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Streszczenie

Mikroorganizmy od czasu wynalezienia antybiotykéw zdazyly si¢ dostosowac
iuodporni¢ na niektére z nich. W zwigzku z tym szuka si¢ nowych bezpiecznych dla
cztowieka substancji o charakterze przeciwdrobnoustrojowym. Jedna z zaproponowanych
metod jest nanotechnologia. Ze wszystkich poznanych nanoczastek, to nanoczastki metali
wykazujg najwiekszy potencjat antybakteryjny.

W artykule zawarto przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat skuteczno$ci dziatania
nanoczastek srebra na bakterie patogenne i porOéwnania skutecznosci ww. nanoczastek
na bakterie w zaleznosci od budowy $ciany komérkowej bakterii.
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ANTIMICROBIAL EFFECT OF SILVER NANOPARTICLES AGAINST
PATHOGENIC BACTERIA

Summary

Since the invention of antibiotics, micro-organisms have managed to adapt and immunize
some of them. Therefore, new antimicrobial substances that are safe for humans are being
sought for. One of the suggested methods is nanotechnology. Of all the known nanoparticles,
these metal nanoparticles show the greatest antibacterial potential.

The aim of the article is to review the current sate of knowledge on the effectiveness
of silver nanoparticles on pathogenic bacteria and compare the effectiveness of these
nanoparticles depending on the structure of the bacterial cell wall.
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WPROWADZENIE

Rosngca oporno$¢ bakterii na stosowane antybiotyki jest przyczyng poszukiwania
nowych substancji o wysokiej skutecznosci antybakteryjnej. Jednym z takich zwigzkéw
produktéw sg nanoczasteczki.

Nanoczgstki charakteryzuja si¢ wymiarami z zakresu od 1 nm do 100 nm. Obecnie
rozréznia si¢ dwie koncepcje otrzymywania nanoczastek. Pierwsza z nich zwana
,bottom-up”, polega na ich budowaniu od podstaw, atom po atomie. W zalezno$ci
od wilasciwosci produktu koncowego jaki chcemy uzyskaé, substratami moga by¢ atomy
czy nawet czasteczki koloidalne. Wyrézniamy tez inne podejscie do tworzenia nanoczastek
tzw. top-down, ktére polegaja na rozdrobnieniu substratu wyjsciowego tak, aby pozadany
produkt byl w rozmiarach nieprzekraczajacych zakresu 1 nm - 100 nm [Pulit 1 in. 2011, Zhang
11in. 2014 Wolska i in. 2017].

Charakterystyka nanoczastek srebra

Bardzo duzym zainteresowaniem cieszg si¢ nanoczgsteczki kadmu, tytanu, miedzi,
magnezu, tellurku, jednak jako najbardziej skuteczne pod katem wlasciwosci
drobnoustrojowych wymienia si¢ srebro, znane od starozytno$ci ze swoich wtasciwosci
antybakteryjnych. Juz Macedonczycy uzywali srebrnych talerzy podczas operacji
chirurgicznych, dostrzegajac zmniejszong liczbe zakazen po zabiegach chirurgicznych.
Wrzucenie srebrnych monet do beczek z woda gwarantowato jej dobrg jako$¢ spozywcza
przez wiele tygodni. W $redniowieczu najczgsciej uzywano srebra do filtrowania krwi.
Prawdziwy przetom wykorzystania tego pierwiastka nastgpil w XIX wieku poprzez
stosowanie srebra do leczenia poparzen oraz leczenia zapalen wyrostka robaczkowego.
Liczba zastosowan srebra znaczgco wzrosta w ostatnich latach. Udowodniono, Ze nanoczastki
srebra wykazuja skuteczne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe na bakterie, drozdze i ple$nie,
w tym patogenne dla ludzi i zwierzat. Ponadto udowodniono skuteczne dziatanie
antywirusowe 1 antynowotworowe  [Bugla-Ploskonska i1 Leszkiewicz 2007,
Langauer-Lewowicka i Pawlas 2015, He i in. 2016].

Nanoczgstki wszystkich metali, w tym srebra charakteryzujg si¢ wysokim stosunkiem
powierzchni do objetosci, ktéra rosnie wraz z ich malejacymi rozmiarami. Wykazano,
ze nanoczasteczki o mniejszych rozmiarach skuteczniej hamuja wzrost drobnoustrojow.
Aspektem warunkujacym ich skuteczno$¢ jest tez ich ksztatt, ktéry zalezy w duzej mierze
od metody ich wytworzenia. Wyr6zniamy nanoczastki w ksztalcie pretow, trojkatow, kostek

czy ostrostupéw [Wolska i in 2017].
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Na poczatku XX wieku nie potrafiono skutecznie przeciwdziata¢ zakazeniom
bakteryjnym. Przelomem bylo odkrycie antybakteryjnego dzialania penicyliny przez
Fleminga. Antybiotyk ten blokuje aktywno$¢ enzymow bioragcych udzial w syntezie
peptydoglikanu $ciany komérkowej, w wyniku czego zwigksza si¢ przepuszczalnos¢ Sciany
komoérkowej, co prowadzi do zwigkszenia aktywnosci enzyméw amylolitycznych i autolizy
komérki. Dziatanie nanoczastek srebra charakteryzuje si¢ plejotropowym efektem

wywieranym na komoérki [Wolska i in 2017].

Wplyw nanoczastek na komoérki bakterii

Organizmy prokariotyczne charakteryzuja si¢ dwiema gléwnymi drogami pobierania
metali przez komorki. Pierwsza z nich opiera si¢ na wytwarzaniu gradientu st¢zen na blonie
cytoplazmatycznej. Jest to mechanizm przebiegajacy z bardzo duza predkoscig i w sposéb
niespecyficzny. Drugi system transportu wymaga naktadu energii w postaci ATP, jest
znacznie wolniejszy oraz specyficzny w stosunku do konkretnych metali. U komoérek
Gram-dodatnich grupy kwasu glutaminowego i grupy fosfodiestrowe kwasu tejchojowego
wykazuja bardzo silne wiazanie czastek srebra, a w komorkach Gram-ujemnych wigzanie
srebra metalicznego zachodzi w warstwach biatkowych peptydoglikanu [Bugla-Ploskonska
i Leszkiewicz 2007, Durdn i in. 2010]. Wykazano, ze czasteczki nanosrebra otaczajg
1 obklejaja wici 1 uniemozliwiaja ich ruch [Banach i in. 2007]. Srebro koloidalne reaguje
z grupami tiolowymi cysteiny i katalizuje powstawanie wigzan siarczkowych. Uniemozliwia
to wytwarzanie nowych warstw $cian komérkowych podczas podziatu komérkowego. Proces
ten prowadzi bezposrednio do degradacji istniejgcej sciany komdrkowej i apoptozy komorki
[Kedziora 1 in. 2016]. Wrazliwa na nanoczastki srebra jest tez spolaryzowana btona
komoérkowa regulujaca przeptyw sktadnikéw odzywczych. Nanosrebro koloidalne zaktdca
dziatanie pompy sodowo-potasowej wplywajac na transport skladnikéw odzywczych
do wnetrza komorki bakteryjnej. Ponadto przez akumulacj¢ nanoczastek w blonie wzrasta jej
przepuszczalno$¢, co powoduje zaburzenia mechanizmu wyptywu jonéw i przez to gradientu
stezen komorce oraz utrat¢ ATP [Banach i in. 2007, Kedziora i in. 2016]. Nanoczastki srebra
w komérce warunkuja powstawanie wolnych rodnikoéw. Ich obecno$¢ bezposrednio wptywa
na degradacj¢ 1 zniszczenie wigzan dwusiarczkowych, a takze rozerwanie struktur
trzeciorzedowych biatek, co bezposrednio wptywa na denaturacje¢ biatka [Banach i in. 2007].
Nalezy jednak uzna¢, ze bezposrednio szkodliwe dla ludzi i zwierzat dzialanie komoérek
bakteryjnych zostaje zahamowane przez inaktywacje ich enzymdéw (najczescie]

proteolitycznych) [Banach i in. 2007]. Srebro aczac si¢ z grupami —SH wchodzacymi w skiad
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enzymOw uniemozliwia zainicjowanie reakcji metabolicznych w komoérce bakteryjne;j.
Podatne na dzialanie nanoczastek srebra sg takie enzymy jak: oksydaza cytochromowa czy
dehydrogenaza bursztynianowa, ktorych nieprawidlowe dziatanie bedzie skutkowaé
zahamowaniem transportu czasteczek tlenu z cytochroméw C do mitochondrium
co uniemozliwi proces redukcji czgsteczek tlenu [Kedziora i in. 2016]. Srebro wykazuje
szkodliwe dziatanie w stosunku do aminokwaséw poprzez laczenie si¢ z grupami: NHy,
COOH oraz Cs;H4N; skutkujagc denaturacja aminokwaséw petnigcych bardzo wazne role
w szlakach metabolicznych komoérek np. podczas defosforylacji tyrozyny i prowadzi do
bezposredniej utraty biologicznej aktywno$ci patogenu. Przypuszcza si¢ takze, ze srebro
wnikajac do wnetrza komorek mikroorganizméw reaguje rowniez z kwasami nukleinowymi,

co hamuje, badz zaburza prawidlowy przebieg replikacji DNA [Ke¢dziora 1 in. 2016].

Skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczgstek srebra na bakterie patogenne
Badajac wptyw nanoczgstek srebra na bakterie, w tym patogenne nalezy wzig¢ pod
uwage ich zréznicowang budowe komoérkowa. Bakterie Gram dodatnie ze wzgledu na swoja
budowe sa bardziej oporne na czynniki Srodowiskowe. Potwierdza to wielu badaczy
m.in. Rasulov i in [2016], ktérzy badajac réznice w skutecznosci dziatania nanoczgstek srebra
wybrali szczepy Gram-dodatnie (Staphylococcus aureus) oraz Gram-ujemne (Escherichia
coli). Zaobserwowali oni powstajagce mniejsze strefy zahamowania wzrostu bakterii
Gram-ujemnej w stosunku do Gram-dodatniej. Wykorzystywane przez nich nanoczastki byly
wytworzone za pomocg redukcji chemicznej, gdzie reduktorem byt AgNOs; w objetosci
od 100 do 2000 uL. Wyniki jednoznacznie potwierdzaja wyzsza podatno$¢ szczepdw
Gram-dodatnich (S. aureus - 22,50 mm strefy zahamowania wzrostu) na dziatanie srebra niz
Gram-ujemnych (E. coli — 20 mm strefy zahamowania wzrostu). Podobne badania
poréwnawcze prowadzil tez zesp6t Ivanova i in [2011]. Wykazali oni, Ze nanoczastki dziataty
z podobng skutecznos$cig na oba typy bakterii, z delikatnym wskazaniem na wigkszg
podatnos¢ Gram-ujemnych Pseudomonas aeruginosa na nanoczastki srebra niz
Gram-dodatnich S. aureus. Pinjarkar i in. [2016] wskazuje natomiast, ze to szczepy G(+)
sg tymi bardziej podatnymi na dzialanie srebra, poniewaz obserwowano strefe zahamowania
wzrostu na poziomie 11,0 mm (E. coli) i 13 mm dla S. aureus. Wigksza skuteczno$¢
nanoczgsteczek srebra w stosunku do bakterii G(+) udowodniono w badaniach Shanmugama
1in. [2014], ktérzy badajac: S. aureus, Salmonella Typhi, P. aeruginosa oraz E. coli uzyskali
odpowiednio strefy przejasnienia o srednicach 12 mm, 7 mm, 5 mm oraz 3 mm. Kieliszek

i Misiewicz [2010] doszli do analogicznych wnioskow badajac Salmonella sp. oraz Listera
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monocytogenes. Wykazali minimalnie wigkszg skuteczno$¢ czastek srebra metalicznego
w stosunku do bakterii Gram-dodatniej niz G(-).

Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze nie wszyscy badacze doszli do jednakowych
wynikéw i wnioskéw co do skutecznosci nanoczastek srebra przeciwko réznym G(+) i G(-)
patogenom [Priyadarshini i in. 2013]. Udowodnili, ze E. coli i P. aeruginosa byly bardziej
podatne na nanoczastki srebra w stosunku do Bacillus cereus. Podkreslili oni jednak,
ze rozmiar wykorzystywanych przez nich nanoczastek mégl mie¢ zdecydowane znaczenie.
Natomiast zasugerowali, ze mogto by¢ to skutkiem réznicy w budowie §cian komérkowych
badanych bakterii. Annavaram i in. [2015] takze udowodnili, ze E. coli i P. aeruginosa s3
znacznie bardziej oporne od badanego przez nich B. subtilis. Wykazali, ze strefa
zahamowania wzrostu u bakterii Gram-ujemnych wahata si¢ od 18,0 mm (P. aeruginosa) do
22,6 mm (E. coli) przy wartosci 14,0 mm u B. subtilis. Tez¢ méwigcag o wigkszej skutecznosci
nanoczgstek srebra na bakterie G (-) potwierdza Sung Kim i in. [2007], ktérzy zaobserwowali
wiekszg skutecznos¢ w/w nanoczastek na E.coli niz na S. aureus.

Czesto strefy zahamowania wzrostu bakterii znacznie si¢ r6znig, czego przyczyna moze
by¢ pochodzenie, struktura i forma w jakiej nanoczasteczki zostaly zaaplikowane.
Przypuszczenia te potwierdza Duncan [2011], ktéry udowodnit, Ze rozmiar nanoczgstek
w tym nanoczastek srebra 1 ich ksztalt ma bardzo duzy wptyw na ich skuteczno$¢ dziatania.
Wykazatl zaleznos¢ migdzy rozmiarem, a skutecznoscig dziatania nanoczastek. Twierdzi on,
7ze W miar¢ zmniejszania si¢ rozmiaru czgstek metali, zwigksza si¢ ich hamujacy wptyw
na mikroorganizmy. Istnieje takze zwigzek migdzy rézng skuteczno$cig nanoczastek,
a sposobem syntezy. Rama Krishna Ganduri i in. [2016] badajagc skutecznos¢
przeciwdrobnoustrojowa wykorzystywali nanoczastki pochodzace z redukcji chemicznej
(AgNO; jako reduktor), z kolei Priyadarshini i in. [2013], Velmurugan iin. [2014]
oraz Annavaram i in. [2015], stosowali nanoczastki wytwarzane w wyniku ekstrakcji
roslinnej. Moga one si¢ charakteryzowa¢ wigkszymi rozmiarami oraz obecno$cig innych
substancji o potencjalnie silnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, ktére mogly zaburzac¢
ostateczny wynik. Jednak jak podkreslono we wszystkich przytoczonych wynikach badan,
grubo$¢ $ciany komoérkowej nie wplywa na oporno$¢ bakterii na nanoczagstki srebra.
Przypuszcza si¢, ze wigksze znaczenie ma sktad lipopolisacharydu w ich btonie, indywidualna
dziatalnos¢ antytoksyczna bakterii lub aglomeracja nanoczastek, ktéra uniemozliwita dostanie
si¢ srebra w gltab komorek. Przytoczone badania wykazuja zaleznos¢ skutecznosci uzytego
stezenia oraz fakt, Ze obserwowano  wzrastajaca  skuteczno$¢  nanoczastek

wraz ze zwigkszaniem st¢zenia nanoczgstek srebra. Nie osiggano jednak momentu, w ktérym
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podawane wigksze stezenie hamowalo wzrost bakterii w mniejszym stopniu [Priyadarshini
1in. [2013], Velmurugan i in. [2014] oraz Annavaram i in. [2015].

Warto tez wzig¢ pod uwage potencjalne zastosowanie nanoczastek jako substytutu
powszechnie uzywanych antybiotykéw. Uwaza si¢, ze nanoczgstki w poréwnywalnych
stezeniach odznaczajg si¢ mniejszg skuteczno$cig od antybiotykéw, jednak badania Singh
1in. [2015] oraz Gnanasekaran i in [2017] dobitnie pokazuja, ze zastosowanie obu Srodkéw
o charakterze przeciwdrobnoustrojowym zwigksza ich skutecznos¢ (w przypadku
Pseudomonas spp.) blisko dwukrotnie przewyzszajac najpopularniejsze antybiotyki jak
m.in. cefalosporyne czy cyprofloksacyng. Antybiotyki sg jednak specyficzne wzgledem
konkretnej grupy mikroorganizméw, natomiast nanoczastki wykazuja dziatanie hamujace,
niezaleznie od drobnoustrojéow, ktére zostaja poddawane ich dziataniu. Trzeba jednak
wspomnie¢ o najwigkszej wadzie nanoczastek, jesli chodzi o ich potencjalne zastosowanie
jako lekéw. Przenikajg one barier¢ krew-moézg powodujac potencjalnie ogromne spustoszenie
w ludzkim organizmie, przez co ich stosowanie moze okaza¢ si¢ dyskusyjne [Szymanski

1 wsp 2014; Langauer-Lewowicka i Pawlas 2015].

PODSUMOWANIE

Nanoczastki réznych metali w tym srebra, moga by¢ doskonalym czynnikiem
antybakteryjnym. Juz teraz sg bardzo czestym skladnikiem podiég i farb stosowanych
w szpitalach i laboratoriach oraz jednym z najpopularniejszych sktadnikéw preparatow
dezynfekujacych. W przemysle spozywczym nanoczastki srebra peilnig marginalng role,
ze wzgledu na trudnosci z szacowaniem ich potencjalnego szkodliwego dziatania na ludzi,
mimo, ze srebro w niewielkich ilosciach jest usuwane z organizmu poprzez detoksykacje.
Jednak przy narazeniu cztowieka na wigksze ilo$ci nanosrebra przypuszcza si¢, ze moga
magazynowac si¢ w organach wewnetrznych cztowieka, powodujac szereg zaburzen takich
jak: powigkszenie watroby 1 §ledziony, zaburzenia gospodarki hormonalnej. Mimo to styszy
si¢ o probach zastosowania nanoczastek w celu przedtuzenia trwatosci owocdéw 1 opéznienia
ich dojrzewania poprzez zahamowanie rozwoju szkodliwej mikroflory na ich powierzchni

[Langauer-Lewowicka i Pawlas 2015].
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