ze gldwnym metalem wybranym do tworzenia
prototypu produktu pozostanie Nanosilver aXonnite®. W eksperymencie potwierdzono tez,

iz dodatek solubilizatora nie wptywa negatywnie na aktywno$¢ nanometali.

1.2. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji z wybranymi
promotorami przenikania wobec reprezentatywnych drob-

noustrojow

W celu okreslenia aktywnos$ci nanoczgstek w stosunku do wybranych reprezentatywnych
przedstawicieli drobnoustrojow: bakterii Gram-ujemnych — Escherichia coli i Gram-dodatnich
— Staphylococcus aureus oraz grzybow — Candida albicans, najczesciej wystepujacych przy
nadkazeniach blony §luzowej nosogardzieli, wykorzystano formulacje zawierajace Nanosilver
aXonnite®, Nanogold aXonnite® oraz substancje pomocnicze, ktérych celem bylo zwigksze-
nie penetracji nanoczastek w zawiesinach lub mieszaninach o wigkszych gestosciach oraz uta-

twienie ich migracji w podtozach mikrobiologicznych??°,
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1.2.1. Materialy wykorzystane w badaniach
1.2.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wiasciwa 5 — 50 pS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z o0.0. Sp.K.

2. Nanogold aXonnite® (INCI: aqua, gold (nano), CAS: 7732-18-5, 7440-57-5, roztwor ko-
loidalny ztota w wodzie o stezeniu 100 ppm, czyli 100 mg/l wody. Ztoto metaliczne Ag4N
uzyskane w formie pretow o czystosci 99,99% rozdrobnione metoda ablacji laserowej na
czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztatcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1, Prze-
wodnos¢ whasciwa 2 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z 0.0. Sp.K.

3. Dimetylosulfotlenek (INCI: dimethyl sulfoxide, DMSO), CAS: 67-68-5 posta¢ ptynna.
Producent: Chempur.

4. Eter dimetylowy izosorbidu (INCI: Dimethyl Isosorbide, DMI,), CAS: 5306-85-4, posta¢
ptynna stezenie 100%.

Producent: Salicyles and Chemicals.

5. 4-Hydroksyacetofenon (INCI: Hydroxyacetophenone, HA), CAS: 99-93-4, postac stata,
krysztaty, biate, stezenie 100%.

Producent: Aromat Vertex.

6. Gliceryna (INCI: Glycerin), CAS: 56-81-5, posta¢ ptynna, bezbarwna ciecz o wysokiej
lepkosci, stezenie 100%

Producent: Brenntag.
1.2.1.2. Materialy mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Patogenne szczepy Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans wykorzy-
stane w oznaczeniu aktywnos$ci mikrobiologicznej pochodzity z kolekcji wtasnej Zaktadu Ge-

netyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego.
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1.2.1.3. Formulacje uziyte do badan i ich przygotowanie

W celu oceny skutecznosci mikrobiologicznej wykonano formulacje zawierajagce Nanosi-
lver aXonnite® oraz Nanogold aXonnite® w stezeniach 20 ppm, 10 ppm, 7,5 pmm, 5 ppm,
2,5 ppm z odpowiednimi z promotorami przenikania przez btony biologiczne, innymi niz opi-
sane w pkt 1.1.3., a mianowicie: DMSO, hydroksyacetofenonem, eterem dimetylowym izosor-
bidu oraz gliceryng w stezeniach przedstawionych w tabelach 11-14. Formulacje przygotowano

zgodnie z procedurg opisang w pkt 1.1.3.1.
1.2.2. Wykonanie oznaczenia

Oznaczenie aktywnosci oraz wyznaczenie warto$ci MIC badanych formulacji przeprowa-
dzono metodg seryjnych rozcienczen na podtozu plynnym wobec bakterii Escherichia coli
1 Staphylococcus aureus oraz grzybéw — Candida albicans, zgodnie ze standardowg procedurg

opisang w pkt 1.1.4. Uzyskane rezultaty przedstawiono w tabeli 11-14.
1.2.3. Omowienie wynikow

W analizie wplywu promotoréw przejscia przez blony biologiczne wykazano, ze najlepszy
rezultat mikrobiologiczny uzyskano wykorzystujac znany z zastosowan farmaceutycznych di-
metylosulfotlenek (DMSO) w potaczeniu z Nanosilver aXonnite®. Formulacja ta juz przy 1%
dodatku DMSO wykazywatla silne dziatanie mikrobiologiczne, cho¢ poréwnywalne z formula-
cjami zawierajacymi inne promotry, tj. gliceryn¢ i eter dimetyloizosorbidu. R6znice w aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej uwidocznity si¢ zdecydowanie przy 5% dodatku DMSO i byty
obserwowane w odniesieniu do wszystkich badanych szczepéw, cho¢ najsilniejszy efekt wy-
stapit w stosunku do szczepdw Escherichia coli, przedstawiciela bakterii Gram-ujemnych, co
moze mie¢ zwigzek ze specyficzng budowg Sciany komérkowej tych bakterii.

Dobre rezultaty uzyskano rowniez w formulacjach zawierajacych 5% dodatek gliceryny

i AgNPs. Hydroksyacetofenon nie wptywat znaczaco na wartos¢ MIC.
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Tabela 11. Aktywnosci nanoczgstek w badanych formulacjach wobec szczepow Escherichia

coli-

PROMOTOR

NPs aXonnite®

Escherichia coli

20 ppm

10 ppm

7,5 pmm

5 ppm

2,5 ppm

Gliceryna 1%

AgNPs

o

0

0

—+

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Gliceryna 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

DMSO 1%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

DMSO 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Hydroksyacetofenon 0,5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Eter dimetylowy
izosorbidu 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

+ OO |+ ||| O |C OO |||+ O

+ O ||+ |||+ |C|OC|+ |+ [ O+ |||+ |+

+ |+ ||+ |||+ |c|o|+ |+ o+ |+ ||+ |+

+ |+ ||+ |+ ||+ |c|o|+ |+ ||+ |+ ||+ |+

+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ ||+ |+ ||+ |+ |+ |+ |+

0 - brak wzrostu, co jest jednoznaczne z wrazliwoscia na nanoczastki

+ wzrost mikroorganizmow
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Tabela 12. Aktywnosci nanoczgstek w badanych formulacjach wobec szczepow Staphylo-

coccus aurerus.

PROMOTOR

NPs aXonnite®

Staphylococcus aureus

20 ppm

10 ppm

7,5 ppm

5 ppm

2,5 ppm

Gliceryna 1%

AgNPs

0

+

+

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Gliceryna 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

DMSO 1%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

DMSO 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Hydroksyacetofenon 0,5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Eter dimetylowy
izosorbidu 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

+ | O O +| O O] O O] O +| O O +| O o +| ©

t ool +|o|o| +| ol 4| +| o +| +| o +| +

t +| o +| oo +| ol o +| +| o +| +]| o +| +

4+ +| |+ || +| +| O]+ +| o +| +| +]| +| +

T e e I e e e e o I o S B o e B o B e e S

0 - brak wzrostu, co jest jednoznaczne z wrazliwoscia na nanoczastki

+ wzrost mikroorganizmow
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Tabela 13. Aktywnosci nanoczgstek w badanych formulacjach wobec szczepow Candida al-

bicans.
Candida albicans
PROMOTOR NPs aXonnite®
20 ppm | 10 ppm | 7,5 ppm | 5 ppm | 2,5 ppm
AgNPs 0 0 + + +
Gliceryna 1% AgNPs/AuNPs 0 0 + + +
AuNPs 0 + + + +
AgNPs 0 0 0 + +
Gliceryna 5% AgNPs/AuNPs 0 0 0 + +
AuNPs 0 + + + +
AgNPs 0 0 0 + +
DMSO 1% AgNPs/AuNPs 0 0 + + +
AuNPs 0 0 + + +
AgNPs 0 0 0 + +
DMSO 5% AgNPs/AuNPs 0 0 0 + +
AuNPs 0 + + + +
AgNPs 0 0 0 + +
Hydroksyacetofenon 0,5% |AgNPs/AuNPs 0 0 + + +
AuNPs + + + + +
AgNPs 0 0 0 + +
Eter dimetylowy AgNPs/AuNPs 0 0 " n -
izosorbidu 5%
AuNPs + + + + +

0 - brak wzrostu, co jest jednoznaczne z wrazliwoscia na nanoczastki

+ wzrost mikroorganizmow
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Tabela 14. Oznaczenie skutecznosci mikrobiologicznej badanych formulacji na bazie Na-
nosilver aXonnite® z wybranymi promotorami przenikania przez btony biologiczne.

FORMULACJA

MIC pg/ml (ppm)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
DMSO 50%

3,125

3,125

3,125

Nanosilver aXonnite®

(2 ppm)
DMSO 50%

6,25

Nanosilver aXonnite®

(10 ppm)
DMSO 50%

2,5

1,25

6,25

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
DMSO 10%

3,125

3,125

6,25

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
DMSO 5%

3,125

3,125

6,25

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO 50%
Hydroksyacetofenon 0,5%

3,125

3,125

3,125

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO 10%
Hydroksyacetofenon 0,5%

3,125

3,125

3,125

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO 5%
Hydroksyacetofenon 0,5%

3,125

3,125

6,25

Woda

DMSO 50%
Hydroksyacetofenon 0,5%
Préba ,,0”

25

25

6,25

Woda

DMSO 10%
Hydroksyacetofenon 0,5%
Préba ,,0”

25

25

6,25

Woda

DMSO 5%
Hydroksyacetofenon 0,5%
Préba ,,0”

25

25

6,25
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1.3. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji z wybranymi

przetworami pochodzenia roslinnego

Uwzgledniajac fakt, ze preparaty rynkowe poza czgstkami nanometali powinny zawierac¢
takze ekstrakty roslinne lub olejki eteryczne podnoszace skutecznos¢ i atrakcyjnos$¢ gotowego
produktu, celem przeprowadzonego badania bylo ustalenie ich wptywu na aktywno$¢ mikro-
biologiczng badanych formulacji. W ich tworzeniu wykorzystano: ekstrakt z porostu islandz-
kiego oraz olejek z drzewa herbacianego, eukaliptusowy, oregano, szaltwii i tymianku. Jednakze
wprowadzenie ich do formulacji bazowej zawierajacej nanosrebro oraz promotory przenikania
wymagato zastosowania solubilizatora (Polisorbatu-80), ktéry umozliwiat wytworzenie stabil-
nego fizykochemicznie preparatu opartego na roztworze wodnym z dodatkowymi substancjami
roslinnymi (ekstrakty i olejki eteryczne). Solubilizator to substancja, ktérej celem jest rozpusz-
czanie lub rozproszenie substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie. Utworzenie roztworu lub
jednorodnej, stabilnej mieszaniny zapewnia przede wszystkim precyzyjne aplikowanie a przez
to niweluje btedy pomiarowe. W przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym najczgsciej sto-
sowanymi solubilizatorami sg polisorbaty - mieszanina polioksyetylenowych pochodnych sor-

bitanu i kwasu oleinowego oraz olejek rycynowy etoksylowany (PEG-40).
1.3.1. Materialy wykorzystane w badaniach
1.3.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wtasciwa 5 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z o0.0. Sp.K.

2. Eter dimetylowy izosorbidu, DMI (INCI: Dimethyl Isosorbide), CAS: 5306-85-4, postac
ptynna stezenie 100%.

Producent: Salicyles and Chemicals.

3. 4-Hydroksyacetofenon, HA, (INCI: Hydroxyacetophenone), CAS: 99-93-4, posta¢ stata,
krysztaty, biate, stezenie 100%.

Producent: Aromat Vertex.
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4. Polisorbat-80 (INCI: Polysorbate - 80), CAS: 9005-65-6, posta¢ ptynna, stezenie 100%.
Producent: Donauchem.

5. Ekstrakt z porostu islandzkiego, olejki eteryczne z tymianku, drzewa herbacianego, ore-
gano i szatwii.

Producent Provital Group.
1.3.1.2. Materialy mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Patogenne szczepy Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans wykorzy-
stane w oznaczeniu aktywnos$ci mikrobiologicznej pochodzity z kolekcji wtasnej Zaktadu Ge-

netyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego.
1.3.1.3. Formulacje uziyte do badan i ich przygotowanie

W celu oceny skutecznosci mikrobiologicznej wykonano formulacje zawierajagce Nanosi-
Iver aXonnite® z Polisorbatem-80, promotorami przenikania przez btony biologiczne: hydrok-
syacetofenonem, eterem dimetylowym izosorbidu oraz przetworami pochodzenia roslinnego
w stezeniach przedstawionych w tabeli 15. Formulacje przygotowano zgodnie z procedurg opi-

sang w pkt 1.1.3.1.
1.3.2. Wykonanie oznaczenia

Wyznaczenie warto$ci MIC badanych formulacji wobec Escherichia coli, Staphylococcus
aureus oraz Candida albicans przeprowadzono metodg seryjnych rozcienczen na podiozach
ptynnych zgodnie ze standardowg procedurg opisang w pkt 1.1.4. a u zyskane rezultaty przed-

stawiono w tabeli 15.
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Tabela 15. Oznaczenie wartosci MIC (ug/ml), skutecznosci mikrobiologicznej badanych
Jormulacji na bazie Nanosilver aXonnite® z przetworami pochodzenia roslinnego.

MIC pg/ml (ppm)

Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Candida albicans

FORMULACJA

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy 6,25 6,25 6,25
izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
PROBA ,0”

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Ekstrakt z porostu islandz-
kiego (0,5%)

1,56 1,56 1,56

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z drzewa herbacia-
nego (0,5%)

1,56 1,56 1,56

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy 1,56 1,56 1,56
1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek eukaliptusowy (0,5%)

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenone (0,5%)
Eter dimetylowy 1,56 1,56 1,56
1zosorbidu (5%)

1% Polisorbat-80 (1%)
Olejek z oregano (0,5%)
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Tabela 15. cd.

MIC pg/ml (ppm)

Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Candida albicans

FORMULACJA

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenone (0,5%)
Eter dimetylowy 1,56 1,56 1,56
1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
Olejek z szatwii (0,5%)

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenone (0,5%)
Eter dimetylowy 1,56 3,125 3,125
1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
Olejek z tymianku (0,5%)

1.3.3. Omoéwienie wynikow

Uzyskane rezultaty wskazywaly na synergizm dziatania Nanosilver aXonnite® i promoto-
row przenikania przez btony biologiczne z przetworami pochodzenia roslinnego. W badaniu
wykorzystano wczesniej zbadany promotor przenikania - eter dimetylowy izosorbidu, ktorego
wlasciwosci wspierajace dziatanie mikrobiologiczne a przy tym dobry profil toksycznosci wy-
dawat si¢ najlepszym wyborem. Najsilniejszg aktywnos¢ mikrobiologiczng wykazata formula-
cja zawierajaca obok Nanosilver aXonnite®, promotoréw przenikania oraz solubilizatora prze-
twory pochodzenia roslinnego w postaci olejkOw z szatwii, oregano, eukaliptusa i1 drzewa her-
bacianego. Mozna takze zaobserwowac, ze uzyskana warto$¢ minimalnego stezenia hamuja-
cego MIC = 1,56 pg/ml jest w wigkszosci przypadkdéw niezalezna od zastosowanego przetworu
roslinnego. Minimalne st¢zenie hamujace jest jedynie wyzsze wobec szczepdw Staphylococcus

aureus, Candida albicans 1 wynosi 3,125 pg/ml dla formulacji z olejkiem z tymianku.

1.4. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji z wybranymi

substancjami fagodzacymi

Substancje wykazujace dzialanie tagodzace tworzg barier¢ ochronng, co w przypadku in-

fekcji nosa ma na celu ztagodzenie objawéw podraznienia, przynoszac ulge i zmniejszajac przy
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tym dyskomfort pacjenta. Nawilzanie i stosowanie substancji powlekajacych sluzéwke nosa
cho¢ nie jest bezposrednim dzialaniem zwalczajacym infekcje pomaga tagodzi¢ suchos¢, pie-
czenie czy swedzenie, a prawidtowe nawilzenie moze réwniez utatwi¢ oddychanie poprzez nos

i wspomoc naturalne funkcje obronne §luzéwki nosa.
1.4.1. Materialy wykorzystane w badaniach
1.4.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wiasciwa 5 — 50 pS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z o0.0. Sp.K.

2. Dimetylosulfotlenek (INCI: dimethyl sulfoxide, DMSO), CAS: 67-68-5 posta¢ ptynna.
Producent: Chempur.

3. Eter dimetylowy izosorbidu (INCI: Dimethyl Isosorbide, DMI,), CAS: 5306-85-4, posta¢
ptynna stezenie 100%.

Producent: Salicyles and Chemicals.

4. 4-Hydroksyacetofenon (INCI: Hydroxyacetophenone, HA), CAS: 99-93-4, postaé stala,
krysztaty, biate, stezenie 100%.

Producent: Aromat Vertex.

5. Polisorbat (INCI: Polysorbate - 80), CAS: 9005-65-6, posta¢ ptynna, stezenie 100%.
Producent: Donauchem.

6. Dekspantenol (INCI: Panthenol), CAS: 81-13-0 / 16485-10-2, posta¢ ptynna, roztwor
wodny 75%, bezbarwny.

Producent: Brenntag.

7. Laktoferyna (INCI: Lactoferrin), CAS: -, posta¢ stata, proszek, biaty do lekko zéitego, ste-
zenie 100%.

Producent: CQM.
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1.4.1.2. Materialy mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Patogenne szczepy Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans wykorzy-
stane w oznaczeniu aktywnos$ci mikrobiologicznej pochodzity z kolekcji wtasnej Zaktadu Ge-

netyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego.
1.4.1.3. Formulacje uziyte do badan i ich przygotowanie

W celu oceny skutecznos$ci antydrobnoustrojowej wykonano analiz¢ formulacji zawieraja-
cych Nanosilver aXonnite® z hydroksyacetofenonem i eterem dimetylowym izosorbidu (pro-
motorami przenikania) oraz z substancjami tagodzacymi — laktoferyng i pantenolem. Jako so-
lubilizator w tworzeniu formulacji zastosowano Polisorbat-80. Uzyte stezenia zostaty przedsta-

wione w tabeli 16-17. Formulacje przygotowano zgodnie z procedurg opisang w pkt 1.1.3.1.
1.4.2. Wykonanie oznaczenia

Wyznaczenie warto$ci MIC badanych formulacji wobec Escherichia coli, Staphylococcus
aureus oraz Candida albicans przeprowadzono metoda seryjnych rozcienczen na podtozu ptyn-
nym, zgodnie ze standardowa procedurg opisang w pkt 1.1.4. a u zyskane rezultaty przedsta-

wiono w tabelach 16-17.
1.4.3. Omoéwienie wynikow

W eksperymencie potwierdzono, iz dodatek substancji tagodzacych takich jak pantenol czy
laktoferyna nawet w obecno$ci bardzo silnego promotora przenikania jakim jest DMSO
nie zmniejsza w stopniu znaczacym aktywnosci Nanosilver aXonnite®. Zaobserwowano takze,
ze dodatek solubilizatora (Polisorbat-80) wptywa korzystnie na dzialanie antydrobnoustrojowe.

W przypadku formulacji zawierajacej laktoferyne i Nanosilver aXonnite® podobny poziom
aktywnos$ci mikrobiologicznej uzyskano stosujac zamiast solubilizatora DMSO. Uzycie obu
substancji jednoczesnie (tj. DMSO 1 Polisorbatu-80) albo stosowanie zamienne pozostawia
warto$¢ MIC na podobnym poziomie, jednak brak promotora przejscia lub solubilizatora ob-

niza aktywnos$¢ Nanosilver aXonnite® w formulacji z laktoferyna.
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Tabela 16. Oznaczenie wartosci MIC (ug/ml) skutecznosci mikrobiologicznej badanych
Jormulacji na bazie Nanosilver aXonnite® z przyktadowymi substancjami tagodzgcymi.

FORMULACJA

MIC pg/ml (ppm)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ,,0”

6,25

6,25

6,25

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
Pantenol (0,5%)

6,25

6,25

6,25

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
Laktoferyny (0,5%)

6,25

6,25

6,25

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)
Laktoferyna (0,5%)

6,25

brak zahamowania

brak zahamowania

Ze wzgledu na fakt, iz obecnos¢ substancji tagodzacych jak pantenol i laktoferyna w pro-

duktach stosowanych u ludzi w infekcjach nosogardzieli jest niewatpliwie korzystna, cho¢ nie

wptywa spektakularnie na dziatanie antydrobnoustrojowe wobec badanych szczepéw wyko-

nano jeszcze jeden test, w ktorym przenikanie przez btony biologiczne zostalo wsparte dodat-

kiem promotora przenikania w postaci DMSO.
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Tabela 17. Oznaczenie wartosci MIC (ug/ml) skutecznosci mikrobiologicznej badanych
Jormulacji na bazie Nanosilver aXonnite® z przyktadowymi substancjami tagodzqcymi oraz

DMSO.

FORMULACJA

MIC pg/ml(ppm)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%), 10%
DMSO (10%)

Proéba ,,0”

12,5

1,56

12,5

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

DMSO (10%)

Laktoferyna (0,5%)

6,25

6,25

12,5

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy

1zosorbidu (5%)

DMSO (10%)

Laktoferyna (0,5%)

6,25

6,25

12,5

1.5. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji z wybranymi

substancjami poprawiajacymi wlasciwosci fizykochemiczne

poprzez zwiekszenie lepkosci

Substancje poprawiajgce konsystencje wprowadza si¢ do wyrobu w celu uzyskania zamie-

rzonej, wlasciwej formulacji. Przeprowadzona analiza miata wigc na celu sprawdzenie, czy

standardowo stosowane substancje, obecne w gotowym produkcie takie jak: zagestniki, poli-

mery czy uktady emulsyjne bedg miaty wptyw na efekt mikrobiologiczny AgNPs i AuNPs.
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1.5.1.

1.5.1.1.

1.

Materialy wykorzystane w badaniach
Substancje chemiczne stosowane w badaniach

Nanosilver aXonnite® INCI: Aqua, Silver (nano), CAS: 7732-18-5, 7440-22-4, roztwor
koloidalny srebra w wodzie o st¢zeniu 100 ppm, czyli 100 mg/l wody. Srebro meta-
liczne Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metoda abla-
cji laserowej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego,
pH - 6,5 +/- 1, Przewodnos¢ whasciwa 5 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z o0.0. Sp.K.

Nanogold aXonnite® INCI: Aqua, Gold (nano), CAS: 7732-18-5, 7440-57-5, roztwoér
koloidalny ztota w wodzie o stezeniu 100 ppm, czyli 100 mg/l wody. Z1oto metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metoda ablacji la-
serowej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH -
6,5 +/- 1, Przewodno$¢ wtasciwa 2 — 50 pS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z 0.0. Sp.K.

Silikon, XIAMETERTM PMX-200 Silicone Fluid 350 cSt, INCI: Dimethicone, CAS:
63148-62-9, posta¢ ptynna, stezenie 100%.

Producent: Dow Chemical Company Limited.

Glikol polietylenowy, Polyox™ WSR-301, INCI: PEG-90M, CAS: 25852-47-5, posta¢
ptynna, stezenie 100%.

Producent: Dow Chemical Company Limited.

Karbomer, Carbopol® ETD 2020 Polymer, INCI: Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate
Crosspolymer, CAS: -, stezenie 100%.

Producent: Lubrizol.

Emulsja (INCI: Aqua, Glycerin, Hexyl Laurate, Octyldodecanol, Glyceryl Sterate, Ce-
teareth-20, Ceteareth-12, Cetearyl Alcohol, Cetyl Palmitate).

Producent: Emulsja przygotowana wtasnorgcznie w laboratorium ACC Chemicals
Glycerin; Brenntag,

Hexyl Laurate; Amitahc,

Octododecanol; Evonik

Glyceryl Stearate; Evonik

Ceteareth — 20; Brenntag

Ceteareth — 12; Brenntag
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Cetearyl Alcohol; Oquema
Cetyl Palmitate; Oquema

1.5.1.2. Przygotowanie emulsji

Ogrzano do temperatury 65°C w jednym naczyniu sktadniki fazy wodnej (woda, gliceryna),
w drugim - skfadniki fazy olejowej i emulgatory (Hexyl Laurate, Octyldodecanol, Glyceryl
Sterate, Ceteareth-20, Ceteareth-12, Cetea-ryl Alcohol, Cetyl Palmitate). Po osiagnigciu tej sa-
mej temperatury przez obie czesci mieszaniny dodano do fazy wodnej sktadniki fazy olejowe;,
intensywnie mieszajac przy uzyciu homogenizatora przy obrotach 500 ob./min. Emulsje i przed

wykorzystaniem schtodzono.
1.5.1.3. Materialy mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Patogenne szczepy Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans wykorzy-
stane w oznaczeniu aktywnosci mikrobiologicznej pochodzily z kolekcji wtasnej Zaktadu Ge-

netyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego.
1.5.1.4. Formulacje uzyte do badan i ich przygotowanie

W celu oceny skutecznos$ci antydrobnoustrojowej wykonano analiz¢ formulacji zawieraja-
cej Nanosilver aXonnite® oraz Nanogold aXonnite® z wybranymi dodatkami poprawiajacymi
konsystencje. Do wykonania formulacji obok nanometali wykorzystano: silikon, glikol polie-
tylenowy, emulsj¢ oraz karbomer. Uzyte stezenia zostaty przedstawione w tabelach 18-20. For-

mulacje przygotowano zgodnie z procedurg opisang w pkt 1.1.3.1.
1.5.2. Wykonanie oznaczenia

Wyznaczenie warto$ci MIC badanych formulacji wobec Escherichia coli, Staphylococcus
aureus oraz Candida albicans przeprowadzono metodg seryjnych rozcienczen na podiozu ptyn-
nym zgodnie ze standardowg procedurg opisang w pkt 1.1.4. a u zyskane rezultaty przedsta-

wiono w tabelach 18-20.
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Tabela 18. Aktywnosci nanoczgstek w badanych formulacjach z uzyciem dodatkéw popra-
wiajgcych konsystencje wobec szczepow Escherichia coli.

SUBSTANCJA

NPs aXonnite®

Escherichia coli

20 ppm

10 ppm

7,5 ppm

S ppm

2,5 ppm

Silikon 1%

AgNPs

—+

—+

—+

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Silikon 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Glikol polietylenowy
1%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Glikol polietylenowy
5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Emulsja

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Karbomer 0,2%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Karbomer 0,8%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

+ O | O |+ | |OC |+ | Q||| || ||| |OC|OC|OC O

+ O ||+ | |OC|+ |||+ |||+ | C|OC|+ |||+ O

+ |||+ |+ ||+ |+ ||+ |||+ |||+ |O+ |+ |O

+ |+ ||+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ ||+ |+ |+ |+ |+

+l+ |+ |+ ||+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ ]+]+

0 - brak wzrostu co jest jednoznaczne z wrazliwo$cig na nanoczastki
+ wzrost mikroorganizmow
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Tabela 19. Aktywnosci nanoczgstek w badanych formulacjach z uzyciem substancji popra-
wiajgcych konsystencje wobec szczepow Staphylococcus aureus.

SUBSTANCJA

NPs aXonnite®

Staphylococcus aureus

20 ppm

10 ppm

7,5 pmm

5 ppm

2,5 ppm

Silikon 1%

AgNPs

—+

—+

+

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Silikon 5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Glikol polietylenowy
1%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Glikol polietylenowy
5%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Emulsja

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Karbomer 0,2 %

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

Karbomer 0,8%

AgNPs

AgNPs/AuNPs

AuNPs

+ |||+ |||+ | OO |O|OCO|OC|OO || |||+ |O

+ (o |+ |+ ||+ |+ ||+ |||+ |||+ |O+ |+ |O

+ oo+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |oc|jo|+|c|lo|+ |+ |+ |+ |+

+l+ o+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ ]+]+

o+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ][+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+ |+]+

0 - brak wzrostu co jest jednoznaczne z wrazliwo$cig na nanoczastki
+ wzrost mikroorganizmow
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Tabela 20. Aktywnosci nanoczgstek w badanych formulacjach z uzyciem substancji popra-
wiajgcych konsystencje wobec szczepow Candida albicans.

Candida albicans

DODATEK NPs aXonnite®
20 ppm | 10 ppm | 7,5 ppm | 5 ppm | 2,5 ppm

AgNPs 0 0 + + +
Silikon 1% AgNPs/AuNPs

AuNPs
AgNPs

Silikon 5% AgNPs/AuNPs

AuNPs
AgNPs
Glikol polietylenowy 1% | AgNPs/AuNPs
AuNPs
AgNPs
Glikol polietylenowy 5% | AgNPs/AuNPs
AuNPs
AgNPs
Emulsja AgNPs/AuNPs
AuNPs
AgNPs
Karbomer 0,2 % AgNPs/AuNPs
AuNPs
AgNPs
Karbomer 0,8% AgNPs/AuNPs
AuNPs

S+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ ]|+ |+ ]|+ |+ ]|+

+ oS | oo |O|O |+ + S| OO | O |+ S ||| | O+ (e]
+ |||+ |||+ |+ |O|+ |||+ |||+ |+ ||+ O
o+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ ][+ |+ |+ |+ ][+ ]|+ |+ |+]+

+ |+ ||+ |oc|lo|+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ ||+ |+

+ [+ |+ |+

0 - brak wzrostu co jest jednoznaczne z wrazliwo$cig na nanoczastki
+ wzrost mikroorganizmow

1.5.3. Omowienie wynikow
Prezentowane dla szczepu Escherichia coli wyniki wskazuja, ze zaréwno dodanie do for-
mulacji 1% jak i 5% silikonu ma wptyw na obnizenie skutecznosci AgNPs oraz AuNPs, wyra-

zone poprzez strefg zahamowania wzrostu bakterii. W mniejszym stopniu wplywa to na aktyw-

nos¢ formulacji AgNPs/AuNPs. Z kolei dotgczenie glikolu polietylenowego (w obu st¢zeniach)
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zmniejsza efektywno$¢ formulacji z AgNPs 1 AgNPs/AuNPs, nieznacznie tylko zmniejszajac
skuteczno$¢ formulacji z AuNPs. W przypadku dotaczenia emulsji najwieksza aktywno$¢ wy-
kazywata formulacja z AgNPs, co potwierdza wczesniejsze badania oraz dane z piSmiennictwa
moéwigce, iz najskuteczniejsze dziatanie antybakteryjne wykazuje nanosrebro. Dodanie karbo-
meru obnizato skuteczno$¢ formulacji AgNPs i1 AgNPs/AuNPs, natomiast nie miato znacza-
cego wptywu na formulacje z AuNPs.

Wyniki oparte o strefy zahamowania wzrostu szczepdéw Staphylococcus aureus wskazuja,
iz kazdy z dodatkéw reologicznych obniza skuteczno$¢ nanoczastek. Niekorzystny efekt mi-
krobiologiczny formulacji z AgNPs i AuNPs byl szczegélnie widoczny po dodaniu silikonu.
Nieco lepsze wyniki uzyskano po dotaczeniu do formulacji glikolu polietylenowego, ktéry wy-
raznie obnizat tylko skuteczno$¢ AuNPs. W przypadku zastosowania emulsji, najwigckszg efek-
tywnos¢ wykazywala formulacja z AgNPs. I podobnie jak w przypadku karbomeru nie wyka-
zano korzystnego wptywu na hamowanie wzrostu drobnoustrojéw przez formulacje z AuNPs.
Dodanie do formulacji karbomeru powodowato (wraz ze wzrostem stezenia) spadek aktywno-
sci mikrobiologicznej nanoczastek i podobnie jak w przypadku dodatku glikolu polietyleno-
wego najlepsza skutecznos¢ wykazywata formulacja z AgNPs.

Aktywno$¢ nanoczgstek w badanych formulacjach wobec szczepu Candida albicans byta
zalezna od dodanej substancji reologicznej. We wszystkich przypadkach obserwowano brak
aktywnosci formulacji z AuNPs wobec wzrostu grzyba. Najkorzystniejsze rezultaty, wyrazone
dobrg skutecznoscig formulacji z AgNPs uzyskano stosujac karbomer.

Dostosowujac preparat do wymagan rynkowych konieczne jest zwigkszenie lepkosci po-
przez modyfikacje reologii produktu. Badanie to wykazato, iz zastosowane substancje popra-
wiajace konsystencje formulacji, cho¢ wptywajg na obnizenie skutecznosci nanoczastek, wcigz
pozwalaja na zachowanie skutecznego, niskiego stezenia antydrobnoustrojowego, wynosza-
cego 7,5-10 ppm, co w przeliczeniu zawartosSci nanometali w formulacji stanowi
0,00075-0,001% w badanej prébce.

Podsumowujac, najlepsze rezultaty osiggaly formulacje zageszczone karbomerem. Dodatek

silikonu wptywat na zmniejszenie aktywnos$ci antydrobnoustrojowej badanych formulacji.
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2.  Okreslanie wartosci MIC badanych formulacji me-

toda dyfuzyjno-krazkowa

Aktywno$ci  przeciwdrobnoustrojowej badanych formulacji potwierdzono takze
alternatywna metoda wyznaczania wartosci MIC - metoda dyfuzyjno-krazkowa, zgodng z re-
komendacjami EUCAST (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

oraz KORLD (Krajowym Osrodkiem Referencyjnym ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow).

2.1. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji z wybranymi
promotorami przenikania wobec reprezentatywnych drob-

noustrojow

2.1.1. Materialy wykorzystane w badaniach
2.1.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wtasciwa 5 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z 0.0. Sp.K.

2. Dimetylosulfotlenek (INCI: dimethyl sulfoxide, DMSO), CAS: 67-68-5 posta¢ ptynna.
Producent: Chempur.

3. Eter dimetylowy izosorbidu, DMI (INCI: Dimethyl Isosorbide), CAS: 5306-85-4, posta¢
ptynna stezenie 100%.

Producent: Salicyles and Chemicals.

4. 4-Hydroksyacetofenon, HA, (INCI: Hydroxyacetophenone), CAS: 99-93-4, posta¢ stala,

krysztaty, biate, stezenie 100%.

Producent: Aromat Vertex.
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5. Glikol heksylenowy, (INCI: Hexylene Glycol), CAS: 107-41-5, posta¢ ptynna, bezbarwny,
stezenie 100%.
Producent: Sigma-Aldrich.

6. Polisorbat-80 (INCI: Polysorbate - 80), CAS: 9005-65-6, posta¢ ptynna, stezenie 100%.
Producent: Donauchem.

7. Dekspantenol (INCI: Panthenol), CAS: 81-13-0 / 16485-10-2, posta¢ ptynna, roztwoér
wodny 75%, bezbarwny.
Producent: Brenntag.

8. Laktoferyna (INCI: Lactoferrin), CAS: -, postac stala, proszek, bialy do lekko z6ttego, ste-
zenie 100%.
Producent: CQM.

9. Ekstrakt z porostu islandzkiego, olejki eteryczne z tymianku, drzewa herbacianego, ore-
gano 1 szatwii.

Producent Provital Group.

2.1.1.2. Materiatly mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Patogenne szczepy Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans wykorzy-
stane w oznaczeniu aktywnos$ci mikrobiologicznej pochodzity z kolekcji wtasnej Zaktadu Ge-

netyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego.

2.1.1.3. Formulacje uzyte do badan i ich przygotowanie

W celu oceny skutecznos$ci antydrobnoustrojowej wykonano analiz¢ 31 formulacji zawie-
rajacych Nanosilver aXonnite® w stezeniach 50 ppm, 25 ppm, 12,5 pmm, 6,25 ppm, 3 ppm z:
—  promotorami przenikania przez btony biologiczne,

—  substancjami tagodzacymi,

Polisorbatem-80,
—  wybranymi przetworami pochodzenia roslinnego.
Uzyte stezenia zostaly przedstawione w tabeli 21-29. Formulacje przygotowano zgodnie

z procedurg opisang w pkt 1.1.3.1.
2.1.2. Wykonanie oznaczenia

Metoda dyfuzyjno-krazkowa badana na Uniwersytecie Warszawskim na Wydziel Biolo-

gii w Zaktadzie Genetyki Bakterii metoda EUCAST oparta jest na zasadach okre§lonych w
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raporcie International Collaborative Study of Antimicrobial Susceptibility Testing z roku
197224

W celu oznaczenia wartosci MIC metodg dyfuzyjno-kragzkowa zastosowano standaryzo-
wane podioze Mueller-Hinton (MH) oraz suplementacj¢ bakterii wg zalecen standardéw me-
tody Eucast.

Przygotowano podtoze agarowe na suchych ptytkach Petriego o glgboko$¢ 4 mm = 0,5
mm, nastepnie w temperaturze pokojowej sterylng wymazowka zostato wprowadzone w po-
staci zawiesiny innokulum do podtoza hodowlanego. Przed nalozeniem zawiesiny bakterii
Gram-ujemnych usuwano nadmiar ptynu z wymazéwki przez odcisnigcie jej o wnetrze pro-
bowki. Zawiesine rozprowadzono rownomiernie na powierzchni agaru. Krazki z nasagczonym
ptynem badawczym zostaly natozone bezposrednio po przygotowaniu ptytki i nie pdzniej niz
w ciggu 15 minut od inkubacji, zapobiega to przed zbyt intensywnym namnazaniem si¢ drob-
noustrojéw, ktére to w ten sposob zanizajg srednice strefy zahamowania wzrostu. Ptytki zostaty
odwrdcone podtozem do géry uwazajac, aby krazki nie spadty z powierzchni agaru. Inkubacje
rozpoczeto w ciggu 15 min w warunkach okreslonych dla poszczegdlnych szczepdw i opisa-
nych w wytycznych Eucast. Po czasie wskazanym w zaleceniu Eucast obserwuje si¢ wynik
przygotowania odpowiedniej zawiesiny w ktérym to badaniu i prawidlowym inokulowaniu
ptytki jest wzrost zlewny. Jesli widoczne sg poszczegdlne kolonie, oznacza to, ze inokulum
bylo zbyt mate, a badanie jest powtarzane. Pomiar $rednic stref zahamowania wzrostu wyko-
nuje si¢ z doktadnoscig do milimetra za pomocg linijki lub suwmiarki.

Uzyskane rezultaty przedstawiono w Tabelach 21-29.
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Tabela 21. Oznaczenie skutecznosci mikrobiologicznej badanych formulacji metodg dyfu-
zyjno-krgzkowq wobec Escherichii coli.

FORMULACJA

Escherichia coli

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite®

(2 ppm)
DMSO (50%)

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(10 ppm)
DMSO (50%)

H 2 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
DMSO (50%)

H 3 mm

H 1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
DMSO (10%)

H 4-5 mm

H2-3
mm

H1-1,5
mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
DMSO (5%)

H 3-4 mm

H1-2
mm

H 1 mm

~ 0 mm

0 mm

Woda
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H?2-2,5
mm

H1-1,5

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H 2 mm

H1-1,5
mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H 2 mm

H1mm

H<1mm

H <1 mm

0 mm

H strefa zahamowania wzrostu wykraczajaca poza obreb krazka 9 mm

0 mm brak zahamowania wzrostu
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Tabela 22. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krgzkowq wobec Escherichii coli.

FORMULACJA

Escherichia coli

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 2 mm

H 1 mm

H <1 mm

~ 0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 3-4 mm

H1-2 mm

H <1 mm

H 1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (2 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

Nanosilver aXonnite® (10 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 1,5-2 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 3 mm

H 1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H2-2,5mm

H 1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Glikol heksylenowy (5%)

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

H strefa zahamowania wzrostu wykraczajaca poza obreb krazka 9 mm

0 mm brak zahamowania wzrostu
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Tabela 23. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej badanych formulacji metodq dyfu-

zyjno-krgzkowq wobec Escherichii coli.

Escherichia coli

FORMULACJA

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

H 3 mm

H1mm

H <1 mm

H <1 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

H 2 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Laktoferyna (0,5%)

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Pantenol (0,5%)

H 2 mm

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Ekstrakt z porostu islandzkiego
(0,5%)

H 3 mm

1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z drzewa herbacianego (0,5%)

H 3 mm

1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z eukaliptusa (0,5%)

H 2 mm

1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 23. cd.

FORMULACJA

Escherichia coli

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z oregano (0,5%)

H 2 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z szatwii (0,5%)

H 2 mm

H 1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z tymianku (0,5%)

H 2,5 mm

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 24. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krqgzkowq wobec Staphylococcus aureus.

FORMULACJA

Staphylococcus aureus

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (50%)

H 2- 2,5 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (2 ppm)
DMSO (50%)

Nanosilver aXonnite® (10 ppm)
DMSO (50%)

H~1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)

H ~1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (5%)

H~1 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H <1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H 3 -3,5 mm

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

H strefa zahamowania wzrostu wykraczajaca poza obreb krazka 9 mm

0 mm brak zahamowania wzrostu
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Tabela 25. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krgzkowq wobec Staphylococcus aureus.

FORMULACJA

Staphylococcus aureus

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 2-3 mm

H 2-3 mm

H2-3 mm

H 2-3 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 2-3 mm

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (2 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
DMSO (50%)

0 mm

Nanosilver aXonnite® (10 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H~1 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 2-3 mm

H 2 mm

H1mm

H1mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H1-1,5mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Glikol heksylenowy (5%)

H 1 mm

H <1 mm

H <1 mm

H <1 mm

H strefa zahamowania wzrostu wykraczajaca poza obreb krazka 9 mm

0 mm brak zahamowania wzrostu
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Tabela 26. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krgzkowq wobec Staphylococcus aurerus.

FORMULACJA

Staphylococcus aurerus

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Laktoferyna (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Pantenolu (0,5%)

H 1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Ekstrakt z porostu islandzkiego
(0,5%)

H 1,5 mm

H <1 mm

H <1 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z drzewa herbacianego (0,5%)

H 1,5 mm

H 1 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z eukaliptusa (0,5%)

H 1,5 mm

H 1 mm

0 mm
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Tabela 26. cd.

FORMULACJA

Staphylococcus aurerus

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z oregano (0,5%)

H 1,5 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z szatwii (0,5%)

H1mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z tymianku (0,5%)

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 27. Oznaczenie skutecznosci antygrzybicznej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krqgzkowq wobec Candida albicans.

FORMULACJA

Candida albicans

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (50%)

H 6-7 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (2 ppm)
DMSO (50%)

Nanosilver aXonnite® (10 ppm)
DMSO (50%)

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Woda
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

H 7-8 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

przejasnienie
(3 mm)

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

przejasnienie
(2mm)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

H strefa zahamowania wzrostu wykraczajaca poza obreb krazka 9 mm

0 mm brak zahamowania wzrostu
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Tabela 28. Oznaczenie skutecznosci antygrzybicznej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krqgzkowq wobec Candida albicans.

FORMULACJA

Candida albicans

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm | 6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowi izosorbidu (5%)

H 6-7 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(2 ppm)

DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

Nanosilver aXonnite®

(10 ppm)

DMSO (50%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

przejasnienie
(2 mm)

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO (5%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

przejasnienie
(1 mm)

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Glikol heksylenowy (5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

H strefa zahamowania wzrostu wykraczajaca poza obreb krazka 9 mm

0 mm brak zahamowania wzrostu
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Tabela 29. Oznaczenie skutecznosci antygrzybicznej badanych formulacji metodq dyfu-
zyjno-krqgzkowq wobec Candida albicans.

FORMULACJA

Candida albicans

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO (10%)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Laktoferyna (0,5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Pantenol (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Ekstrakt z porostu islandzkiego (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z drzewa herbacianego (0,5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z eukaliptusa (0,5%)

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 29. cd.

Candida albicans

FORMULACJA
S0ppm |25 ppm | 12,5 ppm | 6,25 ppm |3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%) 0 mm Omm | Omm Omm |0 mm
Polisorbat-80 (1%)
Olejek z oregano (0,5%)

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%) 0 mm Omm | Omm Omm |0 mm
Polisorbat-80 (1%)
Olejek z szatwii (0,5%)

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%) przjasnienie | O mm | O mm Omm |0 mm
Polisorbat-80 (1%)
Olejek z tymianku (0,5%)

2.1.3. Omoéwienie wynikow

Uzyskane wyniki badan potwierdzity wysoka skutecznos¢ mikrobiologiczng proponowa-
nych formulacji oraz stabilno$¢ nanoczastek srebra. Substancje dodatkowe w postaci promoto-
row przenikania, zastosowane w formulacjach, nie tylko nie obnizyty skutecznos$ci dziatania
nanoczastek wytwarzanych w technologii aXonnite® a utatwity ich dostgpnos$¢ i migracje
w gestych mieszaninach oraz w podtozach mikrobiologicznych. Najlepsze rezultaty w stosunku
do wszystkich badanych szczepéw otrzymano wobec formulacji Nanosilver aXonnite®
z DMSO, uzyskujac przy stezeniu 50 ppm Nanosilver aXonnite® i 10% dodatku DMSO zakres
redukcji 4-5 mm. Nieznacznie nizszy wynik, wynoszacy 3-4mm, osiggni¢to z udziatem
5% DMSO. Jednak, co zaobserwowano, wzrost zawartosci DMSO do 50% nie wptywat na
zwigkszenie obszaru dziatania AgNPs. Zakres redukcji pozostawat na poziomie 3 mm. Bardzo
podobne wyniki uzyskano takze wykorzystujac formulacje zawierajaca Nanosilver aXonnite®,
hydroksyacetofenon i eter dimetylowy izosorbidu, cho¢ w kazdym z tych eksperymentéw do-
datek DMSO zwickszat powierzchni¢ dziatania przeciedrobnoustrojowego. Natomiast dodatek
przetworéw surowcow roslinnych, zwtaszcza olejku oregano, tymianku, zielonej herbaty nie
zmieniato obszaru redukcji mikroorganizméw przez AgNPs.

Wyniki badania potwierdzajg wigc, ze dodatek substancji wspierajacych przenikanie po-

maga w transporcie niemobilnych nanoczastek w badanym podtozu a tym samym rozszerza
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zakres dziatania mikrobiologicznego srebra. Potwierdza takze miejscowe dzialanie nanosrebra,
ktérego aktywnos$¢ jest ograniczona ze wzgledu na brak mozliwo$ci samoistnej migracji i nie
rozprzestrzenia. Pozwala to na wyciagni¢cie korzystnych, z punktu widzenia farmakologicz-
nego wnioskéw: w badanych formulacjach srebro nie bedzie mialo dziatania ogdlnoustrojo-
wego a tylko miejscowe.

Poréwnujac uzyskane wyniki badan aktywnosci mikrobiologicznej Nanosilver aXonnite®
wobec szczepdw Escherichia coli, Staphylococcus aurerus, Candida albicans mozna zaobser-
wowac¢ podobng zalezno$¢, okreslong juz podczas wyznaczania wartosci MIC metodg seryj-
nych rozcienczen na podiozu ptynnym, opisang w pkt 1.1. Nanosilver aXonnite® jest najsku-
teczniejszy wobec w przypadku szczepdw Escherichia coli, przedstawiciela bakterii Gram —

ujemnych.
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3. Okreslanie wartosci MIC badanych formulacji wobec
drobnoustrojow mikroaerofilnych oraz beztlenowych
metodq seryjnych rozcienczen na podiozu plynnym

oraz dyfuzyjno-krazkowa

Drobnoustroje mikroaerofilne oraz beztlenowe sg dominujagcym sktadnikiem flory bakte-
ryjnej nosogardzieli i dlatego tez sg czgstymi czynnikami etiologicznymi zakazen gérnych drég
oddechowych. Cechuje je takze stosunkowo duza odporno$¢ na antybiotykotrapi¢. Stad wyda-
wato si¢ konieczne uwzglednienie tej grupy drobnoustrojow w badaniach aktywnosci analizo-

wanych formulacji.
3.1. Wyznaczenie aktywnosci badanych formulacji

3.1.1. Materialy wykorzystane w badaniach
3.1.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wtasciwa 5 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z 0.0. Sp.K.

2. Eter dimetylowy izosorbidu, DMI (INCI: Dimethyl Isosorbide), CAS: 5306-85-4, posta¢
ptynna stezenie 100%.

Producent: Salicyles and Chemicals.

3. 4-Hydroksyacetofenon, HA, (INCI: Hydroxyacetophenone), CAS: 99-93-4, posta¢ stala,
krysztaty, biate, stezenie 100%.

Producent: Aromat Vertex.

4. Dimetylosulfotlenek (INCI: dimethyl sulfoxide, DMSO), CAS: 67-68-5 posta¢ ptynna.
Producent: Chempur.

5. Polisorbat (INCI: Polysorbate - 80), CAS: 9005-65-6, posta¢ ptynna, stezenie 100%.

89



Producent: Donauchem.
6. Olejek eteryczny z szatwii.

Producent Provital Group.
3.1.1.2. Materialy mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Patogenne szczepy Streptococcus pyogenes, Lactobacillus acidophilus, Bateroides thetaio-
tomicron, Peptostreptococcus anaerobicus wykorzystane w oznaczeniu aktywnosci mikrobio-
logicznej pochodzity z kolekcji wlasnej Zaktadu Genetyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii,

Wydziatlu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego.
3.1.1.3. Formulacje uzyte do badan i ich przygotowanie

W celu oceny skuteczno$ci antydrobnoustrojowej wykonano analiz¢ formulacji opisanych
w pkt 2.1.1.3. Sa to:
1. Nanosilver aXonnite® (50 ppm) + Hydroksyacetofenon 0,5% + Eter dimetylowy izo-
sorbidu 5%
2. Nanosilver aXonnite® (5 ppm) + Hydroksyacetofenon 0,5% + Eter dimetylowy izo-
sorbidu 5% + DMSO 10%
3. Nanosilver aXonnite® (50 ppm) + 0,5% Hydroksyacetofenon + 5,0% Eter dimetylowy
izosorbidu + 1% Polisorbat-80 - PROBA ZEROWA
4. Nanosilver aXonnite® (50 ppm) + 0,5% Hydroksyacetofenon + 5,0% Eter dimetylowy
izosorbidu + 1% Polisorbat-80 + 0,5% olejku z szatwii

Formulacje przygotowano zgodnie z procedurg opisang w pkt 1.1.3.1.
3.1.2. Wykonanie oznaczenia

Oznaczenie aktywnosci oraz wyznaczenie warto$ci MIC badanych formulacji przeprowa-
dzono metoda seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym, zgodnie ze standardowa procedurg
opisang w pkt 1.1.4. oraz dyfuzyjno-krazkowg zgodnie z pkt 2.1.2. Uzyskane rezultaty przed-

stawiono w tabeli 30-34.
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Tabela 30. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej wybranych formulacji metodq seryj-
nych rozcienczen na podtoiu ptynnym wobec Streptococcus pyogenes, Lactobacillus aci-
dophilus, Bateroides thetaiotomicron, Peptostreptococcus anaerobicus.

MIC pg/ml (ppm)

Streptococcus | Lactobacillus | Bacteroides | Peptostreptococcus
pyogenes acidophilus | thetaiotomicron anaerobicus

FORMULACJA

Nanosilver aXonnite®
(50 ppm)
Hydroksyacetofenon
(0,5%)

Eter dimetylowy
1zosorbidu (5%)

25 25 12,5 12,5

Nanosilver aXonnite®
(50 ppm)

DMSO 10%
Hydroksyacetofenon 25 25 > 50 12,5
(0,5%)

Eter dimetylowy
izosorbidu (5%)

Nanosilver aXonnite®
(50 ppm)
Hydroksyacetofenon
(0,5%)

Eter dimetylowy
1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
PROBA ZEROWA

Nanosilver aXonnite®
(50 ppm)
Hydroksyacetofenon
(0,5%)

Eter dimetylowy 25 25 12,5 12,5
1zosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)
Olejek z szatwii
(0,5%)

25 25 12,5 12,5

91



Tabela 31. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej wybranych formulacji metodq dyfu-
Zyjno-krqgzkowq wobec Streptococcus pyogenes.

FORMULACJA

Streptococcus pyogenes

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 1-1,5 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO 10%
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 1-1,51 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z szatwii (0,5%)

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 32. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej wybranych formulacji metodq dyfu-

zyjno-krgzkowg wobec Lactobacillus acidophilus.

FORMULACJA

Lactobacillus acidophilus

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 1-1,5 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite® (50 ppm)
DMSO 10%
Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)

H 1-1,51 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

Hydroksyacetofenon (0,5%)

Eter dimetylowy izosorbidu (5%)
Polisorbat-80 (1%)

Olejek z szatwii (0,5%)

H <1 mm

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 33. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej wybranych formulacji metodq dyfu-
Zyjno-krgzkowq wobec Bateroides thetaiotomicron.

FORMULACJA

Bacteroides thetaiotomicron

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

przejasnienie

przejasnie-
nie

przejasnie-
nie

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO 10%
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

przejasnienie

przejasnie-
nie

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

Polisorbat-80 (1%)

Olejek z szatwii (0,5%)

przejasnienie

przejasnie-
nie

0 mm

0 mm

0 mm
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Tabela 34. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej wybranych formulacji metodq dyfu-
Zyjno-krqgzkowq wobec Peptostreptococcus anaerobicus.

FORMULACJA

Peptostreptococcus anaerobicus

50 ppm

25 ppm

12,5 ppm

6,25 ppm

3 ppm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)

DMSO 10%
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

przejasnienie

0 mm

0 mm

0 mm

0 mm

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

Polisorbat-80 (1%)

PROBA ZEROWA

przejasnienie

przejasnie-
nie

przejasnie-
nie

przeja-
Snienie

Nanosilver aXonnite®

(50 ppm)
Hydroksyacetofenon (0,5%)
Eter dimetylowy izosorbidu
(5%)

Polisorbat-80 (1%)

Olejek z szatwii (0,5%)

przejasnienie

przejasnie-
nie

przejasnie-
nie

przeja-
Snienie

0 mm

3.1.3. Omoéwienie wynikow

Uzyskane wyniki, wykonane metodg seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym oraz dy-

fuzyjno-kragzkowa potwierdzity wysoka skuteczno$¢ antybakteryjng wybranych formulacji,

wobec drobnoustrojow.

Wartosci MIC badanych formulacji wahaty si¢ od 1 do 12,5 pg/ml (w wigkszosci 1,56—6,26

pug/ml) dla szczepdéw Escherichia coli,
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Wobec bakterii wartos¢ MIC dla badanych preparatéw wahata si¢ od 1 do 12,5 ug/ml (w
wiekszosci 1,56-6,26 ug/ml) wobec Staphylococcus aurerus wartos¢ MIC dla badanych prepa-
ratow wahata si¢ od 1 do 6,25 pg/ml (w wigkszosci 1,563,125 pg/ml) wobec Candida albicans
warto$¢ MIC dla badanych preparatow wahata si¢ od 1 do 12,5 ug/ml (w wiekszosci 3,125-6,25
pg/ml).

Analiza skutecznosci bakteriobdjczej (MBC) badanych preparatéw metoda dyfuzyjno-kraz-

kowa wykazata zahamowanie strefy wzrostu bakterii srednio o 1-3 mm poza obreb krazka.
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4. OKreslanie minimalnego stezenia hamujacego rozwaj

biofilmu dla badanych formulacji

Biofilm to ztozone struktury zbudowane z wielu komérek drobnoustrojéw, zawieszonych
w warstwie substancji organicznych i nieorganicznych pochodzenia bakteryjnego, otoczone
warstwa polisacharydowg chroniacg je przed szkodliwymi czynnikami zewngtrznymi, w tym
dziataniem antybiotykéw i innych substancji mikrobiologicznie aktywnych. Otoczka ta sku-
tecznie wiec blokuje dostep srodkéw zwalczajacych infekcje, przez co wystepujace w nim mi-
kroorganizmy sa odporniejsze na dziatanie chemioterapeutykéw. Tworzy si¢ on najczgsciej na
powierzchni zywych komorek, ale bakterie formujace biofilm moga kolonizowa¢ takze po-
wierzchnie nieozywione, nasilajac problem zakazen wywotanych przez zainfekowane drobno-
ustrojami wyroby medyczne stosowane do ciata pacjenta. Dotyczy to wigc takze protez ze¢bo-
wych, implantéw i aparatéw ortodontycznych, ktérych zasiedlanie bakteriami tworzacymi bio-

film powoduje infekcje w obregbie nosogardzieli.
4.1. Wyznaczenie aktywnos$ci badanych formulacji

Minimalne st¢zenie hamujace rozwdj biofilmu (ang. Minimum Biofilm Inhibitory Concen-
tration, MBIC) okre§la najmniejsze stezenie produktu antydrobnoustrojowego oznaczone
w warunkach in vitro wobec biofilméw, w ktérych obserwuje si¢ przezywalnos¢ 0,1% popula-
cji w stosunku do préby kontrolnej niepoddanej dziataniu substancji mikrobiologicznie aktyw-
nej???. Badanie to polega na hodowaniu biofilmu na odpowiedniej powierzchni a nastepnie te-
stowaniu roznych stezen substancji mikrobiologicznie aktywnej w celu okreslenia najnizszego
stezenia, ktore jest skuteczne w jego eliminacji. W przeprowadzonym w pracy eksperymencie
poddano ocenie skuteczno$¢ AgNPs oraz AuNPs w zwalczaniu drobnoustrojéw odpowiedzial-

nych za powstawanie biofilmu.
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4.1.1. Materialy wykorzystane w badaniach
4.1.1.1. Substancje chemiczne stosowane w badaniach

1. 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 metaliczne
Ag4N uzyskane w formie pretéw o czystosci 99,99% rozdrobnione metodg ablacji lasero-
wej na czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztalcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1,
Przewodnos$¢ wiasciwa 5 — 50 pS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z o0.0. Sp.K.

2. Nanogold aXonnite® (INCI: aqua, gold (nano), CAS: 7732-18-5, 7440-57-5, roztwor ko-
loidalny ztota w wodzie o stezeniu 100 ppm, czyli 100 mg/l wody. Ztoto metaliczne Ag4N
uzyskane w formie pretow o czystosci 99,99% rozdrobnione metoda ablacji laserowej na
czastki wielkosci 2-8 nm (90%), o ksztatcie sferycznym do owalnego, pH - 6,5 +/- 1, Prze-
wodnos¢ whasciwa 2 — 50 uS.

Producent: Nano-tech Polska Sp z 0.0. Sp.K.
4.1.1.2. Materiaty mikrobiologiczne stosowane w badaniach

Badania wykonano na Uniwersytecie Warszawskim w Zakladzie Genetyki Bakterii, wyko-
rzystujac 48 wzorcowych szczepdéw drobnoustrojéw wystepujacych potencjalnie w biofilmie

u czlowieka.
4.1.1.3. Formulacje uzyte do badan i ich przygotowanie

W badaniu wykorzystano mieszaniny suspensji wodnych Silver aXonnite® i Gold aXon-

nite® w stezeniu wyjsciowym 50 ppm.
4.1.2. Wykonanie oznaczenia

Zawiesiny czastek Silver aXonnite® i Gold aXonnite® w wodzie o stezeniu 50 ppm inku-
bowano w drobnoustrojami odpowiedzialnymi za powstawanie biofilmu, okreslajac minimalne
stezenie, ktore jest skuteczne w hamowaniu wzrostu 1 tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego. Ba-
danie wykonano wg standardowych procedur mikrobiologicznych w Zaktadzie Genetyki Bak-

terii Uniwersytetu Warszawskiego. Wyniki badan zebrano w tabeli 35 i 36.
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Tabela 35. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej (MBIC) Nanosilver aXonnite® i Na-
nogold aXonnite® wobec wybranych, wzorcowych szczepow bakteryjnych wystepujgcych w

biofilmie.
MBIC (pg/ml)
SZCZEPY BAKTERYJNE Nanosilver Nanogold
aXonnite® aXonnite®
Bacillus subtilis PCM2021 4 >32
Bacillus pumilus 8241 IM UW 4 >32
Bacteroides fragilis PCM 2819 >32 >32
Bacteroides ovatum PCM2820 32 >32
Bacteroides Thetaiomicron DSM 2079 32 >32
Cronobacter sakazakii IMUW 6 >32
Enterobacter aerogenes PCM 1836 4 >32
Enterobacter cloaceae PCM 533 4 >32
Enterococcus faecalis ATCC29212 5 >32
Enterococcus faecalis ATCC14506 5 >32
Enterococcus faecium 27270 5 >32
Escherichia coli PCM 439 4 >32
Escherichia coli O157:H7 4 >32
Escherichia coli ATTC 9637 4 >32
Escherichia coli MC 1061 4 >32
Fusobacterium nucleatum DSM 15643 32 >32
Hacmophilus influenscac IM 8 >32
Klebsiella oxytoca IM UW 4 >32
Klebsiella pneumonieae PCM 1 4 >32
Lactobacillus acidophilus PCM 2499 6 >32
Lactobacillus acidophilus ATCC 4395 2 >32
Lactobacillus brevis PCM 488 16 >32
Lactobacillus paracasei PCM 2639 8 >32
Lactobacillus plantarum IM UW 6 >32
Lactobacilus rhamnosus GG ATCC 53103 1 >32
Listeria monocytogenes PCM 2191 8 >32
Listeria monocytogenes EGD IM UW 8 >32
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Tabela 35. cd.

MBIC (pg/ml)
SZCZEPY BAKTERYJNE Nanosilver Nanogold
aXonnite® aXonnite®
Porphytomonas gingivalis DSM 20706 32 32
Prevotella intermedia DSM 20706 32 32
Pseudomonas aeruginosa PCM 439 1 >32
Pseudomonas aeruginosa PAO 1161 1 32
Peptostreptococcus anaerobius DSM 20357 16 >32
Salmonella enterica s. Typhimurium TT 622 6 >32
Serratia marcescens PCM 549 4 >32
Staphylococcus aureus ATCC 29213 8 >32
Staphylococcus aureus ATCC 250123 8 >32
Staphylococcus aureus ATCC 43300 4 >32
Staphylococcus aureus ATCC 6538 8 >32
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 4 >32
Staphylococcus mutans PCM 2502 6 >32
Staphylococcus ATCC 35668 6 >32
Staphylococcus pneumonieue PCM 2389 8 >32
Staphylococcus pyogenes PCM 917 8 >32
Staphylococcus oralis ATCC 6249 16 >32
Staphylococcus synguinis PCM 2335 8 >32
Staphylococcus synguinis ATCC 10556 8 >32
Tannerella forsythia DSM 102835 >32 >32
Yersinia enterocolitica PCM 2081 4 >32
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Tabela 36. Oznaczenie skutecznosci antybakteryjnej (MBIC) Nanosilver aXonnite® i Na-
nogold aXonnite® wobec wybranych, wzorcowych szczepow grzybow wystepujgcych w bio-
filmie.

) MBIC (pg/ml)
SZCZEPY GRZYBOW
AgNPs AuNPs
Candida albicans ATCC 14053 2 >32

Candida parapsilosis wt IM UW 6 >32
Candida glabrata PCM 2703-FY 4 >32
4
2

Candida krusei PCM 2706-FY 32
Candida tropicalis PCM 2709-FY 32

4.1.3. Omowienie wynikow

Uzyskane rezultaty wskazuja na wysoka skuteczno$¢ Nanosilver aXonnite® i Nanogold
aXonnite® wobec wybranych, typowych szczepdéw bakterii 1 grzyboéw wystepujacych w biofil-
mie, cho¢ zdecydowanie silniejsze dzialanie przeciwdrobnoustrojowe wykazywato Nanosilver
aXonnite®. Nie obserwowano takze rowniez réznic aktywnosci w przypadku bakterii Gram-
ujemnych czy Gram-dodatnich.

Nanogold aXonnite® wykazywal nizszg, ale podobng skuteczno$¢ w stosunku do wszyst-

kich badanych szczepéw zar6wno bakteryjnych, jak i grzybow.
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IV. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przedmiotem pracy bylo przygotowanie formulacji prototypowych do zastosowan
w infekcjach bakteryjnych nosogardzieli opartych na uktadach mieszanin roztworéw koloidal-
nych nanometali zlota i srebra oraz ich zbadanie pod kontem aktywnosci mikrobiologiczne;j
wobec szczepOw patogennych. W tym celu przygotowano szereg receptur zawierajgcych rézne
stezenie nanometali. Wstepne badania przeprowadzone w laboratorium mikrobiologicznym na
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi wskazaly wysokg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg na
szczepach zar6wno Gram (+) jak 1 Gram (-). Do badah wybrano typowe bakterie kolonizujace
btony §luzowe nosa, jamy ustnej, zarowno tlenowe jak rowniez beztlenowe.

Badania na tak szeroka skale nie byty jak dotad przeprowadzane. W pierwszej kolejnosci
zaplanowanych eksperymentow zostaly stworzone mieszaniny zawierajace rézne stezenia cza-
stek nanometali srebra (AgNPs) i ztota (AuNPs), ktére to poddano badaniom mikrobiologicz-
nym w celu wyznaczenia wartosci MIC metodg seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym.
W badaniu wykorzystano réwniez mieszaniny nanometali aXonnite® w potaczeniu z substan-
cjami tzw. promotorami przenikania, ktére wspierajg penetracj¢ nanometali przez btony biolo-
giczne. Eksperymenty te miaty na celu zbadanie czy wspieranie transportu nanometali jest uza-
sadnione 1 zwigksza skutecznos$¢ antybakteryjng srebra i ztota. Eksperymenty potwierdzity sy-
nergiczne dziatanie promotoroéw przenikania z nanoczastkami i pozwolity okresli¢, ktéra mie-
szanina jest najefektywniejsza w stosunku do badanych szczepéw (pkt 1.1.5). W badaniu réw-
niez wykazano, iz nanoczgsteczkowe srebro jest zdecydowanie silniejszg substancjg antymi-
krobowa niz ztoto, dodatek ztota nie wptywa znaczaco na zwigkszenie efektu antybakteryjnego.
W zwiagzku z tym w dalszych eksperymentach skupiono si¢ na stworzeniu formulacji wspiera-
jacych leczenie infekcji nosogradzieli, ale opartych tylko na jednym metalu - srebrze AgNPs.
Przeprowadzona analiza potwierdza wcze$niejsze wstepne badania, w ktérych to najwigksza
aktywno$¢ wykazuje nanometal srebra AgNPS z dodatkiem promotoréw przejscia takich jak
DMSO czy alkohol alifatyczny. W badaniu zaobserwowano bardzo dobra aktywnos¢ srebra
nanoczasteczkowego zaréwno na bakterie Gram-ujemne jak i Gram-dodatnie oraz drozdzaki,
jednakze najwigksza aktywnos$¢ przy stezeniu juz 2,5 ppm zauwazono w stosunku do szczepow

Escherichia coli — przedstawicieli bakterii Gram-ujemnych.
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W kolejnym etapie badawczym stworzono proptotypy formut gdzie do mieszanin nanosre-
bra z promotorami przenikania dofaczono przetwory roslinne (ekstrakty, olejki), znane ze swo-
jego dzialania wspierajacego leczenie infekcji. Uzyskanie jednorodnej i klarownej mieszaniny
wymagato dodania solubilizatora wspierajacego rozpuszczanie substancji nie mieszajacych si¢
z wodg do formul prototypu. Kolejnym etapem modyfikacji formuty do zastosowan we wspo-
maganiu leczenia infekcji nosogardzieli byt dodatek substancji tagodzacych podrazniong §lu-
zowke czyli pantenolu lub laktoferyny. Przedmiotem zaplanowanych eksperymentéw byto
sprawdzenie czy dodatki te nie bedg miaty negatywnego wplywu na aktywno$¢ nanosrebra
1 czy nie zahamujg dziatania antybakteryjnego formulacji. W badaniu tym potwierdzono brak
znaczgcego wpltywu dodatkéw na aktywno$¢ antymikrobowg srebra aXonnite®. Wykonano
rowniez modyfikacje¢ konsystencji formulacji poprzez dodatek typowych zagestnikow polime-
rowych (glikol polietylenowy, silikon lub karbomer) oraz formut¢ lekkiej emulsji (mleczka).
Badania aktywnos$ci nanoczastek potwierdzity, iz dodatek substancji modyfikujacych konsy-
stencje obniza aktywnos¢ antymikrobowa nanometali.

W kolejnych zaplanowanych eksperymentach badawczych wykonano badanie okreslajace
wartosci MIC metoda dyfuzyjno-krazkowa (pkt. 2). Badanie to mialo na celu okreslenie pro-
mienia strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw w badanych formulacjach oraz zbadanie
wplywu na aktywnos$¢ antybakteryjng dodatkéw takich jak promotory transportu przez blony
biologiczne, przetwory roslinne i substancje tagodzace.

Uzyskane wyniki, wykonane metodg seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym oraz dy-
fuzyjno-kragzkowa potwierdzity wysoka skuteczno$¢ antybakteryjng wybranych formulacji,
wobec drobnoustrojéw mikroaerofilnych oraz beztlenowych kolonizujacych nosogardziel.

Dodatkowo przeprowadzona analiza skutecznos$ci bakteriob6jczej (MBC) badanych prepa-
ratow metodg dyfuzyjno-krazkowa wykazata zahamowanie strefy wzrostu bakterii §rednio o 1-
3 mm poza obrgb krazka.

Ostatnim elementem badan byty testy wyznaczajace warto$¢ st¢zenia hamujgcego wzrost
biofilmu (MBIC) wykonane na czystych preparatach dla nanosrebra i nanoziota aXonnite®.
Badania potwierdzity wysoka skuteczno$¢ nanosrebra aXonnite® w stosunku do badanych
szczepow tworzacych biofilm.

Podsumowujac wyzej opisane badania stwierdzono, iz uzyskane wyniki, wykonane metoda
seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym oraz metoda dyfuzyjno-krazkowa potwierdzity wy-
soka skuteczno$¢ antybakteryjng wybranych formulacji, wobec drobnoustrojow mikroaerofil-
nych oraz beztlenowych. Uzyskane podczas realizacji doktoratu wyniki badanych formulacji

opartych na nanometalach wykazaty silne dziatanie bakterio- 1 grzybobdjcze oraz
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antybiofilmowe nanoczastek aXonnite®, zwlaszcza nanosrebra. Wartosci MBIC byty nie-
znacznie wyzsze niz wyznaczone wartosci MIC. Najsilniejsze dziatanie obserwowano dla na-
noczastek srebra wobec bakterii tlenowych nieco stabsze wobec badanych bakterii mikroaero-
filnych oraz beztlenowych. Bakterie te z klinicznego punktu widzenia sg odpowiedzialne za
wiele infekcji 1 powiklan w obrgbie nosogardzieli a takze groznych infekcji w obrebie przyze-
bia, ogdlnie jamy ustnej i btony sluzowej. Badania, w ktérych udowodniono bardzo intensywne
dziatanie antybakteryjne przy stezeniu w roztworze nanosrebra AgNPs na przeci¢tnym pozio-
mie 0,001- 0,005% jest bardzo waznym elementem walki z rosngcg lekoopornoscia. Wysoka
skutecznos$¢ bakteriobdjcza badanych nanoczastek srebra umozliwia ich zastosowanie w tera-
piach trudnych zakazen. W poréwnaniu z klasycznie stosowanymi antybiotykami, ktére dzia-
taja na bakterie w stezeniach 10-cio a nawet 100-u krotnie wyzszych, na podstawie dotychczas
wykonanych badan, mozna stwierdzi¢, ze potencjat antybakteryjny nanoczastek aXonnite® jest
bardzo wysoki.

Najsilniejsze dziatanie antybakteryjne, antygrzybiczne i przeciwbiofilmowe, jak juz wspo-
mniano, wykazywaty nanoczastki srebra, ktére to silne dziatanie bdjcze wykazywaly w bardzo
niskich stezeniach wobec wolnozyjacych bakterii tlenowych, mikroaerofilnych oraz grzybow.
Nieznacznie stabszg aktywno$¢ wykazywaly one wobec badanych bakterii beztlenowych, jed-
nak ich skuteczno$¢ antybiofilmowa byta wobec nich réwnie wysoka jak w stosunku do pozo-
stalych badanych mikrorganizméw. Dodatkowe substancje hydroksyacetofenon oraz izosorbi-
nian dimetylu zastosowane w badanej mieszaninie utatwity dostepno$¢ i migracje w gestych
mieszaninach oraz w statych podtozach mikrobiologicznych co zostalo potwierdzone bada-
niami. Najskuteczniejsze dziatanie wykazuja mieszaniny z zawartoscig DMSO jako promotora
przejscia przez btony biologiczne, jednakze uzycie go pomimo wysokiej skutecznosci obar-
czone jest ryzykiem. Dimetylosulfotlenek jest substancjg do$¢ niestabilng, ulega szybko ulte-
nieniu przy ztym przechowywaniu co skutkuje nieprzyjemng wonig czosnku, w przypadku pre-
paratéw do nosogardzieli nie jest to porzadany efekt. Dlatego do badan zostaly wiaczone row-
niez inne promotory przenikania, aby efekt ich dzialania poréwna¢ miedzy innymi z DMSO.
Analiza skutecznosci bakterio- i grzybobdjczej wykazata wysoka skuteczno$¢ mieszanin nano-
czastek wzbogaconych o wspomniane zwigzki (gliceryna, izosorbinian dimetylu, hydroksyace-
tofenon). Wobec Escherichia coli warto§¢ MIC dla badanych preparatéw wahata si¢ od 1 do
12,5 pg/ml (w wigkszosci 1,56-6,26 ug/ml) wobec Staphylococcus aureus wartos¢ MIC dla
badanych preparatéw wahata si¢ od 1 do 6,25 ug/ml (w wiekszosci 1,563,125 pg/ml) wobec
Candida albicans wartos¢ MIC dla badanych preparatow wahata si¢ od 1 do 12,5 ug/ml (w

wigkszosci 3,125-6,25 pug/ml). Analiza skutecznosci bakteriobdjczej badanych preparatow

104



metoda dyfuzyjno-krazkowa wykazata zahamowanie strefy wzrostu bakterii srednio o 1-3 mm
a w niektoérych przypadkach nawet 4-5 mm (srebro i DMSO 50%) poza obreb krazka wynik ten
bezposrednio potwierdza zwigkszong migracje czastek w srodowiskach o wigkszej gestosci,
czyste preparaty nanoczastek nie penetrowaty poza obreb krazka nimi nasgczonego. Dziatanie
takie jest zwigzane ze wsparciem transportu niemobilnych nanoczgstek przez chemiczne pro-
motory przenikania

Efektem badan jest opracowanie produktowe na bazie nanoczgstek aXonnite®, o wysokie;j
skutecznosci antybakteryjnej oraz antygrzybiczej wobec bakterii i grzybéw kolonizujacych
btony $luzowe, dodatkowo posiadajaca wysoki potencjal hamujacy tworzenie struktury biofil-
mow. Stworzone mieszaniny zawieraty nanoczastki srebra w st¢zeniu wyjsciowym 50 ppm do
stosowania rekomendowane jest stezenie 3-25 ppm w ktérych zachowuja one silne wiasciwosci
biobdjcze. Do zastosowania zarekomendowano nastepujace sktady mieszanin:

(1) Ag (50ppm) + Hydroksyacetofenon 0,5% + Dimethyl Isosorbide 5%

(2) Ag (50ppm) + Hydroksyacetofenon 0,5% + Dimethyl Isosorbide 5% + DMSO 10%

(3) Ag (50 ppm) + 0,5% Hydroxyacetophenone + 5,0% Dimethyl Isosorbide + 1% Polysorbate-
80 (proba wyjsciowa)

Stanowia one bazg, ktéra moze by¢ wzbogacana o dodatkowe substancje o dziataniu fa-

godzacym i nawilzajacym jak np laktoferyna, pantenol, oraz ekstrakt roslinne wykazujace dzia-
fanie synergiczne do czgstek srebra. Zastosowane substancje wspierajace to ekstrakt z porostu
islandzkiego, olejek z drzewa herbacianego, olejek eukaliptusowy, olejek z oregano, olejek z
szatwii oraz olejek z tymianku ktére nadajg mieszaninie dodatkowych wiasciwosci poprawia-
jacych odczucia podczas aplikacji. Do roztworu powinien by¢ dodawany wowczas solubilizator
w postaci polisorbatu. Po uzupetnieniu dodatkowymi substancji nanoczgstki srebra aXonnite®
zachowujg nadal wysoka skutecznosci i stabilnos¢.
Preparaty na bazie nanoczastek srebra aXonnite® wspomagajg proces leczniczy, ale rowniez
sa doskonalymi preparatami profilaktycznymi. Kofcowe mieszaniny zawierajace AgNPs (50
ppm) we wszystkich analizowanych wariantach przeszly pozytywne testy, wykonane w Zakta-
dzie Genetyki Bakterii UW, potwierdzajace ich skutecznos¢ antybakteryjna i przeciwgrzybicza
dzigki wyznaczeniu minimalnych stezen hamujacych wzrost bakterii i grzybow.

W badaniach wykazano wysokg skuteczno$¢ antybakteryjng, antygrzybiczg i przeciw bio-
filmowa nanoczastek wytwarzanych w technologii aXonnite®. Nanoczastki metali, takie jak
srebro i ztoto, wykazuja silne wlasciwosci antybakteryjne i sg skuteczne w walce z infekcjami
wywolywanymi przez patogeny bakteryjne, takie jak Staphylococcus aureus i Pseudomonas

aeruginosa.
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W celu skutecznego leczenia infekcji gardta i nosa, konieczne jest, aby nanoczgstki metali
byly dostarczone do odpowiednich miejsc w organizmie, co moze wymaga¢ wsparcia trans-
portu przez btony biologiczne. Zwigkszajac skuteczno$¢ dziatania zastosowano w formulacjach
substancje zwigkszajace penetracje przez btony biologiczne, takie jak alkohole alifatyczne i
wieloworotlenowe a takze przyktadowe substancje naturalne zaliczane do roslin wspierajacych
dziatanie przeciw infekcyjne jak zielona herbata, imbir, tymianek czy olejek eukaliptusowy.
Dodatkowo substancje te moga poprawi¢ stabilno$¢ nanoczastek metali, zapobiec ich aglome-
racji i utatwic ich transport przez blony biologiczne, zwigkszajac tym samym ich skutecznosc.
Wybrane substancje zardwno promujace transport przez nabtonkowy jak i ekstrakty roslinne
wykazaly dziatanie synergiczne co zdecydowanie przyspieszato proces niwelowania patoge-
néw ze srodowiska.

Nanoczastki srebra wykazujg silne wtasciwosci antybakteryjne co czyni je skutecznym na-
rzgdziem w walce z infekcjami gardta i nosa wywotanymi przez patogeny bakteryjne.
Trudnos¢ w leczeniu infekcji bakteryjnych stwarza wytworzony biofilm bakteryjny tworzonych
przez patogeny gardla i nosa, takie jak Staphyloccoccus aureus i Pseudomonas aeruginosa.
Nanoczgstki metali ze wzgledu na ich mate rozmiary majg mozliwo$¢ wnikania w struktury
biofilmu i1 niszczenie rozwijajacych patogendow.

Nanoczgstki metali moga dziata¢ szybciej niz tradycyjne antybiotyki, co umozliwia szybsze
ztagodzenie objawdéw infekcji i skrécenie czasu potrzebnego do pelnego wyleczenia.

Badania wykazaty, iz stworzone formulacje wykazaty nieznacznie wigkszg skuteczno$¢ w
stosunku do bakterii Gram ujemnych (-). Bakterie takie charakteryzuja si¢ dodatkowa btona
komérkowa 1 zmniejszong og6lng objetoscia sciany komérkowej w stosunku do bakterii Gram
dodatnich (+). Skutecznos$¢ i absorbcja nanometali na §cianie komoérkowej zwigzana jest z obec-
nosci peptydoglikanu — mureiny, ktéra to wigze nanometale i wspiera ich ,,zagtebianie w §cianie
komérkowej bakterii, wigksza przestrzen Sciany komoérkowej to wieksza ilos¢ czasteczek mu-
reiny 1 silniejsze oddzialywanie z nanometaliami. W badaniach wykorzystanie substancji
wspierajacych przenikanie przez btong komoérkowa i mniejsza ogdélna grubos¢ Sciany komor-

kowej wptynety na dobre parametry biobdjczosci w stosunku do bakterii Gram- ujemnych .
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V. STRESZCZENIE

1. Wersja Polska

W czesci teoretycznej pracy zawarto podstawowe informacje zwigzane z powstawaniem
standw zapalnych nosogardzieli, w tym szczepy najczesciej wystepujace w tych schorzeniach.
Przedstawiono réwniez problemy w zwalczaniu infekcji nosogardzieli takie jak staba dostep-
no$¢ substancji bakteriobdjczych w przypadku powstania kolonii bakterii w wytworzonym bio-
filmie. Ze wzgledu na trudnosci ze wciaz rosngcg lekoopornoscig poszukiwanie nowych moz-
liwosci stosowania skutecznych terapii jest jednym z wazniejszych elementéw zapewnienia
bezpiecznego leczenia pacjentow.

Dane literaturowe potwierdzaja wysoka skuteczno$¢ bakteriobdjcza srebra i nanosrebra co
daje szanse¢ w leczeniu nie tylko infekcji nosogardzieli, ale réwniez mozliwosci w terapiach
trudnych zakazen. Nanosrebro, czyli koloidalne srebro w postaci nanoczastek, jest stosowane
jako naturalny antybiotyk i antyseptyk. Dziata na wiele patogenéw, w tym na bakterie, wirusy
i grzyby, moze pomdc w zwalczaniu infekcji nosa i gardta. Nanosrebro, czyli koloidalne srebro
w postaci nanoczastek, jest stosowane jako naturalny antybiotyk i antyseptyk. Dziala na wiele
patogendw, w tym na bakterie, wirusy i grzyby, moze poméc w zwalczaniu infekcji miedzy
innymi nosa i gardta. Nanoczgstki metali majg znaczacy wpltyw na rozwdj nowych terapii an-
tybakteryjnych, poniewaz patogeny nie wykazuja opornosci na ten rodzaj substancji, w przeci-
wienstwie do tradycyjnych antybiotykow. Nalezy jednak zauwazy¢, ze skuteczno$¢ nanosrebra
moze by¢ zalezna od wielu czynnikéw, takich jak rozmiar czgstek, koncentracja, czas ekspo-
zycji oraz sposOb przygotowania i zastosowania produktu zawierajacego nanosrebro. Ponadto,
niektére szczepy bakterii mogg wykazywac rézng wrazliwo$¢ na nanosrebro, co oznacza, ze
nie wszystkie bakterie bedg réownie podatne na jego dziatanie.

Nanosrebro wykazuje skutecznos¢ przeciwko réznym szczepom bakterii Gram-dodat-
nich 1 Gram-ujemnych, jednak skuteczno$¢ moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od konkretnego
szczepu bakterii oraz warunkéw testowych. Nanometale hamujg wzrost bakterii poprzez uszka-
dzanie btony komérkowej, hamowanie metabolizmu w tym zaburzanie procesow tancucha od-

dechowego lub interferowanie z procesami replikacji DNA.
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W dalszej cze¢sci pracy scharakteryzowano planowane nanometale srebra (pkt. 2.1.1) i zlota
(pkt. 2.1.2) opisano ich mechanizm dziatania wykorzystanie w medycynie oraz bezpieczenstwo
stosowania. Poniewaz w terapii stanow zapalnych nosogardzieli od dawna stosowane byty su-
rowce 1 przetwory ro$linne, opisano wiasciwosci 1 zastosowanie takich surowcow jak: babka
lancetowata, brzoza brodawkowata, olejek drzewa herbacianego, ktagcze imbiru, tymianek, po-
rost islandzki, olejek eukaliptusowy, olejek szalwiowy oraz oregano.

Preparaty stosowane w infekcjach nosogardzieli na bazie nanometali 1 zi6t moga zawierac
kombinacj¢ sktadnikéw aktywnych, ktére pomagaja walczy¢ z infekcjami bakteryjnymi i fago-
dzg objawy zapalne gardta i nosa. Preparaty takie stosowane w formie wodno-rozcienczalnych
kropli do nosa lub ptukanek do gardta, korzystnie wptywaja na zmniejszenie stanow zapalnych.
Ziota takie jak eukaliptus, imbir, zielona herbata wykazujg najsilniejsze dziatanie przeciwza-
palne i1 przeciwbakteryjne, co moze pomdc w tagodzeniu objawéw infekcji.

Nastegpnie scharakteryzowano wykorzystane promotoréw przenikania przez btony biolo-
giczne takie jak: eter dimetylowi izosorbidu (pkt. 3.1), 4-hydroksyaceton (pkt.3.2), dimetylo-
sulfotlenek (pkt. 3.3), glikol kaprylowy (pkt. 3.4), etyloheksylogliceryn¢ (pkt. 3.5), gliceryne
(pkt. 3.6), glikol heksylenowy (pkt.3.7). Dla tych substancji podano ich wtasciwosci, informa-
cje toksykologiczne, oraz zastosowanie i dziatanie. W pracy skupiono si¢ badaniach wptywu
tych substancji na wzrost aktywnos$ci antymikrobowej srebra w stosunku do formulacji nieza-
wierajacych tych substancji. Zastosowanie promotorow transportu przeznaskérkowego jak
DMSO czy glikol heksylenowy pomagaja w dostarczeniu sktadnikéw aktywnych na miejsce
infekcji 1 zwiekszajg skutecznos¢. Badania wykazaty najlepsze dziatanie srebra w polaczeniu z
dimetylosulfotlenkiem (DMSO), jednakze rowniez zadowalajace wyniki otrzymano przy za-
stosowaniu hydroksyacetofenon oraz izosorbinian dimetylu.

W kolejnym rozdziale pracy opisano dwie substancje wykazujace dziatanie ochronne i ta-
godzace w stosunku do sluzéwki nosa; laktoferyne (pkt. 2.3.1) oraz dekspantenol (pkt. 2.3.2).
Dla tych substancji podano ich wtasciwosci, informacje toksykologiczne, oraz zastosowanie
i dziatanie. W pracy oceniono wptyw dodatku do formulacji tych substancji na aktywnos$ci
antymikrobowej srebra w stosunku do formulacji niezawierajacych tych substancji. Badania
wykazaly, iz dodatek tych substancji nie wpltyng na obnizenie aktywnosci antybakteryjnej, jed-
nakze dodatek substancji wptywajacych na zmiang konsystencji preparatow takich jak karbo-
mer, silikon czy glikol polietylenowy obnizaja aktywno$¢ antybakteryjng formulacji (pkt.
1.5.2)
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W kolejnych rozdziatach pracy opisano wyniki badan mikrobiologicznych wraz z wyzna-
czeniem warto$ci MIC, MBIC oraz badaniu metodg dyfuzyjno-kragzkowga gdzie potwierdzono,
ze nanoczastki srebra, wykazuja silne wiasciwosci antybakteryjne, co czyni je skutecznym na-
rzgdziem do walki z infekcjami wywolywanymi przez patogeny bakteryjne.

Badania wykazatly, ze nanoczastki srebra moga hamowac¢ wzrost bakterii Gram dodatnich
(+) 1 Gram ujemnych (-) oraz zmniejsza¢ stan zapalny spowodowany przez infekcje bakteryjne
gar-dta i nosa (Rozdz. III)

Srebra aXonnite® (AgNPs) wykazuje dziatanie antybakteryjne, ktére moze poméc w zwal-
czaniu lub hamowaniu wzrostu bakterii w nosogardzieli. Moga by¢ szczegdlnie skuteczne w
przypadku bakterii opornych na tradycyjne antybiotyki.

W ostatniej czesci pracy badawczej wykonano oznaczenie skuteczno$ci antybakteryjnej
(MBIC) nanosrebra i nanoztota wobec 48 wybranych, wzorcowych szczepéw bakteryjnych wy-
stepujacych w biofilmie (pkt. 4.1.2). Uzyskane rezultaty wskazujg na wysoka skutecznos$¢ na-
nosrebra aXonnite® i nanoztota aXonnite® wobec wybranych, typowych szczepéw bakterii 1
grzybéw wystepujacych w biofilmie, cho¢ zdecydowanie silniejsze dziatanie przeciwdrobnou-
strojowe wykazywato srebro AgNPs to nie obserwowano znaczacych réznic aktywno$ci w
przypadku bakterii Gram-ujemnych czy Gram-dodatnich.

Preparaty oparte na nanosrebrze wspierajg tagodzeniu stanéw zapalnych btony §luzowej nosa,

takich jak zapalenie zatok czy przewlekte zapalenie blony §luzowej nosa.

2.  English version

The theoretical part of the paper contains basic information related to the development of
inflammatory conditions of the nasopharynx, including the strains most commonly found in
these diseases. Problems in the control of nasopharyngeal infections, such as the poor availabi-
lity of bactericidal substances in the case of the formation of bacterial colonies in the formed
biofilm, are also presented. Due to the difficulties associated with increasing drug resistance,
the search for new ways of using effective therapies is one of the most important elements in
ensuring the safe treatment of patients.

Literature data confirm the high bactericidal efficacy of silver and nanosilver, which offers

an opportunity not only in the treatment of nasopharyngeal infections, but also in the treatment
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of difficult infections. Nanosilver, or colloidal silver in the form of nanoparticles, is used as a
natural antibiotic and antiseptic. It is effective against many pathogens, including bacteria, vi-
ruses and fungi, and can help fight nasopharyngeal infections. Nanosilver, or colloidal silver in
nanoparticle form, is used as a natural antibiotic and antiseptic. It acts against many pathogens,
including bacteria, viruses and fungi, and can help fight infections of the nose and throat, among
other things. Metal nanoparticles have a significant impact on the development of new antibac-
terial therapies, as pathogens do not develop resistance to this type of substance, unlike traditi-
onal antibiotics. However, it should be noted that the efficacy of nanosilver may depend on a
number of factors, such as particle size, concentration, exposure time, and the way the nanosil-
ver product is prepared and applied. In addition, some bacterial strains may have different sen-
sitivities to nanosilver, meaning that not all bacteria will be equally susceptible to its effects.

Nanosilver has shown efficacy against various strains of gram-positive and gram-negative
bacteria, but efficacy may vary depending on the specific bacterial strain and test conditions.
Nanometals inhibit bacterial growth by damaging the cell membrane, inhibiting metabolism
including disruption of respiratory chain processes, or interfering with DNA replication proces-
ses.

In the following part of the paper, the proposed silver (section 2.1.1) and gold (section 2.1.2)
nanomaterials are characterized and their mechanism of action, medical use, and safety of use
are described. As raw materials and plant preparations have long been used in the treatment of
nasopharyngeal inflammation, the properties and use of such raw materials as lanceolate plan-
tain, papillary birch, tea tree oil, imbir rhizome, thyme, Iceland lichen, eucalyptus oil, sage oil,
and oregano are described.

Nanometallic and herbal preparations for nasopharyngeal infections may contain a combi-
nation of active ingredients that help fight bacterial infections and relieve inflammatory symp-
toms of the throat and nose. Such preparations, used in the form of water-soluble nasal drops
or throat rinses, are beneficial in reducing inflammation. Herbs such as eucalyptus, ginger, and
green tea have the strongest anti-inflammatory and antibacterial effects, which can help relieve
symptoms of infection.

Next, we have characterized the promoters used for permeation through biological memb-
ranes, such as dimethyl isosorbide ether (Section 3.1), 4-hydroxyacetone (Section 3.2), dime-
thyl sulfoxide (Section 3.3), caprylyl glycol (Section 3.4), ethylhexyl glycerin (Section 3.5),
glycerin (Section 3.6), hexylene glycol (Section 3.7). For these substances, their properties,

toxicological information, use and effect are given. This paper focuses on the study of the effect
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of these substances on increasing the antimicrobial activity of silver compared to formulations
without these substances.

The use of transepidermal transport promoters, such as DMSO and hexylene glycol, helps
deliver active ingredients to the site of infection and increases efficacy. Studies have shown the
best efficacy of silver in combination with dimethyl sulfoxide (DMSO), but satisfactory results
have also been obtained with hydroxyacetophenone and dimethyl isosorbate.

The next section of the paper describes two substances that have protective and soothing
effects on the nasal mucosa: lactoferrin (section 2.3.1) and dexpanthenol (section 2.3.2). For
these substances, their properties, toxicological information and uses, as well as their effects.
The study evaluated the effect of adding these substances to formulations on the antimicrobial
activity of silver compared to formulations without these substances. The study showed that the
addition of these substances did not reduce the antimicrobial activity, but the addition of sub-
stances that affect the consistency of formulations, such as carbomer, silicone or polyethylene
glycol, reduced the antimicrobial activity of the formulations (Section 1.5.2).

The following sections of the paper describe the results of microbiological tests with the
determination of MIC values, MBIC and the diffusion-circulation method test, where it was
confirmed that silver nanoparticles have strong antibacterial properties, making them an effec-
tive tool against infections caused by bacterial pathogens.

Studies have shown that silver nanoparticles can inhibit the growth of Gram-positive (+)
and Gram-negative (-) bacteria and reduce inflammation caused by bacterial infections of the
throat and nose (Chapter III).

Silver aXonnite® (AgNPs) have antimicrobial activity that can help fight or inhibit bacterial
growth in the nasopharynx. They can be particularly effective against bacteria that have become
resistant to traditional antibiotics. In the final part of the research, the antibacterial efficacy
(MBIC) of nanosilver and nanogold was determined against 48 selected model bacterial strains
present in the biofilm (Section 4.1.2). The results indicate that Xonnite® nanosilver and Xon-
nite® nanogold are highly effective against selected typical bacterial and fungal strains present
in the biofilm, although by far the stronger antimicrobial activity was shown by silver AgNPs,
no significant differences in activity were observed for Gram-negative or Gram-positive bacte-
ria.

Preparations based on nanosilver support the relief of inflammation of the nasal mucosa,

such as sinusitis and chronic rhinosinusitis.
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