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ABSTRACT

Nanocrystalline apatites Ca, (PO,),(OH), (HAp) non-doped and doped with
Ag" and Eu’* ions were synthesized by different wet chemistry methods. The obta-
ined hydroxyapatite was loaded with Ag’, as well as nitroimidazole antimicrobials:
metronidazole and tinidazole. The antimicrobial activity of the obtained materials
against Prevotella bivia and Parabacteroides distasonis was studied. The method
used for the antibacterial susceptibility testing was broth microdilution, according
to the CLSI - Clinical and Laboratory Standard Institute — standard M11-AS8; agar
Schaedler, enriched with 50% LHB - Lysed Horse Blood, was used as a medium for
culturing strains. The antibacterial activity increased for the immobilized antibio-
tics - HAp doped with metronidazole and tinidazole was six times more bactericidal
than non-immobilised metronidazole for both clinical isolates. In comparison with
non-immobilised tinidazole, HAp immobilised with tinidazole was six thousand
times more effective against P. distasonis and two hundred times more effective
against P, bivia. HAp doped with tetracycline was over two times more bactericidal
than tetracycline non-immobilised (according to the literature data). The exact MIC
for bionanocomposites of HAp and silver was not obtained. The research shows that
bionanocomposites of hydroxyapatite are good drug carriers for both antibiotics
and silver particles and ions. The use of bionanocomposites of apatite immobilised
with antibiotics in dentistry could result in a prolonged antibacterial activity of these
compounds.

Keywords: nanotechnology, hydroxyapatite, endodontics, anaerobic bacteria
Stowa kluczowe: nanotechnologia, hydroksyapatyt, endodoncja, bakterie beztle-
nowe
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1. WSTEP
1.1. BAKTERIE BEZTLENOWE W ORGANIZMIE CZLOWIEKA

1.1.1. KOMORKA TLENOWA A BEZTLENOWA

Podstawowa roéznica w metabolizmie bakterii obligatoryjnie beztlenowych
i tlenowych jest fakt, ze bakterie beztlenowe nie potratiag wykorzystywac tlenu, jako
akceptora elektrondw w procesie wytwarzania energii (ATP). Obecnos¢ tlenu jest
dla nich toksyczna (wyjatkiem sg tzw. beztlenowce aerotolerancyjne, np. z rodzaju
Clostridium spp., ktére cho¢ nie wykorzystuja tlenu w swoim metabolizmie, toleruja
jego obecno$¢ przez okreslony czas). Z kolei metabolizm bakterii tlenowych opiera
sie na wykorzystaniu tej czasteczki przy udziale oksydaz, jako konicowego akceptora
elektronéw. Bakterie wzglednie beztlenowe s3 forma posrednia; ich wzrost mozna
zaobserwowaé zaréwno w warunkach tlenowych, jak i przy braku tlenu - jest to
przystosowanie do zmiennych warunkéw $rodowiska i polega na przechodzeniu
z metabolizmu tlenowego na beztlenowy i odwrotnie [1]. Adaptacja ta wigze sie
z koniecznoscia syntezy nowych enzyméw przez komorke [2]. Gdy w $rodowisku
wystepuje tlen, u bakterii bezwzglednie beztlenowych dochodzi do szoku oksyda-
cyjnego; tlen powoduje nagromadzenie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxy-
gen species, ROS). Wsrdd nich wyrdznia si¢: anionorodnik ponadtlenkowy, nadtle-
nek wodoru, rodnik hydroksylowy. Bakterie beztlenowe nie s3 w stanie pozby¢ si¢
ROS z komorki, ze wzgledu na brak u zdecydowanej wigkszosci z nich enzymow
detoksykacyjnych, tj. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza [3, 4]. Bak-
terie beztlenowe moga przetrwac¢ ekspozycje na tlen, jesli posiadaja alternatywny
system rozkladu ROS bez wytwarzania tlenu. System ten moze by¢ kodowany na
operonie sor-rub; jest ztozony z biatek Sor (reduktaza ponadtlenkowa, ang. super-
oxide reductase) i Rbr (rubrerytryna) [5]. Bakterie beztlenowe moga pozyskiwa¢
energie w procesie fosforylacji substratowej przez fermentacje weglowodanow,
a najwazniejszg reakcja w tym procesie jest przeksztalcanie aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego do pirogronianu przez kinaze pirogronianowg [1]. Fermentacja jest
procesem katabolicznym, w ktérym zwigzek organiczny jest zaréwno donorem, jak
i akceptorem elektronow [6], z tego wlasnie wzgledu, ze nie wystepuje zewnetrzny
czynnik utleniajacy [7]. Beztlenowce moga takze uzyskiwaé energie w procesie
oddychania beztlenowego, ktore jest procesem katabolicznym, wykorzystujgcym
fosforylacje oksydacyjng i alternatywne akceptory elektronéw [6]. W oddychaniu
beztlenowym (w przeciwienstwie do tlenowego) lancuch oddechowy jest krotszy
(8], a koncowym akceptorem elektronéw nie jest tlen, ale moze to byé: NO*, SO,
CO,, $, Fe™", AsO;; SeO;, ClO,, ClO;, fumaran, dimetylosulfotlenek lub tlenek tri
metyloaminy [5]. Oddychanie beztlenowe jest bardziej wydajne niz fermentacja, ale
mniej wydajne niz oddychanie tlenowe [8].
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1.1.2. Beztlenowa mikroflora cztowieka

Bakterie beztlenowe wystepuja licznie w organizmie czlowieka, jako gléwny
skladnik mikroflory blon $luzowych; znacznie przewyzszaja liczebnie bakterie
tlenowe zaréwno w jamie ustnej (100:1), jak i w ukladzie pokarmowym (1000:1).
W Tabeli 1 przedstawiono najczesciej wystepujace gatunki beztlenowe w wybranych
partiach organizmu czlowieka.

Tabela 1. Beztlenowa mikroflora czlowieka (w oparciu o: [1, 4, 9] )
Table 1. Anaerobic microflora of the human body [1, 4, 9]

Miejsce wystepowania Wybrane rodzaje bakterii beztlenowych

Fusobacterium spp.
Prevotella spp.
Porphyromonas spp.
Peptosteptococcus spp.

Gorne drogi oddechowe i jama ustna

Bacteroides spp.
Clostridium spp.
Przewdd pokarmowy Peptostreptococcus spp.
Lactobacillus spp.
Bifidobacterium spp.

Propionibacterium spp.

Skéra
Peptostreptococcus spp.

Bacteroides spp.
Clostridium spp.
Pochwa Peptostreptococcus spp.
Lactobacillus spp.
Prevotella spp.

Jama ustna jest zlozonym i heterogennym srodowiskiem dla mikroorgani-
zmow. Slina zawiera co prawda sktadniki odzywcze niezbedne do wzrostu mikro-
organizméw, jednak wystepuja one w niewielkich stezeniach. Jest ona zrédlem
substancji bakteriobdjczych tj. lizozym, laktoperoksydaza. Korzystniejsze warunki
do przezycia bakterie znajduja w okolicy z¢bow i dzigsel. W pierwszym roku zycia
czlowieka mikroflora jamy ustnej sklada sie gléwnie z bakterii beztlenowych aero-
tolerancyjnych oraz bakterii tlenowych, natomiast po pojawieniu sie zebéw réwno-
waga mikroflory przesuwa si¢ w strone organizméw obligatoryjnie beztlenowych,
ktore zasiedlaja powierzchni¢ zgbow i kieszen przyzebia [6]. Jako sktadnik mikro-
flory jelita grubego, beztlenowce petnig gléwna role w fermentacji polisacharydoéw,
ktérych organizm czlowieka sam nie potrafi katabolizowa¢. Produktami tej fermen-
tacji s3 m. in. ditlenek wegla, woddr, krétkotancuchowe kwasy tluszczowe (octan,
propionian, maslan). Te ostatnie sg absorbowane przez komorki jelita i zuzywane
jako zrodlo wegla i energii [9, 10]. Bakterie beztlenowe pelnig takze role w rozwoju
blon sluzowych uktadu immunologicznego [11]. Odpowiadaja za synteze witamin
i aminokwasdw, transformuja z61¢ [10].
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Ostatnie badania pokazujg, ze beztlenowa mikroflora jelit rézni si¢ u oséb oty-
tych i szczuplych, prawdopodobnie ze wzgledu na réznice w diecie. Analiza 16S
rRNA wykazala, Ze mikroflora otylych myszy i ludzi rézni si¢ od mikroflory osob-
nikéw nieotylych stosunkiem wystepowania obligatoryjnie beztlenowych bakterii
z typu Bacteroidetes do typu Firmicutes. U ludzi i myszy otylych wystepowaly wyzsze
proporcje Firmicutes niz Bacteroidetes. Co wigcej, sterylne myszy (nie posiadajace
zadnych bakterii jelitowych), skolonizowane bakteriami z typu Firmicutes, przytyly
w trakcie trwania eksperymentu wiecej; niz sterylne myszy skolonizowane bakte-
riami z typu Bacteroidetes. Zaklada sie, ze jest to zwigzane z wydajnoscig fermenta-
cji, ktora jest wyzsza u Firmicutes [12].

1.1.3. Patogeneza zakazen

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania bakterii beztlenowych w organi-
zmie czlowieka, mogg one by¢ przyczyng infekcji endogennych. Wybrane chorobo-
tworcze bakterie beztlenowe i zwigzanie z nimi zakazenia przedstawiono w Tabeli 2.

Zakazenia moga by¢ mieszane, czyli powodowane przez dwa lub wigcej gatun-
kow - tylko bakterii beztlenowych lub razem z gatunkami tlenowymi, jak np. w przy-
padku zakazen wewngtrz jamy brzusznej, polozniczo-ginekologicznych, infekcji
stopy cukrzycowej [13], przewlektego zapalenia zatok, ucha $rodkowego, anginy
Ludwiga, ropni przyzebia [14]. Infekcje mieszane sg szczegdlnie niebezpieczne, ze
wzgledu na wymiane informacji genetycznej pomiedzy gatunkami tlenowymi i bez-
tlenowymi, a tym samym ich wieksza wirulencje i oporno$¢ na antybiotyki [9].

Tabela 2. Wybrane chorobotworcze bakterie beztlenowe i zwigzanie z nimi zakazenia [4]
Table 2. Selected anaerobic bacteria and their infections [4]
Gatunek Zakazenie
Clostridium difficile Biegunka poantybiotykowa, rzekomobloniaste zapalenie jelit
Actinomyces spp. Zlokalizowane zakaZzenia jamy ustnej, promienica
Propionibacterium spp. Tradzik, zapalenie kanalikow tzowych, zakazenia oportunistyczne
Mobiluncus spp. Bakteryjna waginoza, zakazenia oportunistyczne
Lactobacillus spp. Zapalenie wsierdzia, zakazenia oportunistyczne
Eubacterium spp. Zakazenia oportunistyczne
Bifidobacterium spp. Zakazenia oportunistyczne
Bacteroides fragilis Zakazenia jamy brzusznej, skory, tkanek miekkich, bakteriemia
Fusobacterium spp. Zakazenia jamy ustnej, bakteriemia
Prevotella bivia Zakaienie} ja.my .ustnej, erewlekle zapalenie zatok i uszu, ropnie mo-
zgu, zakazenia ginekologiczne
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Gatunek Zakazenie

Zakazenia jamy ustnej, przewlekle zapalenie zatok i uszu, ropnie mo-

Prevotella melaninogenica L .
zgu, zakazenia jamy brzusznej

Badania pokazujg, ze liczba zaréwno tlenowych, jak i beztlenowych izolatéw
z miejsca mieszanych infekcji wynosita od 1 do 5 patogenoéw, srednio 3,7 z probki;
z kolei organizméw tylko beztlenowych znajdowano $rednio 1 na probke. Najcze-
$ciej izolowana z organizmu pacjentéw bakteria beztlenows jest B. fragilis (40,2%
przypadkéow (Rys. 1). Tlenowce, ktore czgsto towarzysza zakazeniom bakteriami
beztlenowymi, to najczesciej E. coli (41,8%), S. aureus (7,5%) i K. pneumoniae
(7,5%) [14]. Procentowy rozklad izolatow bakterii beztlenowych pobranych od 3260
pacjentéw przedstawiono na Rysunku 1.

Bifidobacterium sp. Bacteroides sp.

1,9% 7,5%
Fusobacterium sp.
2,3% Bacteroides fragilis
40,2%
Propionibacterium
acnes
5,2%

Prevotella sp.
9,0%

Clostridium sp. :
14,0% 10 8%

Rysunek 1. Procentowy rozklad izolatéw bakterii beztlenowych, pobranych od 3260 pacjentow (materiaty
wlasne, w oparciu o: [14])

Figure 1. Percentage distribution of anaerobic bacterial isolates, obtained from 3260 patients, according to
Y. Park et. al. [14]

Infekcje beztlenowcami powstaja czgsto jako choroby oportunistyczne (wyste-
pujace u 0sdb z obnizong odpornoscia, np. po antybiotykoterapii, zabiegach chirur-
gicznych, immunosupresji, w trakcie cigzy, w podesztym wieku) i/lub wtedy, kiedy
zaburzona zostaje rownowaga mikrobiomu jelitowego [14].

Oportunistyczng choroba powodowang przez beztlenowe Clostridium diffi-
cile jest m.in. rzekomobloniaste zapalenie jelit. W nastepstwie antybiotykoterapii
lekami o szerokim zakresie dziatania (gtéwnie klindamycyna) zaburzona zostaje
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naturalna beztlenowa mikroflora jelita grubego i dochodzi do niekontrolowanego
namnozenia C. difficile (naturalnie opornego na klindamycyne) w $wietle jelita (tzw.
oportunistyczna dominacja). Produkowane toksyny CDTA i CDTB prowadza do
powstania biegunki i stanu zapalnego.

Innym przykladem oportunistycznego beztlenowego patogenu moze by¢ Bac-
teroides fragilis, bytujacy w jelicie grubym czlowieka. Staje si¢ on niebezpieczny, gdy
dostaje sie do krwiobiegu czlowieka. Moze to nastapi¢ np. wskutek pooperacyjnych
uszkodzen jelita lub innych urazéw zaburzajacych integralnos¢ tkanek. Kiedy bak-
teria ta dostaje sie do krwiobiegu, powoduje szereg schorzen, m. in. ropnie, bakte-
riemie, sepie [9]. Bakteriemia powodowana B. fragilis moze by¢ uznana za chorobe
typu ,emerging” [9]; choroba ta nie byta dotad znana, poniewaz nie przeprowadzano
rutynowej hodowli w kierunku beztlenowcéw z probek krwi pacjentéw. Rozwdj bak-
terii z tego gatunku trwa kilka dni, w przeciwienstwie do bakteriemii powodowanej
przez E. coli, ktéra rozwija si¢ w kilkanascie godzin i szybko moze doprowadzi¢ do
$mierci pacjenta. Po opracowaniu skutecznej terapii dla pacjentéw z infekcjg krwi
powodowang przez E. coli okazalo sig, ze krew tych pacjentéw wciaz byla zainfe-
kowana bakteriami. Po czasie okazalo sie, Ze terapia ta, mimo ze skuteczna wobec
E. coli, nie miata wpltywu na oporny gatunek beztlenowy B. fragilis, co prowadzilo do
powstania infekcji krwi przez B. fragilis. Posocznica powodowana przez E. coli jest
w stanie zabi¢ pacjenta o wiele szybciej niz powolnie rozwijajaca si¢ infekcja krwi
z udziatem B. fragilis. Innym powodem, dla ktérego nie znano wczesniej tej choroby;,
jest fakt, ze az do lat 70. XX w. nie sadzono, ze jakiekolwiek bakterie beztlenowe sg
w stanie przezy¢ w (jak si¢ wydawalo) tlenowym srodowisku ludzkich tkanek i krwi.
Nie brano jednak pod uwage regiondw martwej tkanki, ktore w szybkim tempie sg
pozbawione tlenu ze wzgledu na utrate krwi. Takie beztlenowe $rodowisko moze
wystgpi¢ nawet w plucach [9], np. w przypadku zachlystowego zapalenia ptuc, rop-
niaka, ale najcze$ciej ropnia pluc, ktérego bakterie beztlenowe sg przyczyna nawet
w 80% przypadkéw, z przewaga izolatdw Prevotella melaninogenica, Fusarium
nucleatum, Peptostreptococcus spp. [15]. Zdrowa mikroflora jamy ustnej sktada si¢
gléwnie z fakultatywnie beztlenowych bakterii gram dodatnich, gléwnie ziarniakéw
(Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius). W chorobach przyzebia rownowaga
ta zostaje zachwiana i w miejscu styku zebow z dzigstem (tzw. kieszen przyzebia),
gdzie srodowisko jest beztlenowe, dochodzi do rozrostu gramujemnych obligatoryj-
nie beztlenowych pateczek, np. Porphyromonas gingivalis czy Prevotella spp. Gatunki
te wystepuja jako flora jamy ustnej, tworzac biofilmy. Produkuja proteazy i inne
enzymy degradujace tkanke, co moze doprowadzi¢ do reakcji zapalnej i w efekcie
do chorob dzigsel, a nawet utraty uzebienia u dorostych [6, 9].

Naukowcy sugeruja, ze inny gatunek zaangazowany w choroby przyzebia, Fuso-
bacterium nucleatum (gramujemny, obligatoryjny beztlenowiec), moze by¢ jednym
z czynnikéw odpowiedzialnych za wywotanie przedwczesnego porodu (tzn. przed
37 tygodniem ciazy). Hipoteza zaklada, Zze przez tkanke zapalng dzigsel bakteria
dostaje si¢ do krwiobiegu i przenosi si¢ razem z krwig do tozyska. Tam powoduje
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stan zapalny, przez co dziecko rodzi si¢ przedwczesnie. Inne Zrédla podaja, ze bak-
terie jamy ustnej wywotujace zapalenie dzigset (np. Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum, Prevotella oulorum) moga dosta¢ sie do krwiobiegu powodujac stan
zapalny naczyn krwionosnych, prowadzac do powstania chordb serca [9]. Uwaza sie
takze, ze codzienne mycie zebow znacznie zmniejsza ryzyko takich powiklan i jest
bezpieczniejsze i mniej kosztowne niz profilaktyczne stosowanie antybiotykoterapii,
ktdra zaleca si¢ tylko pacjentom z kategorii wysokiego ryzyka (chorujacym przewle-
kle, po inwazyjnych zabiegach chirurgicznych z ryzykiem wystgpienia bakteriemii,
u 0s6b z niedoborami odpornosci) [16, 17].

1.2. DIAGNOSTYKA INFEKCJI POWODOWANYCH BAKTERIAMI BEZTLENOWYMI

Diagnostyka w kierunku bakterii beztlenowych nie jest fatwa, ze wzgledu na
trudnosci hodowlane — bakterie beztlenowe maja wysokie wymagania wzrostowe.
Wymagaja obecnoséci czynnikdw wzrostu oraz obnizonego potencjatu oksydore-
dukcyjnego [3]. Ponadto cechuja sie diugim czasem generacji (hodowla in vitro
w temperaturze 37°C trwa zazwyczaj od 48h do kilku dni, a nawet tygodni). Izo-
lacja materialu z zainfekowanych lub zmienionych chorobowo miejsc wymaga
odpowiednich metod transportu i przechowywania prébek [18]. Z tych powodow
hodowla laboratoryjna beztlenowcéw jest kosztowna i nierzadko nie przynosi rezul-
tatow. Badania czgsto nalezy wielokrotnie powtarzad, a kazdy posiew niesie ryzyko
zanieczyszczenia probki tlenowcami lub wzglednymi beztlenowcami, z uwagi na
stosowane bogate media hodowlane. Diagnostyka infekcji powodowanych bakte-
riami beztlenowymi mozliwa jest dopiero po kilku dniach, dlatego terapia celowana
opdzniona jest w czasie. Leczenia nie ulatwia tez fakt, Ze opornos¢ bakterii na $rodki
bakteriobdjcze stale rosnie. W ciggu ostatnich trzydziestu lat znacznie zmalala wraz-
liwo$¢ bakterii beztlenowych na antybiotyki, zwlaszcza z grupy Bacteroides (wykaz
bakterii nalezacych do tej grupy zamieszczono w Tabeli 3). Pojawita sie oporno$é
nawet na najbardziej aktywne antybiotyki, tj. imipenem, piperacylina-tazobaktam,
tigecyklina, ampicylina-sulbaktam oraz metronidazol [19]. CLSI rekomenduje dwie
metody badania lekowrazliwosci bakterii beztlenowych: rozcienczen w agarze lub
mikrorozcienczen w bulionie. Metoda mikrorozcienczen nie jest zalecana dla bak-
terii bardziej wymagajacych czy wolnorosnacych, poniewaz moze dawaé niespdjne
i nierzetelne wyniki z powodu stabego wzrostu mikroorganizméw, co powodowane
jest nadmierng ekspozycja na tlen w czesci procedury. Stad CLSI zaleca metode
mikrorozcienczen tylko dla bakterii z grupy Bacteroides oraz dla C. perfringens,
ktére rosng stosunkowo szybko (ok. 48 h) i przezywaja ekspozycje na tlen (cho¢ nie-
mozliwa jest ich hodowla w warunkach tlenowych). Metoda rozcienczen w agarze
nie ma takich zastrzezen, pozwala na badanie wielu gatunkéw beztlenowych [19].
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1.3. POTENCJALNE MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA BAKTERII BEZTLENOWYCH
W MEDYCYNIE

Na przelomie XIX i XX wieku u pacjentéw z gangrena powodowang przez
Clostridium sp. zaobserwowano spontaniczng regresje nowotworu. Nieliczne prze-
prowadzane proby kliniczne nie wykazywaty jednak duzej wartosci onkolizy prze-
prowadzanej przez Clostridium sp. Obecnie rozw6j genetyki molekularnej i idace za
tym modyfikacje genomow bakteryjnych pozwalaja na zastosowanie terapii celowa-
nej bakteriami beztlenowymi, jako jednej z metod zwalczania nowotworéw. Uzyciu
beztlenowcéw sprzyja fakt, ze w tkance nowotworowej panuje beztlenowe $rodo-
wisko, w przeciwienstwie do tkanek zdrowych [20].

Kandydatem do wykorzystania w terapii nowotworowej jest takze niepatogenny
beztlenowiec Bifidobacterium bifidum. Gatunek ten, zawieszony w PBS i wstrzyk-
niety myszom z chorobg nowotworowg nie powodowat dodatkowych symptoméw,
a ponadto znikal ze zdrowych tkanek i organéw w ciggu 48-96 h, nastepnie kumu-
lujgc si¢ i namnazajac jedynie w tkance nowotworowej. Kolejne badania z uzyciem
metod molekularnych pozwolily na wprowadzenie do plazmidu Bifidobacterium
longum genéw kodujgcych deaminaze cytozyny, ktéra odpowiada za przeksztalce-
nie 5-fluorocytozyny — podawanego pacjentowi doustnie leku przeciwgrzybiczego
- w 5-fluorouracyl, lek antynowotworowy; pierwsze proby przeprowadzane na
modelach zwierzecych (myszy, szczury, malpy) wykazaty skutecznos¢ i brak efektow
ubocznych takiej terapii [20].

Jedna z proponowanych strategii terapeutycznych przeciwko chorobom zapal-
nym jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD) jest doustne podawanie fragmen-
towanych bakterii probiotycznych. Udowodniono, ze specyficzne beztlenowe lizaty
P, distasonis i skladniki jego komorki majg wlasciwosci antyzapalne. Zmniejszaja
produkcje cytokin prozapalnych, jak np. TNF-a, produkowany przez makrofagi,
takze IL-6, IL-10, IFN-y. Podawanie fragmentéw bakterii jest bezpieczniejsze niz
podawanie zywych bakterii, zwlaszcza dla pacjentéw powaznie chorych lub z obni-
zong odpornoscig. Moze zatem stanowi¢ nowe podejscie kliniczne wobec chronicz-
nych zapalen jelit [11].

1.4. CHOROBOTWORCZOSC BADANYCH GATUNKOW

1.4.1. Prevotella bivia

Obligatoryjnie beztlenowy gatunek Prevotella bivia (dawniej znany jako Bac-
teroides bivius [21] to gramujemna, niepigmentujaca paleczka, ktéra wystepuje
w jamie ustnej, gdzie moze by¢ przyczyng chordb przyzebia [22]. Rodzaj Prevotella
spp. bierze udziat w rozprzestrzenianiu si¢ opornosci na antybiotyki, gtéwnie beta-
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-laktamy (najcze$ciej przepisywane w medycynie i stomatologii) wsrod bakterii
wystepujacych w jamie ustnej, a takze w przestrzeni poddziastowej. Wraz z Fuso-
bacterium sp. stanowig gtéwne zrédlo beta-laktamaz [23, 24]. Jest sktadnikiem natu-
ralnej mikroflory dolnych partii ukladu rozrodczego. Ro$nie obficie w obecnosci
estrogenu [22, 25]. Ma zdolnos¢ adherencji i inwazji do komoérek epitelium szyjki
macicy, a co za tym idzie, jest zdolna powodowa¢ zakazenie wewnatrzmaciczne.
Kojarzona z bakteryjna waginoza (izolowana od 44% chorych). Jest takze izolowana
z krwi pacjentéw urodzonych przez cesarskie ciecie oraz u pacjentéw ze zdiagnozo-
wanym ostrym zapaleniem narzadéw miednicy mniejszej [4, 26]. Infekcja P. bivia
zwigksza ryzyko przedwczesnego porodu u ciezarnych kobiet, co zwigzane jest ze
zwigkszong produkeja prostaglandyn [27]. Moze takze powodowa¢ choroby u mez-
czyzn, np. ropnie pracia [24].

Poza ukladem moczowo-plciowym, zanotowano takze przypadki izolacji tego
gatunku z wysieku w optucnej i ropniakéw [21], a takze z kosci, stawdw, z lozyska
paznokcia, z meskich narzadéw rozrodczych, a takze z wsierdzia [27]. Nieleczone
infekcje P. bivia prowadza do powaznych schorzen, m.in. martwiczego zapalenia
powiezi, zapalenia szpiku lub septycznego zapalenia stawow [22]. P. bivia izolowana
jest z miejsc zakazenia jako jedyny patogen lub w powigzaniu z innymi (wzgled-
nymi lub obligatoryjnymi) beztlenowcami (infekcje mieszane), np. Bacteroides sp.,
Porphyromonas sp., Gardnerella vaginalis, Streptococcus constellatus [27]. P. bivia
i G. vaginalis wykazuja symbiotyczng zalezno$¢ i czesto powodujg mieszane infekcje
(oba gatunki izolowane sg razem u 59,1% kobiet z bakteryjng waginozg, oraz u 3,9%
kobiet zdrowych; oba gatunki czesto s3 znajdowane u pacjentek z rakiem szyjki
macicy). Patogennos$¢ P. bivia wzrasta przy obecnosci wzglednych beztlenowcow
[26] oraz tlenowcow [24]. Uznawana jest ona za pdznego kolonizatora, w przypadku
bakteryjnych waginoz [28]. Z drugiej strony obecno$¢ naturalnej flory pochwy, np.
rodzaju Lactobacillus, hamuje wzrost P, bivia [27]. Lactobacillus wykorzystuje flawo-
proteiny w reakgji utleniania, prowadzacej do powstania nadtlenku wodoru. P. bivia
nie ma peroksydazy katalazy, nie jest zatem w stanie wyeliminowac ze srodowiska
toksycznego dla niej nadtlenku wodoru [29].

P. bivia moduluje ekspresja prozapalnych cytokin, aktywuje produkeje lizoso-
malnych enzymoéw i zwigksza fagocytoze. Oprocz tego produkuje sjalidazy, ktore
degraduja mucyny i zwiekszaja adherencje bakterii, a takze uszkadzajg odpowiedz
zalezng od przeciwcial IgA, skierowang przeciwko wydzielanym przez bakterie
cytotoksynom [30]. Zwykle jest wrazliwa na klindamycyne, metronidazol, imipe-
nem i amoksycyline z kwasem klawulonowym [24].

1.4.2. Parabacteroides distasonis

P, distasonis jest gramujemng, obligatoryjnie beztlenowa paleczka, oporng na
2061¢, niesporulujaca. Wystepuje w jelicie grubym czlowieka, jako naturalna mikro-
flora, jest jednym z dwdch (obok B. thetaiotamicron) dominujgcych gatunkow
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beztlenowych gatunkéw gram ujemnych [4]. Po dostaniu si¢ do krwiobiegu moze
powodowa¢é stany patologiczne, zaréwno bakteriemie, jak i ropnie wewnetrzne
(w jamie brzusznej, mdzgu, watrobie, ptucach) [31]. Jego wzrost stymulowany jest
przez 20% z6¥¢. Posiada zdolno$¢ hydrolizy eskuliny [4, 24].

P. distasonis jest fenotypowo podobny do Bacteroides sensu stricto, ale filoge-
netyczne roznice dotyczace budowy metachinonu (jedna z form witaminy K, pro-
dukowana przez bakterie w jelitach, niezbedna w procesie tworzenia skrzepow)
spowodowaly zaklasyfikowanie go do rodzaju Parabacteroides, a nie Bacteorides
[31]. P. distasonis wywoluje zapalne stany jelit (np. choroba Le$niowskiego-Crohna,
wrzodziejgce zapalenie okreznicy), a takze infekcje krwi [11].

1.5. HYDROKSYAPATYTY I ICH BIOFUNKCJONALIZACJA ORAZ POTENCJALNE
ZASTOSOWANIE

Minerat apatyt jest fosforanem wapnia (ang. calcium phosphate, CaP), tworza-
cym agregaty mineralne, zwane fosforytami. Swiatowe zasoby fosforytéw sa duze,
cho¢ nieréwnomiernie rozmieszczone. W zaleznosci od stezenia jonéw OH', F, CI,
mamy do czynienia odpowiednio z: hydroksy-, fluoro- oraz chlorapatytami [32].

Uzupetnienia

kostne

Hydroksyapatyty

Systemy

Dostarczajace

Materiaty
dentystyczne

leki

Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy zastosowania hydroksyapatytow w medycynie [32]
Figure 2. Schematic illustration of medical applications of hydroxyapatite [32]

Obecnie apatyty wykorzystywane sg szeroko w jubilerstwie, rolnictwie, elektrotech-
nice, kosmetyce i przemysle [33], rzadziej w genetyce (do transfekcji) [34], jednak
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najwazniejsze jest ich zastosowanie w medycynie, farmacji i stomatologii [32]. Sta-
nowig obiecujacy material do zastosowania biomedycznego, ze wzgledu na swojg
wysoka specyficzno$¢ i czuto$é; sg nietoksyczne [35, 36]. Jednak ze wzgledu na ich
stabe wlasciwosci mechaniczne (kruchos¢ i brak elastycznosci), stosowanie hydrok-
syapatytu jako substytutu kosci jest ograniczone do miejsc, w ktorych nie bedzie on
poddany zbyt duzemu naciskowi [32, 37]. Schemat przedstawiajacy zastosowania
hydroksyapatytow w medycynie przedstawiono na Rysunku 2.

Fosforany wapnia sg gtéwnym nieorganicznym skladnikiem kosci oraz szkliwa
zebow. Nieorganiczne skladniki ko$ci zawierajg krysztaty hydroksyapatytéw (HAp,
ang. hydroxyapatite) o wzorze sumarycznym: Ca, (PO,) (OH),, o dtugoéci 100 nm,
szerokosci 20-30 nm i grubosci 3-6 nm [38]. HAp stanowig ok. 60-70% skladu
kosci [39]. Naturalne HAp i syntetyczne HAp roznig si¢ strukturg chemiczng i wta-
sciwosciami. Wigkszos¢ syntetycznych HAp jest stechiometryczna, a bioapatyty
cechujg sie wystepowaniem innych jonow, gtéwnie CO; (takze Na®, Mg*’, Fe™,
CI', F). Stosunek Ca/P (atoméw wapnia do atomow fosforu) w kosciach jest nizszy,
w poréwnaniu do syntetycznych HAp. Wartos$¢ ta ma znaczenie jesli chodzi o adhe-
zj¢ komorek, proliferacje oraz remodelowanie i formowanie kosci [40].

Bioapatyty stanowig nawet do 98% szkliwa zebdw (pozostate sktadniki to woda
i zwigzki organiczne, stanowigce 1-3% szkliwa) i az do 50% dentyny (oraz ok. 30%
zwigzkéw organicznych i ok. 20% wody) [34]. Poniewaz HAp powstaja w trakcie
biomineralizacji w organizmie czlowieka, wprowadzone do organizmu z zewngtrz
nie wywoluja nadmiernej reakcji immunologicznej. Dzigki tej biokompatybilno-
$ci z tkankami czlowieka, stosowane sg jako nosniki lekow [35], elementy plomb,
implantéw czy protez [32]. Znajduja zastosowanie w inZynierii tkankowej, planuje
sie takze uzycie ich jako markeréw, np. w obrazowaniu fluorescencyjnym, przy
udziale jonéw europu [38].

Oproécz biokompatybilnosci i zdolnoéci do biodegradacji, HAp wykazuja sie
takze optymalne dla zastosowania w nanomedycynie wlasciwo$ci mechaniczne
(Tab. 3), zwlaszcza jesli chodzi o ich sztywno$¢ i twardo$¢, podatno$¢ na biode-
gradacj¢ oraz wchlanianie (bioresorpcja, ang. bioresorbability). Tempo ich biore-
sorpcji moze by¢ zaprojektowane w zaleznosci od rozpuszczalnosci lub warunkéow
pH w organellach komdrkowych, co np. umozliwia stopniowe uwalnianie aktywnej
substancji, ktdrg s3 one domieszkowane. Nanomaterialy HAp majg porowatg struk-
ture, co jest korzystne przy domieszkowaniu, ze wzgledu na wieksza powierzchnie
oraz obecnos$¢ nanokanalikow, ktére moga pomiesci¢ duzg ilo$¢ substancji aktyw-
nej, a nastepnie ja stopniowo uwalnia¢, np. pod wplywem zmian pH [38].

HAp sa w stanie poprawia¢ wlasciwosci metalowych implantéw. Uzycie takich
materialéw ma swoje ograniczenia ze wzgledu na mozliwo$¢ uwalniania toksycz-
nych jonéw metali wskutek korozji; formowanie stabych wigzan chemicznych
z kosémi; ich kruchos¢ i nieoptymalne wlasciwosci mechaniczne. Hydroksyapatyty
zapobiegaja korozji poprzez tworzenie bariery ochronnej przeciwko rozpuszczeniu
jonéw metali, a mocne wigzania z ko$§¢mi sprzyjaja ich regeneracji [41]. Metalowe
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implanty, w przeciwienstwie do HAp, nie sa wchlaniane ani aktywne biologicznie,
a po pewnym czasie si¢ zuzywaja i nalezy je wymieni¢ chirurgicznie [42]. Aktyw-
no$¢ biologiczna HAp polega na tym, ze w warunkach in vivo tworza bezposrednie
wigzanie pomiedzy implantem a ko$cig (osseointegracja), co wspomaga odbudowe
kosci w celu utatwienia procesu gojenia [34, 43]. Wlasciwosci czastek fosforanow
w wymiarze nano i mikro/makro poréwnano w Tabeli 3.

Tabela 3. Poréwnanie wlasciwosci czastek fosforanéw wapnia nano-, mikro- i makrowymiarze [34, 44]
Table 3. Comparison of the hydroxyapatite properties in nano, micro and macro scales [34, 44]

Nanoczastki CaP Mikro-, makroczastki CaP

Resorpcja podobna jak u bioapatytéw obecnych
w koéciach

Resorpcja rozni sie od resorpcji kosci

Moze inhibowa¢ demineralizacje Nie ma wplywu na demineralizacje

Duzy stosunek powierzchni do objetosci dzieki porowatej

Niewielki stosunek powierzchni do objetosci
strukturze

Wieksza bioaktywnos¢ (zwiekszona osseointegracja i wigksza

Mniej ioakd §¢
adhezja osteoblastow) niejsza bioaktywnos¢

Wieksza rozpuszczalno$é, a tym samym bioresorpcja in vivo | Mniejsza rozpuszczalno$¢ i bioresorpcja

Mozliwo$¢ rozwoju w roztworze (np. dojrzewanie) podobne

do rozwoju kosci Stabilnose

Wyzsza spiekalnos¢ Mniejsza podatno$¢ na spiekanie
Bardziej szorstkie Mniej chropowate

Lepsze zwilzanie (mniejszy kat zwilzania) Stabe zwilzanie (wigkszy kat zwilzania)
Srednica poréw ok. 6,6 A Srednica porow ok. 19,8-31 A
Wieksza adsorpcja substancji Mniejsza adsorpcja substancji

Ostatnie badania wykazuja, ze hydroksyapatyty moga inhibowaé wzrost
komorek nowotworowych [37]. Mechanizm dzialania przeciwnowotworowego nie
jest jeszcze dobrze poznany, ale uwaza sig, ze ma on zwigzek z endocytozg przez
komorki nowotworowe, a takze z inhibicja syntezy biatek poprzez akumulacje HAp
w retikulum endoplazmatycznym [38]. Nanoczasteczki HAp (w przeciwienstwie do
mikroczasteczek) moga silnie indukowa¢ apoptoze komdrek watrobiaka, stad roz-
waza si¢ jego potencjalne zastosowanie jako srodka przeciwnowotworowego [45].
Hydroksyapatyty nie posiadaja wlasciwosci antybakteryjnych, dlatego po znalezie-
niu si¢ nanomaterialéw hydroksyapatytowych w organizmie moze nastapi¢ adhezja
biofilmu do powierzchni HAp [43]. Zwigzki te jednak moga fatwo ulec nasyceniu
réznymi antybakteryjnymi substancjami (np. lekami, antybiotykami) lub jonami
srebra, dzigki swojej mikroporowatej strukturze [32]. Apatyty moga akceptowac
zaréwno kationowe, jak i anionowe domieszki [37]. Implanty o wlasciwosciach
antybakteryjnych zmniejszajg czas leczenia pacjenta i zwiekszaja wydajno$¢ terapii
przez zmniejszanie srodkéw ubocznych leczenia [43]. W inzynierii biomateriato-
wej stosuje si¢ takze jony magnezu, w celu polepszenia osseointegracji (zespolenia
wszczepu z koscig), z kolei jony manganu sprzyjaja proliferacji osteoblastow i zwiek-
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szaja biokompatybilno$¢ zwigzku [32]. Aby poprawi¢ site mechaniczng hydroksy-
apatytow, domieszkuje sie je cynkiem, strontem, tytanem [37].

1.5.1. Antybiotyki w inZynierii biomaterialowej: metronidazol i tinidazol

Wrlasciwosci bakteriobdjcze moze nada¢ hydroksyapatytom domieszkowanie
czynnikami o charakterze antybakteryjnym, np. antybiotykami, takimi jak metroni-
dazol i tidazol z grupy 5-nitroimidazoli (strukture chemiczng metronidazolu przed-
stawiono na Rysunku 3.) [46]. Jest to antybiotyk znany od lat 50. XX w., poczagtkowo
wykorzystywany do leczenia zakazen pierwotniakami. Dopiero po 10 latach zorien-
towano sig, Ze ma on takze szerokie dzialanie bojcze wobec bakterii beztlenowych
[47]. Wynika to z tego, ze substancja ta jest aktywna tylko przy niskim potencjale
oksydoredukcyjnym w srodowisku [7]. Jest jednym z najcze$ciej uzywanych anty-
biotykéw w periodontologii, w leczeniu choréb przyzebia [23], a takze w przypadku
choréb zapalnych jelit [47], a takze profilaktycznie - w zabiegach chirurgicznych
jelit (ochrona przed oportunistycznymi zakazeniami sktadnikami mikroflory) [7].
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Rysunek 3. Chemiczna struktura metronidazolu
Figure 3. Chemical structure of metronidazole

Metronidazol wnika do komorki bakteryjnej, gdzie nastepuje jego aktywacja
i rozpad na mniejsze czasteczki przez proces redukeji grupy nitrowej leku. Proces
ten przeprowadzajg skladniki transportu elektronéw, np. ferredoksyny. Powstajace
w ten sposob cytotoksyczne pochodne dziataja destrukcyjnie na material gene-
tyczny, wprowadzajac cigcia w DNA lub RNA, co powoduje $mier¢ komorki [7, 48].

Opornos¢ na metronidazol wynika z syntezy przez bakterie pomp efflux lub
z rozktadu antybiotyku, ale nie na cytotoksyczne pochodne lecz na nietoksyczne dla
komorki bakteryjnej czasteczki. Opornos¢ na metronidazol wigze sie z obecnoscia
genoéw nim (nimA, nimB, nimC, nimD), ktére koduja reduktaze nitro imidazolu
[23]. Przeprowadza ona redukcje 5-nitroimidazolu do 5-amino pochodnych [48].

Innym antybiotykiem z grupy 5-nitroimidazoli, stosowanym zamiennie
zmetronidazolem, jest tinidazol (strukture chemiczng przedstawiono na Rysunku 4).
Uzywany jest w leczeniu chordb jamy ustnej zaréwno pierwotniaczych, jak i bakte-
ryjnych - skuteczny wobec Bacteroides spp., G. vaginalis, Prevotella spp. [46].

Jego mechanizm dzialania jest taki sam jak u innych 5-nitroimidazoli, tzn.
in vivo nastepuje rozpad zwigzku na mniejsze czasteczki o wlasciwosciach cytotok-
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sycznych. Efektem dzialania tych pochodnych jest kowalencyjne ich przylaczanie do
DNA, co skutkuje utratg struktury helisy, a tym samym utratg funkcji i przerwaniem
nici, w efekcie powodujac $mier¢ komorki [49].
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Rysunek 4.  Chemiczna struktura tinidazolu
Figure 4. Chemical structure of tinidazole

Tinidazol, w poréwnaniu do metronidazolu, jest lepiej tolerowany przez
pacjentéw, ma dwa razy dluzszy okres pdttrwania (12-14 h, dzieki czemu wystarczy
zazywac go raz dziennie [50]) i ma mniej szkodliwe skutki uboczne (metronidazol
moze powodowa¢ ataksje, zawroty glowy, konwulsje, neuropati¢ obwodowa, nud-
nosci, wymioty, metaliczny posmak, anoreksje, biegunke [18]). Ze wzgledu na far-
makokinetyke tinidazolu, rozwaza si¢ stosowanie go jako leku pierwszego wyboru,
majgc przy tym na uwadze badania pokazujgce wyzszy wskaznik wyleczen pacjen-
tow w terapii tinidazolem (w poréwnaniu do metronidazolu), np. w leczeniu bak-
teryjnych waginoz [49, 51]. Tinidazol potencjanie moze by¢ stosowany w leczeniu
infekcji szczepami opornymi na metronidazol [49].

1.5.2. Jony i nanoczastki srebra w inzynierii biomaterialowej

W celu nadania materiatom wlasciwosci bakteriobdjczych, wykorzystuje sie
jony srebra, cynku lub miedzi, jako sktadnikéw domieszkujacych apatyty [32, 35].
Substytuty jonowe moga wplywac na strukture krysztalow, krystaliczno$¢, fadunek
powierzchniowy, rozpuszczalnos$¢ i inne wlasciwosci, prowadzac do zmian w wydaj-
nosci [37].

Zaletg stosowania srebra jest fakt, ze nie obserwuje sie wystepowania reakcji
alergicznej na srebro, w przeciwienstwie do antybiotykéw. Takze pojawienie sig
wsrod bakterii opornosci na srebro nie jest tak czeste, jak w przypadku antybioty-
kow, zwlaszcza jedli stosuje sie jego biokompozyty [53]. Obecno$¢ srebra na powtoce
HAp zapobiega adhezji bakterii do implantéw, co jest kluczowe, zwlaszcza w ciagu
pierwszych tygodni od zabiegu chirurgicznego, kiedy ryzyko zakazenia jest naj-
wieksze. Potem wla$ciwosci bakteriobdjcze materiatu znacznie malejg [52].

Mechanizm dzialania wymienionych jonéw polega na wnikaniu do wnetrza
komorki bakteryjnej i wptywu na synteze ATP oraz zaburzanie syntezy DNA. Inny
mechanizm polega na gromadzeniu jonéw w $cianie komdrkowej bakterii, w efekcie
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zmienia si¢ jej przepuszczalnos¢ — stopniowe uwalnianie bialek i lipopolisachary-
doéw. Zaburzenie transportu substancji ostatecznie prowadzi do $mierci komorki.
Trzeci mechanizm dzialania tych jonéw opiera si¢ na indukcji ROS, ktdre taczg sie
z elementami btony i $ciany komorkowej, a takze organelli wewnetrznych, prowa-
dzac do nieodwracalnych zmian [32].

Jony srebra wykazuja dzialanie hamujace wzrost bakterii przez wigzanie
z grupami tiolowymi -S-H w bialkach, prowadzac do powstania wigzania -S-Ag.
W efekcie dochodzi do denaturacji bialek waznych pod wzgledem funkcjonalnym
i strukturalnym. Ponadto jony srebra hamujg replikacje DNA w komorce, zwigk-
szajac produkcje ROS. W efekcie ich dzialania §ciana komoérkowa ulega obkurcze-
niu, a jednoczesnie zwieksza si¢ jej przepuszczalnosé, co doprowadza do wyptywu
zawarto$ci komorki i powoduje jej Smier¢. Ze wzgledu na réznice w budowie $ciany
komorkowej bakterii, Ag:HAp dzialajg efektywniej na bakterie gram-ujemne niz
na gram-dodatnie. Badania wykazaly, ze Ag:HAp moga by¢ toksyczne nie tylko
w stosunku do mikroorganizmodw, ale i wobec komorek ssakéw hamujac ich wzrost.
Nalezy zatem tak dobral stezenie jonow, aby wykazaly jak najwyzsza skuteczno$é
wobec patogendw i jak najmniejszg toksycznos¢ dla czlowieka [32, 54].

biatko blona cytoplazmatyczna

iy
W _ uszkodzenia DNA
zaburzenia Iy

blony oksydacja
komponentow
AV komorkowych

%/‘/UT)

reaktywne
formy tlenu

uwolnienie
jonéw metali

produkeja :
reaktywnych e zaburzony transport
form tlenu transmembranowy elektronow

Rysunek 5. Schemat antybakteryjnego dziatania nanoczastek i jonow [32]
Figure 5. Proposed mode of antimicrobial activity of nanoparticles and metal ions [32]

Hydroksyapatyty mozna domieszkowa¢ nie tylko jonami, ale pokrywac je
nanoczasteczkami srebra [55]. Takie biokompozyty cechujq si¢ wieksza rozpuszczal-
noscia. Podobnie jak jony srebra, maja one aktywnos¢ bakteriobdjcza, a dodatkowo
przyspieszajg gojenie ran. Nanoczasteczki srebra (AgNPs), w poréwnaniu do jonow
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srebra, majg mniejsza toksycznos$¢ dla cztowieka, wigkszy stosunek powierzchni do
objetosci i cechujg sie wyzsza bakteriobdjczoscia. Niektore badania jednak sugeruja,
ze AgNPs mogg wchodzi¢ w interakcje z mitochondriami lub szlakiem indukcji
apoptozy, co moze by¢ cytotoksyczne [56].

Rysunek 6. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego, przedstawiajace hydroksyapatyt (HAp) oraz
probke hydroksyapatytu z imoblizowanym srebrem (HAp/Ag’) [55]
Figure 6. TEM images of hydroxyapatite (HAp) and hydroxyapatite immobilised with silver (HAp/Ag") [55]

Badania zaréwno na gramujemnych, jak i na gramdodatnich bakteriach
wykazaly, ze AgNPs s3 bardziej wydajne (jesli chodzi o wlasciwosci antybakte-
ryjne); majg ok. 1,4-1,9 razy silniejsze dzialanie antybakteryjne niz jony srebra
[53].

Whasciwosci antybakteryjne AgNPs opieraja si¢ na niszczeniu bton bakteryj-
nych, inhibicji replikacji DNA (poprzez powodowanie jego kondensacji), inhibi-
cji syntezy biatek lub ich wlasciwosci enzymatycznych (poprzez interakeje srebra
z grupami tiolowymi), oraz przez zmiany w reakcjach oddychania komoérkowego
[53]. Mechanizmy te dzialajg synergicznie, co skutkuje niewielka opornoscia
bakterii na AgNPs; co wigcej: AgNPs moga z tego wzgledu stanowi¢ skuteczng
metode eradykacji biofilméw. Ponadto, AgNPs maja dziatanie przeciwwirusowe
i przeciwzapalne, co jest kolejng zaleta w poréwnaniu z antybiotykami [56]. Sche-
mat antybakteryjnego dziatania nanosrebra przedstawiono na Rysunku 6.

Rozmiar i ksztalt AgNPs majg duzy wplyw na ich aktywno$¢ bakteriobdjcza.
Im mniejsza jest czasteczka, tym wiekszy jest jej stosunek powierzchni do obje-
tosci, tym samym sg one bardziej efektywne w dzialaniu przeciwbakteryjnym.
AgNPs o ksztalcie trojkatnym (ang. triangular) inhibujg wzrost bakterii w mniej-
szych stezeniach niz sferyczne AgNPs (ang. spherical), a najstabsza aktywnosciag
cechuja sie czasteczki o ksztalcie rurek (ang. nanorods) [53].
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Nanoczasteczki znajduja obecnie zastosowanie w produkcji implantow
naczyniowo-sercowych, cewnikéow do wklucia centralnego, cewnikéw neuro-
chirurgicznych, cementu kostnego i opatrunkéow [56]. Badania wykazaly, ze
cement kostny zawierajacy nanosrebro ma najwigkszg aktywno$¢ bakteriobdjcza,
w poréwnaniu do cementu domieszkowanego gentamycyng i cementu niedo-
mieszkowanego. Wykazano réwniez, ze dobrym materialem stabilizujacym nano-
czasteczki srebra jest tiopronina, ktora ani nie wplywa na wtasciwosci cementu,
ani na cytotoksycznos¢ [52].

2. MATERIALY I METODY

2.1. PODLOZA I WARUNKI HODOWLI

Do izolacji i hodowli bakterii beztlenowych, ze wzgledu na ich wysokie wyma-
gania odzywcze, zostaly uzyte podloza firmy Biomerieux: Agar Brucella (BBA)
z krwig, SCS Agar Schaedlera z 5% krwi baraniej, bulion Schaedlera z witaming
K3 oraz uzywany do izolacji i hodowli bakterii tlenowych Columbia Agar z krwia
(COS), ktorych sklad przedstawiono w Tabelach 4-7. Do wzbogacenia bulionu SCS
uzyto 50% lizatu krwi konskiej (LHB 50%), przygotowanego z jalowej krwi konskiej
otrzymanej z firmy ProAnimali.

Tabela 4. Sktad podtoza statego SCS wg danych producenta

Table 4. Composition of SCS medium
Sktadnik Zawarto$¢

Pepton kazeinowy (wolowy) 57¢g
Pepton sojowy lg
Pepton miesny (wolowy lub wieprzowy) 5¢
Wyciag drozdzowy 5g
Dekstroza 583¢g
Chlorek sodu 1,7g
Tris (hydroksymetylo) aminometan 3g
Hemina (wotowa lub wieprzowa) 0,0l1g
L-cystyna 0,40 g
Witamina K3 (menadion) 0,0005 g
Agar 135¢g
Krew (barania) 50 ml
Oczyszczona woda 11
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Tabela 5. Sktad podloza statego BBA wg danych producenta

Table 5. Compositions of BBA medium
Skfadnik Zawarto$¢

Pepton kazeinowy (wolowy) 10g
Pepton miesny (wolowy lub wieprzowy) 10g
Wyciag drozdzowy 2¢g
Glukoza lg
Chlorek sodu 5¢g
Wodorosiarczyn sodu 01lg
Hemina (wieprzowa) 0,005 g
Witamina K1 0,001 g
Agar 15¢g
Krew (barania) 50 ml
Oczyszczona woda 11

Tabela 6. Sktad podloza statego COS wg danych producenta

Table 6. Composition of COS medium

Sktadnik Zawarto$¢

Pepton miesny i kazeinowy (wotowy lub wieprzowy) 10g
Hydrolizat biatek zwierzecych (wotowy lub wieprzowy) 10g
Wyciag sercowy (wotowy lub wieprzowy) 3g
Skrobia kukurydziana lg
Chlorek sodu 5¢g
Agar 135g
Krew (barania) 50 ml
Oczyszczona woda 11

Tabela 7. Sktad bulionu SCS wg danych producenta

Table 7. Composition of SCS broth

Sktadnik Zawarto$¢

Pepton kazeinowy (wolowy) 82¢g
Glukoza 58¢g
Wyciag drozdzowy 5¢g
Tris (hydroksymetylo) aminometan 3g
Pepton miesny (wolowy lub wieprzowy) 25g
Chlorek sodu 1,7g
Pepton sojowy lg
K2HPO4 08¢g
L-cysteina 04g
Hemina (wieprzowa) 0,0lg
Witamina K3 05g
Oczyszczona woda 11

W celu uzyskania atmosfery beztlenowej, postuzono sie generatorami do
hodowli bakterii beztlenowych firmy Biomerieux: GENboxanaer i GENbox CO,
(Tab. 8), umieszczanych w GENbagach firmy Biomerieux. Hodowla odbywata si¢
w cieplarce laboratoryjnej, w temperaturze 36°C +1.



BADANIA NANOKOMPOZYTOW HYDROKSYAPATYTOWYCH WOBEC BAKTERII BEZTLENOWYCH 437

Tabela 8. Teoretyczny sklad atmosfery uzyskiwanej w GENbagu dzigki zastosowaniu GENbokséw w opar-
ciu o dane producenta
Table 8. Composition of the atmosphere after GENbag usage
Stezenie tlenu Stezenie dwutlenku wegla
GENboxanaer <0,1% po2,5h >15% po 24 h
GENbox CO, Nie wystepuje 0d3,5do9% po24h

Przechowywanie hodowli w zamrozeniu odbywalo si¢ w probéwkach CRYO-
-BILLES firmy Biomerieux, przy uzyciu zamrazarek laboratoryjnych RevCo, utrzy-
mujacych temperature —70°C.

2.2. TESTOWANE GATUNKI BAKTERII

Badane gatunki bakterii beztlenowych Prevotella bivia i Parabacteroides dista-
sonis to szczepy kliniczne, wyizolowane z kanatéw z¢bowych.

Prevotella bivia na podtozu BBA ro$nie w postaci drobnych, bialych, okraglych
kolonii, o $rednicy okolo 0,5 do 1,5 mm, réwnym brzegu i kruchej konsystencji.
Powierzchnia kolonii jest gtadka i btyszczgca, lekko wzniesiona ponad powierzchnie
plytki.

Parabacteroides distasonis tworzy na podlozu BBA bardzo drobne, nieprzejrzy-
ste, gladkie i blyszczace kolonie o $rednicy ok. 0,3 mm, nieprzekraczajacej 1 mm,
i charakterystycznym nieprzyjemnym zapachu.

2.3. TESTOWANE ZWIAZKI ANTYBAKTERYJNE

Zwigzki chemiczne, na ktérych dzialanie wystawiano bakterie, zostaly zsynte-
zowane w Instytucie Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych Panstwowej Aka-
demii Nauk we Wroclawiu. Ich nazwy oraz charakterystyke makroskopowa zebrano
w Tabeli 9.
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Tabela 9. Zwigzki antybakteryjne zastosowane w badaniach
Table 9. The tested antibacterial compounds
Nazwa zwiazku Opis wygladu

Metronidazol Bialy proszek
Tinidazol Bialy proszek
Metronidazol + HAp Bialy proszek
Tinidazol + HAp Bialy proszek
Ag0 + HAp Brazowo-szary proszek
Ag+ + cytrynian sodu + HAp Szary proszek
Ag 5% + HAp Bialy proszek
Ag 5% + Eu 1% + HAp Bialy proszek

Oznaczenia: HAp - hydroksyapatyt; Ag - srebro, Eu** - jon europu.

2.4. LIZA KRWI KONSKIE]J

Krew konska zostala uzyta w badaniach w celu wzbogacenia bulionu SCS
i poprawienia warunkéw hodowli bakterii bezwzglednie beztlenowych. Przygoto-
wana byla wedtug procedury CLSI (M7, sekcja 7.1 z 2007r.). Krew (100 ml) pobrana
od zwierzecia do chwili przystgpienia do przygotowywania lizatu przechowywano
w temperaturze 4°C. W celu optymalizacji procesu lizy komorek, krew przenie-
siono w objetosci 20 ml do pieciu jatowych falkonéw i zamrozono w —20°C na 24 h.
Nastepnie przeprowadzono lize elementéw morfotycznych krwi przez naprzemien-
nie rozmrazanie (2-4 h) i ponowne zamrazanie (24 h). Procedure przeprowadzono
siedmiokrotnie.

Efektywno$¢ lizy sprawdzono mikroskopowo przygotowujgc preparat mokry
i obserwujac pod mikroskopem $wietlnym. Brak widocznych elementéw morfo-
tycznych (erytrocytéw) pozwolil na zakonczenie procesu lizy. W kolejnym kroku
do kazdego falkonu dodano 50 ml wody miliQ, w celu rozcieniczenia krwi w sto-
sunku 1:1. Tak otrzymany roztwdr przemieszano kilkukrotnie poprzez inwersje. Po
szczelnym zamknigciu, falkony zwirowano w 5000 rpm przez 30 minut. Nastepnie
ostroznie, nie naruszajac osadu, rozlano supernatant po 4 ml do jatowych probo-
wek. Tak przygotowane préby przechowywano w temperaturze —20°C. Pozostaty
we falkonach osad zostal zutylizowany zgodnie z procedurg utylizacji materialow
medycznych.

2.5. PRZECHOWYWANIE SZCZEPOW BAKTERII

Po inokulacji $wiezej (18-24 godzinnej) hodowli do probéwki CRYO-BILLES
iich zawieszeniu i adhezji (przez kilkakrotne odwrdcenie probdwki) do porowatych
kulek polistyrenowych, usunieto nadmiar obecnego w niej ptynu kriokonserwacyj-
nego. Po szczelnym zamknieciu probowki, szczepy przechowywano w temperatu-
rze -70°C. W warunkach aseptycznych, po otwarciu probowki, pobierano eza od
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jednej do pigciu kulek polistyrenowych bezposrednio na podloza state lub ptynne.
Po rozprowadzeniu bakterii po podlozu BBA lub SCS, ptytki inkubowano w 37°C
przez 48-72 h w warunkach beztlenowych, zapewnionych obecnoscia GENboxu
w szczelnie zamknietym GENbagu. W celu weryfikacji czysto$ci szczepu i asep-
tycznosci pracy, rownolegle zakladano hodowle kontrolng w warunkach tlenowych,
tj. na pozywce COS, ktdra inkubowano w 37°C przez 24-72 h; brak wzrostu bak-
terii na pozywce COS potwierdzal brak zanieczyszczen bakteriami tlenowymi lub
wzglednymi beztlenowcami. Analogicznie do wyzej opisanej procedury, hodowle
odmladzano takze z powodzeniem z plytek przechowywanych w GENbagu, w tem-
peraturze 4°C.

2.6. PRZYGOTOWANIE SZEREGU MIKROROZCIENCZEN ZWIAZKOW
ANTYBAKTERYJNYCH

Metodyka pracy opiera si¢ na normie CLSI M11-A8 [19], ktora opisuje referen-
cyjne procedury dla okreslenia minimalnego stezenia hamujacego wzrost (MIC) dla
bakterii beztlenowych metodg rozcienczen w agarze lub mikrorozcienczen w bulio-
nie. Pierwszym krokiem jest odwazenie badanej substancji tak, aby stworzy¢ roz-
twor w bulionie o dwukrotnie wyzszym stezeniu niz pozadane. Tak przygotowany
roztwor moze by¢ uzyty do utworzenia kolejnych rozcieficzen w postepie geome-
trycznym (schemat postepowania przedstawiony w Tabeli 101 11).

Tabela 10.  Schemat szeregu rozcienczen
Table 10. Schematic prepared dilution
Pobrana ze , . .
Nr probowki oi?;fim?] zrédla objetos¢ Ko?gsf)c,w[jn(ﬁ) 2 Zrodlo rofc(i)grz:;:;ie
roztworu [ml]
0 (stock) 3 Nd. 3 Nd. Nd.
1 1 1 2 Stock 1:1
2 1,5 0,5 2 Stock 1:3
3 3,5 0,5 4 Stock 1:7
4 1 1 2 Probéwka 3 1:1
5 1,5 0,5 2 Probowka 3 1:3
6 35 0,5 4 Probowka 3 1:7
7 1 1 2 Probowka 6 1:1
8 1,5 0,5 2 Probéwka 6 1:3
9 3,5 0,5 4 Probowka 6 1:7
10 1 1 2 Probéwka 9 1:1
11 1,5 0,5 2 Probowka 9 1:3
12 3,5 0,5 4 Probowka 9 1.7
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Przygotowane 12 probowek odpowiada 12 kolumnom plytki titracyjnej; numer
probowki odpowiada numerowi kolumny na plytce, do ktoérej roztwor bedzie
dodany. Tak przygotowane rozcieficzenia zwigzku w bulionie zostaly przeniesione
do dotkéw A-G za pomoca pipety, po 180 ul do kazdego dotka. Rzad H przypisano
kontrolom dodatnim i ujemnym hodowli. Kontrol¢ dodatnig stanowita pozywka
(180 ul bulionu + 20 ul LHB 50%) oraz szczep (20 ul). Kontrole ujemne stanowily:
kontrola jalowosci krwi (180 ul bulionu + 20 ul LHB 50%) oraz kontrola jalowosci
bulionu (180 ul bulionu).

Tabela 11.  Schemat plytki titracyjnej, gotowej do inkubacji

Table 11. Schematic preparation of microplate for incubation
12 s Ja s s |7 s o Jw [u |
A Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50%
B Szereg rozcienczen zwiazku w bulionie SCS + LHB 50% + Prevotella bivia
C Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Prevotella bivia
D Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Prevotella bivia
E Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Parabacteroides distasonis
F Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Parabacteroides distasonis
G Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Parabacteroides distasonis
H Bulion SCS + LHB 50% | Bulion SCS + LHB 50% | Bulion SCS + LHB 50% | Bulion SCS
+ P, bivia + P, distasonis

2.7. INOKULACJA I INKUBACJA PLYTKI TITRACYJNE]J

W celu inokulacji plytki testowanymi bakteriami i probami, konieczne jest
ustalenie odpowiedniej gestosci optycznej (OD) roztworu bakterii w ptynie fizjo-
logicznym za pomoca skali McFarlanda (McF). Z czystej hodowli pobierano
jalowa wymazdéwka lub eza kolonie i przygotowywano zawiesing bakterii w plynie
fizjologicznym (min. 2 ml). Po ustaleniu gestosci optycznej na poziomie 0,5 McE,
odpowiadajacej 1, 5- 10° cfu/ml, przygotowana zawiesine bakteryjna rozcieficzano
dziesi¢ciokrotnie, a nastepnie inokulowano odpowiednie dotki na plytce titracyjne;j
20 ul zawiesiny bakterii. Ptytke nastepnie inkubowano przez 48 h w cieplarce z tem-
peraturg 37°C, w warunkach beztlenowych, zapewnionych szczelnym GENbagiem
z GENboksem.

2.8. ODCZYT WYNIKOW

Odczytu dokonano wizualnie, po 48 h inkubacji w temperaturze 37°C, zgod-
nie z wytycznymi normy M11-A8 CLSI [19]. Minimalne stezenie hamujace wzrost
(MIC) odpowiada najnizszemu stezeniu srodka bakteriobojczego, przy ktérym juz
nie obserwuje si¢ wzrostu bakterii. Minimalne stezenie béjcze (MBC) odpowiada
najnizszemu stezeniu, przy ktérym ginie 99,9% drobnoustrojow.
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W celu okreslenia warto$ci MBC, posiewano po 10 ul hodowli na podloze BBA
lub SCS (zamiennie). Nastepnie po 48h inkubacji w 37°C, liczono wyroste kolonie.
MBC odpowiada 99,9% zabitych komoérek bakterii.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

W efekcie przeprowadzonych doswiadczen wyznaczono zakres wrazliwo-
$ci bakterii beztlenowych na testowane kompozyty hydroksyapatytowe. Z otrzy-
manych rezultatow wynika, Ze obecno$¢ hydroksyapatytu podnosi skuteczno$é
zastosowanych antybiotykéw (metronidazolu i tynidazolu) wobec Prevotella bivia
i Parabacteroides distasonis. Tinidazol immobilizowany na HAp jest ponad 6 tysiecy
razy skuteczniejszy wobec P. distasonis, niz sam wolny antybiotyk. Wobec P. bivia
nieimmobilizowany tinidazol okazal si¢ 200 razy mniej skuteczny niz bionano-
kopozyt tinidazolu (Rys. 7). Wyniki uzyskane dla metronidazolu potwierdzaja, ze
hydroksyapatytowy bionanokompozyt metronidazolu jest bardziej aktywny bakte-
riobdjczo niz wolny antybiotyk, zaréwno wobec P. distasonis i P. bivia. Ridi i in.
[38] tlumaczg ten fakt unikalnymi wlasciwos$ciami nanomaterialow, ktére rzutuja na
wysoka biologiczng skutecznos¢ i specyficznosé. Bionanokompozyty hydroksyapa-
tytowe domieszkowane srebrem wykazujg skutecznos¢ wobec testowanych bakterii
beztlenowych w bardzo wysokich stezeniach (powyzej 40 mg/ml, w zaleznosci od
zastosowanej formy kompozytu i rodzaju bakterii), co w praktyce oznacza warto$ci
niemozliwe do osiggniecia w warunkach in vivo.

tinidazol + HAp
tinidazol
metronidazol + HAp

metronidazol

0 0,05 0,1 0,15 0,2
metronidazol  metronidazol + HAp tinidazol tinidazol + HAp
m P. distasonis 0,019 0,003 12,5 0,002
W P. bivia 0,01 0,0015 0,2 0,001

Rysunek 7. Wartosci MIC dla wolnych metronidazolu i tinidazolu oraz kompozytéw imobilizowanych tymi
antybiotykami [mg/ml]
Figure 7. MIC values for metronidazole, tinidazole and compounds immobilised with them [mg/ml]

Obecnie jednym z gléwnym probleméw medycyny jest narastanie opornosci
bakterii na antybiotyki. Wiele czynnikéw przyczynia si¢ do powstania szczepow
opornych; jednym z gléwnych jest wysoka plastyczno$¢ genetyczna bakterii — tatwo
nabywaja mutacje, ponadto majg mozliwo$¢ przekazywania gendéw opornosci
poprzez horyzontalny transfer genéw, nie tylko pomiedzy osobnikami tego samego
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gatunku, ale nawet pomiedzy réznymi rodzajami. Wilson zauwaza, ze narastanie
opornoéci na antybiotyki jest $cisle zwigzane z ich naduzyciami - sa stosowane
w rolnictwie jako suplement dla zwierzat, a w medycynie nadmiernie przepisywane
pacjentom w terapii antybakteryjnej [9]. Wedlug badan prowadzonych przez Konde
i wsp. wynika, ze stomatolodzy przepisuja swoim pacjentom 7-11% wszystkich
powszechnie stosowanych antybiotykéw; 66% dentystéw dziecigcych przepisuje
antybiotyki dla schorzen jamy ustnej, dla ktérych nie potrzeba rutynowej antybio-
tykoterapii [16].

Z kolei Wilson i Napora wykazujg zasadnos¢ stosowania profilaktyki anty-
bakteryjnej, w przypadkach, gdy zapobiega to powaznym chorobom bakteryjnym
(tj. bakteriemia, sepsa, zapalenie wsierdzia), ktérych niebezpieczenstwo niosa ze
sobg réznorodne zabiegi dentystyczne, zwlaszcza u 0séb z grupy wysokiego ryzyka
[9, 17], czyli:

o chorujagcych przewlekle (np. miazdzyca, marskos¢ watroby, AIDS);

o po inwazyjnych zabiegach chirurgicznych z ryzykiem wystapienia bakterie-

mii, np. u pacjentéw po wszczepieniu zastawki;

» z niedoborami odpornosci (dzieci, osoby starsze, kobiety w ciazy lub osoby

po immunosupresji czy chemioterapii).

Ze statystyki zabiegéw dentystycznych (Napora i in.) wynika, ze bakteriemia
moze wystapi¢ nawet w 100% przypadkéw podczas ekstrakcji mnogich, w ponad
potowie przypadkow podczas ekstrakeji pojedynczych, a takze w co trzecim przy-
padku leczenia endodontycznego [17]. Autorzy jednak zwracaja uwage na to, ze
u 0s6b z grupy niskiego ryzyka bakteriemia po zabiegach stomatologicznych trwa
do 30 minut i nie zagraza wystapieniu powiklan.

Soares wykazuje wzrost zainteresowania wykorzystaniem hydroksyapatytow
w medycynie. Pelnig one wazng role w stomatologii przy leczeniu miazgi zebowej
oraz nadwrazliwosci zebiny, s zwiazane z ekspozycjg kanalikow zgbowych [48].
Hydroksyapatyt jest obecny w pascie do zebdw i w zelach dentystycznych. Zmniej-
sza odkladanie zlogéw w jamie ustnej. Uzywany jest jako skladnik wypetnien z¢bo-
wych i cementéw dentystycznych.

Kolmas wskazuje na latwos¢ modyfikacji wlasciwosci fizykochemicznych
hydroksyapatytow, a takze mozliwos¢ domieszkowania ich jonami, nanoczastkami
lub bardziej ztozonymi zwigzkami, np. antybiotykiami, ktére zapobiega¢ moga
adhezji bakteryjnych biofilméw do plomby czy implantu [32]. Wedlug badan prze-
prowadzonych przez Koukos, w jamie ustnej tworza si¢ biofilmy zlozone nawet
z ponad tysiaca gatunkow bakterii, w tym z rodzaju Prevotella i Parabacteroides.
[23]. Alternatywe dla antybiotykoterapii moga zatem stanowi¢ hydroksyapatyty
domieszkowane metronidazolem lub tinidazolem. Jak podaja badacze [23, 46, 47],
s to powszechnie stosowane antybiotyki w zwalczaniu infekcji jamy ustnej, sku-
teczne np. wobec rodzajow Prevotella sp. czy Bacteroides sp.

Lim zwraca uwage na fakt, ze hydroksyapatyty stanowig doskonala powierzch-
nie do adhezji bakterii i tworzenia biofilmu [43]. Codzienne czynno$ci higieny jamy
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ustnej, np. szczotkowanie zebdw, moga sta¢ sie przyczyna powstania zadrapan lub
ran, ktdre otwierajg bakteriom obecnym w biofilmie droge do uktadu krwiono$nego.
Potencjalnie u 40% przypadkéw moze to skutkowa¢ przejsciowq bakteriemis. Istot-
nym elementem badan byto zatem uzycie 50% LHB, w celu przyblizenia warunkow
panujacych w $rodowisku bakterii, jakim jest organizm wyzszy. Lizat stanowil jed-
nocze$nie wzbogacenie warunkéw pozywki dla wymagajacych gatunkéw bakterii.

W Tabeli 12 zebrano wartosci MIC lub MIC,, wolnego metronidazolu dla
rodzaju Prevotella spp. i Parabacteroides spp. na podstawie danych literaturowych.
Badania Rasmussena i in. [57] z lat 1989-91, z Europy, podaja warto$¢ MIC,,
dla grupy B. fragilis w zakresie 0,5-1 pg/ml. Podobne wartosci podaje Ackerman
- MIC,, metronidazolu dla obu ATCC P. distasonis okresla jako 1 pg/ml, a dla
Prevotella spp. jako 0,25 pg/ml [58]. Ednie podaje MIC, dla P. bivia jako wartos¢
4 pg/ml, a dla P. distasonis — 1 pg/ml [59]. Hedberg okresla MIC,, dla P. distasonis
jako 2 pg/ml [60]. Badania Liebetrau wykazaly, ze stezenie hamujace wzrost wiek-
szosci pozyskanych szczepéw to dla Prevotella spp. 0,25-1 ug/ml, dla grupy B. fra-
gilis 0,5-1 pg/ml. [61]. Liu podaje wartosci dla Bacteroides spp. jako MIC,, wyno-
szacy 4 ug/ml, dla Prevotella spp. 8 ug/ml [62]. Peric podaje MIC,, P. bivia: 4 ug/ml,
a B. distasonis: 1 ug/ml [63].

Tabela 12.  Poréwnanie wartoéci MIC lub MIC,, wolnego metronidazolu wobec bakterii z rodzaju Prevotella
sp. i Bacteroides sp. na podstawie danych literaturowych

Table 12. Comparison of the MIC and MIC,, values for metronidazole against Prevotella spp. according to
published data

Prevotella Parabacteroides Zrédlo literaturowe
b.d. 0,51 pg/ml 57
0,25 pg/ml 1 pg/ml 58
4 ug/ml 1 ug/ml 59
b.d. 2 pg/ml 60
0,25-1 pg/ml 0,5-1 pg/ml 61
8 pg/ml 4 ug/ml 62
4 ug/ml 1 ug/ml 63

Objasénienia: b.d. - brak danych.

Wedlug danych CLSI, 100% (173) izolatéw Prevotella sp. oraz 100% (111)
szczepow P distasonis okazalo sie wrazliwymi na metronidazol. Pokazuje to, ze
metronidazol jest bardzo skuteczny wobec beztlenowcdw, a jednoczes$nie podkresla
zasadno$¢ tworzenia domieszkowanych nim bionanokompozytéw [19]. Jak zazna-
cza Brook, ponad 90% obligatoryjnych beztlenowcéw jest wrazliwych na stezenia
metronidazolu mniejsze niz 2 pg/ml [18].

Powyzsze dane literaturowe roznia si¢ od otrzymanych wynikéw wrazliwo-
$ci na metronidazol, testowanych w nieniejszej pracy szczepéw bakterii(P. bivia
10 pg/ml, P. distasonis 19 pg/ml). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze wigk-
szo$¢ wynikow nie dotyczy konkretnego gatunku, ale uogélnia je do rodzaju lub tez
grupy. Ponadto wiele odniesien literaturowych podaje MIC, . Wartosci takze r6znig
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sie, w zaleznosci od miejsca geograficznego pozyskania probki, a najnowsze dane
pochodzg sprzed dziewieciu lat (2009 r.).

Poréwnanie otrzymanych w badaniach wynikéw dla tinidazolu zmusza do
przemyslen, czy rzeczywiscie metronidazol mozna zastgpi¢ tinidazolem [49, 51]
- zwraca uwage fakt, Ze w przeprowadzonych badaniach metronidazol wykazywat
20-krotnie wicksza bakteriobdjczos¢ wobec P, bivia i byt ponad 650-krotnie bardziej
skuteczny wobec P. distasonis niz tinidazol. Jak sugerowal Nigro, tinidazol poten-
cjalnie méglby by¢ uzyty w leczeniu infekcji bakteriami opornymi na metronidazol
[49], mimo Ze niektorzy badacze wykazuja male prawdopodobienstwo wystepowa-
nia szczepoéw opornych na metronidazol [18, 19].

W ramach niniejszej pracy zostaly zbadane takze nanobiokompozyty apaty-
towe, zawierajace jony i nanoczastki srebra, stanowigce réwniez potencjalng alter-
natywe dla antybiotykow; jednak, jak podaje Kedziora, coraz czesciej obserwuje si¢
u bakterii narastanie opornosci na metale ci¢zkie, w tym takze na zwiazki srebra
[64]. Uzasadnia to przeprowadzone w niniejszej pracy zbadanie dzialania nanobio-
kompozytéw srebra, a w przyszlosci takze przeprowadzenie poréwnania ze srebrem
nieimmobilizowanym.

W literaturze nie znaleziono informacji nt. badania skutecznosci zwigzkow
i kompozytoéw srebra wobec badanych gatunkow, bardzo nieliczne s3 tez dane dla
bakterii beztlenowych. Badania Lu i wsp. na bakteriach wyizolowanych z jamy
ustnej wskazuja, ze bakterie tlenowe byly bardziej wrazliwe na 5 nm nanoczastki
srebra, niz beztlenowe patogeny [65]. Lu wskazuje takze, Ze poréwnujac dzialanie
nanoczastek srebra o wielkosci 5 nm, 15 nm i 50 nm, najskuteczniejsze wobec bak-
terii beztlenowych byly czasteczki 5 nm. Wyniki Lu potwierdzajg, ze AgNPs mozna
zastosowaé w celu zahamowania wzrostu mikroorganizmow.

Badania Kawahary na zwigzkach srebra w postaci jonéw okreslajg MIC wobec
beztlenowych patogenéw jamy ustnej w zakresie 4,8-38,4 ug/ml [66]. W niniejszej
pracy okreslono MIC kompozytéw domieszkowanych srebrem jonowym na wiek-
szy niz 8-9 pg/m [66].
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