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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu aktywacji wiasciwosci bakteriobdjczych 5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinonu, zwanego plumbaging, wobec naturalnie opornej pateczki ropy bfekitnej Pseudomonas
aeruginosa za pomocg srebra formie jonowej lub nanoczgstek srebra, a tym samym za pomocg mie-
szaniny tych czynnikdéw. Wynalazek dotyczy zatem medycznego zastosowania mieszaniny do zwalcza-
nia P. aeruginosa.

Zjawisko antybiotykoodpornos$ci mikroorganizméw, tj. zdolno$¢ do namnazania sie w obecnosci
antybiotyku, jest coraz powszechniejszym problemem, z ktérym musi mierzy¢ sie medycyna. Wraz z ro-
sngcy liczbg drobnoustrojéw wykazujgcych oporno$é na coraz wiekszy zakres antybiotykéw, zmniejsza
sie pula mozliwych terapii stosowanych w leczeniu zakazen, a tym samym ro$nie zagrozenie zdrowia
i zycia ludzkiego. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i Amerykanskie Centrum Kontroli i Zapo-
biegania Choréb (CDC) wskazujg w swoich najnowszych raportach, ze w zwigzku z nastgpieniem ery
postantybiotykowej niezbedne jest zastosowanie zréwnowazonych strategii prewenc;ji i leczenia choréb
zakaznych [1, 2].

Pseudomonas aeruginosa jest gram-ujemng bakterig oraz oportunistycznym patogenem czio-
wieka i zwierzat, charakteryzujacym sie znaczacg wirulencjg. P. aeruginosa wykazuje naturalng opor-
no$¢ na wiele czgsteczek chemicznych, ktére sg aktywne wobec innych patogenéw [3]. W przypadku
infekcji ran oparzeniowych P. aeruginosa jest jednym z najczesciej izolowanych gatunkéw bakterii i sta-
nowi szczegdlny problemem w ich leczeniu ze wzgledu na wielolekoopornos$¢ ograniczajgcg mozliwosci
terapeutyczne [4]. Poza antybiotykami, w terapiach ran oparzeniowych z duzym powodzeniem stoso-
wane jest srebro jonowe, tj. azotan srebra i sulfadiazyna srebra [5]. Niemniej jednak, coraz czeSciej
obserwowane jest zjawisko nabywania opornosci na preparaty zawierajgce srebro przez patogeny in-
fekujgce rany [6]. Niezbedne jest wiec opracowanie strategii umozliwiajgcych opdznienie lub zniesienie
wyksztatcania bakteryjnej opornosci oraz rozszerzenie mozliwosci terapeutycznych.

Niniejszy wynalazek opiera sie na zjawisku przywrdcenia wrazliwosci opornych komérek mikro-
organizmu na czgsteczki zwigzku chemicznego dzieki zastosowaniu drugiego czynnika petnigcego
funkcje substancji uwrazliwiajgce;.

Znane jest dziatanie zwigzkéw z grupy 1,4-naftochinonéw wobec bakterii gram-dodatnich i grzy-
béw [7]. Niemniej jednak, bakterie gram-ujemne wykazujg umiarkowang opornos¢ na 1,4-naftochinony,
w tym 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon lub pozostajg na nie catkowicie oporne jak w przypadku
P. aeruginosa [3].

W publikacji R. BANASIUK, ET AL: CARNIVOROUS PLANTS USED FOR GREEN SYNTHESIS
OF SILVER NANOPARTICLES WITH BROAD-SPECTRUM ANTIMICROBIAL ACTIVITY; ARABIAN
JOURNAL OF CHEMISTRY; VOLUME 13, ISSUE 1, 2020, PAGES 1415-1428 opisano wykorzystanie
ekstraktu zawierajgcego miedzy innymi plumbagine do syntezy nanoczastek srebra. \Wyniki przedsta-
wione pokazujg przytagczenie zwigzkéw fenolowych, do ktérych nalezg m. in. naftochinony, do po-
wierzchni nanoczgstek.

W publikacji Sajan, D., Kuruvilla, T., Laladhas, K.P. et al. Surface-enhanced Raman scatter-
ing and DFT theoretical studies on the adsorption behavior of plumbagin on silver nanoparticles.
Indian J Phys 85, 477-484 (2011) opisano raport badan nad bezposrednim oddziatywaniem plum-
baginy i nanoczgstek srebra i istnienie koniugatéw, czy komplekséw nanoczgstek i plumbagina.
W literaturze istnieje wiele doniesien o aktywnosci srebra wobec bakterii, w tym wobec P. aerugi-
nosa np. w Bjarnsholt T, Kirketerp-Mgller K, Kristiansen S, Phipps R, Nielsen AK, Jensen P,
Heiby N, Givskov M. Silver against Pseudomonas aeruginosa biofilms. APMIS. 2007 Aug;
115(8):921-8. doi: 10.1111/j.1600-0463.2007.apm_646.x.

Publikacja H. OGIHARA, et al.: Antimicrobial Activity of the Carnivorous Plant Dionaea muscipula
Against Food-Related Pathogenic and Putrefactive Bacteria ; Biocontrol Science, 2013, Vol. 18, No. 3,
151-155 opisuje aktywnos¢ ekstraktow z tkanek Dionaea muscipula stanowigcych mieszaniny réznych
zwigzkoéw w tych tkankach syntetyzowanych — nie opisano jednakze analiz w kierunku ustalenia aktyw-
nosci czystego zwigzku, a jedynie jego obecno$¢ w badanych ekstraktach oraz aktywnos$¢ tych ekstrak-
téw m. in. wobec P. aeruginosa.

W publikacja George Tegos, et al.: Multidrug Pump Inhibitors Uncover Remarkable Activity of
Plant Antimicrobials; ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Oct. 2002, Vol. 46, No. 10,
p. 3133-3141 znajdujg sie wyniki analiz aktywnos$ci plumbaginy, tj. czystego zwigzku, wobec dwdch
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szczepOw P. aeruginosa, ktore stwierdzajg brak takiej aktywnosci. Dane zawarte w publikacji wskazuja,
ze minimalne stezenie hamujgce (MIC) plumbaginy jest wyzsze niz 500 pg/mL.

Zjawisko synergistycznych oddziatywan dwéch czynnikdéw przeciwbakteryjnych nie jest po-
wszechne, tak wiec réwniez nie jest efektem spodziewanym, co wielokrotnie opisywano w literaturze,
na przyktad w: Odds FC (2003). Synergy, antagonism, and what the chequerboard puts between them.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 52(1), 1-1. W wiekszo$ci przypadkéw potgczen czynnikdéw bio-
logicznie czynnych nie dochodzi do zadnych interakc;ji lub interakcje sg nieznaczne, a tym samym czyn-
niki zastosowane w potgczeniu dziatajg z takg samg aktywnoscig, co czynniki zastosowane osobno.

Opracowana wedtug wynalazku mieszanina jest przyktadem systemu dwusktadnikowego, w kto-
rym wykorzystuje sie interakcje czynnikéw do zwiekszenia ich potencjatu biologicznego w oparciu o zja-
wisko aktywaciji i synergii.

Wynalazek dotyczy sposobu aktywacji wiasciwosci bakteriobdjczych 5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinonu, tj. plumbaginy, wobec naturalnie opornej pateczki ropy btekitnej, tj. Pseudomonas aeru-
ginosa, za pomocg srebra w formie jonowej lub nanoczastek srebra. Wynalazek dotyczy medycznego
zastosowania tej mieszaniny do zwalczania P. aeruginosa czyli do zastosowania jako $rodek przeciw-
bakteryjny wobec P. aeruginosa redukujgce liczbe komérek bakteryjnych. Mieszanina wedtug wyna-
lazku zawiera albo sole srebra albo nanoczgstki srebra oraz 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon,
zwany plumbaging. Czynnikiem aktywnym w przypadku obu rodzajéw preparatéw srebra sg jony srebra,
ale odmienna jest forma ich zastosowania w mieszaninie. Istotg wynalazku jest to, ze w mieszaninie
5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon jest w dawce réwnej lub wiekszej niz 8 ug/mL za$ stezenie solilub
nanoczastek srebra wynosi 1 ug Ag/mL lub jest wieksze niz 1 ug Ag/m. Wykazany mechanizm oddzia-
tywan srebra i wybranego 1,4-naftochinonu (plumbaginy) stanowi specyficzne zjawisko o wysokim po-
tencjale do zwalczania jednego z najgrozniejszych patogendéw bakteryjnych cztowieka — P. aeruginosa.

Korzystnie, wynalazek dotyczy 7 odmian mieszaniny tj.: zawiera plumbagine¢ i jeden z preparatéw
srebra, tj. sferyczne nanoczgstki srebra o sredniej wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkapto-
undekanowym lub azotan srebra lub sulfadiazyne srebra lub sferyczne nanoczgstki srebra o Sredniej
wielkosci 5 nm stabilizowane chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-trimetyloamononiowym lub sfe-
ryczne nanoczgstki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm stabilizowane eterem mono-11-merkaptoundecy-
lowym glikolu trietylenowego lub sferyczne nanoczgstki srebra o $redniej wielkosci 5 nm stabilizowane
cytrynianem sodu lub sferyczne nanoczastki srebra o Sredniej wielko$ci 5 nm stabilizowane poliwinylo-
pirolidonem.

W przyktadzie wynalazku mieszanina zawiera sferyczne nanoczastki srebra o sredniej wielkoSci
5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym w stezeniu réwnym lub wyzszym niz 2 ug Ag/mL
oraz 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon w stezeniu rownym lub wyzszym niz 16 ug/mL. Zawiera mi-
nimalng dawke obu sktadnikéw dziatajgcg bakteriobdjczo wobec P. aeruginosa wystepujgcego w ste-
Zeniu okoto 2,5 x 10° jednostek tworzacych kolonie (JTK)/mL, co oznacza, ze dawka ta redukuje
0 99,9% liczbe komérek bakteryjnych, tj. do co najmniej 2,5 x 102 JTK/mL.

Przy obnizonym stezeniu komoérek P. aeruginosa, tj. okoto 1 x 104 JTK/mL, minimalna efektywna
dawka skfadnikédw w mieszaninie, tj. dawka hamujgca wzrost drobnoustrojéw lub redukujgca liczbe ko-
morek bakteryjnych w stosunku do ich liczby poczatkowej, wynosi réwno lub wiecej niz 1 ug Ag/mL
sferycznych nanoczgstek srebra o Sredniej wielkosci 5 nm stabilizowanych kwasem 11-merkaptounde-
kanowym oraz rowno lub wiecej niz 8 ug/mL 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu.

Zamiast sferycznych nanoczgstek srebra o Sredniej wielko$ci 5 nm stabilizowanych kwasem
11-merkaptoundekanowym mieszanina moze zawierac¢ azotan srebra lub sulfadiazyne srebra lub sfe-
ryczne nanoczastki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm stabilizowane chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-
-N,N,N-trimetyloamononiowym lub sferyczne nanoczastki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm stabilizo-
wane eterem mono-11-merkaptoundecylowym glikolu trietylenowego lub sferyczne nanoczastki srebra
o Sredniej wielkoSci 5 nm stabilizowane cytrynianem sodu lub sferyczne nanoczastki srebra o Sredniej
wielkosci 5 nm stabilizowane poliwinylopirolidonem.

Wykazano aktywno$¢ przeciwbakteryjng mieszaniny wobec wielu szczepdw P. aeruginosa, w tym
izolatéw klinicznych opornych na antybiotyki, hamujgc ich wzrost. Mieszanina zawierajgca aktywne bak-
teriob6jczo wobec P. aeruginosa stezenie srebra w postaci soli lub nanoczastek srebra oraz 5-hydroksy-
-2-metylo-1,4-naftochinon ma zastosowania jako $srodek przeciwbakteryjny wobec P. aeruginosa.
Literatura cytowana powyzej :

1. CDC, Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019. 2019, U.S. Department of Health
and Human Services: Atlanta, GA.
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2. WHO, 2019. ANTIBACTERIAL AGENTS IN CLINICAL DEVELOPMENT: an analysis of the anti-
bacterial clinical development pipeline. 2019, WHO: Geneva, Switzerland.

3. Coban, AY.iin., Effects of efflux pump inhibitors phenyl-arginine-beta-naphthylamide and 1-(1-
-naphthylmethyl)-piperazine on the antimicrobial susceptibility of Pseudomonas aeruginosa isola-
tes from cystic fibrosis patients. J Chemother, 2009. 21(5): p. 592-4.

4. Church, D. iin. Burn wound infections. Clin Microbiol Rev, 2006. 19(2): p. 403-34.

5. Atiyeh, B.S.iin., Effect of silver on burn wound infection control and healing: review of the literature.
Burns, 2007. 33(2): p. 139-48.

6. Percival, S.L., Bowler P.G. i Russell D. Bacterial resistance to silver in wound care. J Hosp Infect,
2005. 60(1): p. 1-7.

7. Widhalm J.R. i Rhodes D. Biosynthesis and molecular actions of specialized 1,4-naphthoquinone
natural products produced by horticultural plants. Hortic Res, 2016, 3. 16046.

Wynalazek opisano blizej w przyktadach potwierdzajgcych efektywno$¢ mieszanin i zastosowa-
nie i na rysunku:

Fig. 1. Struktura chemiczna plumbaginy, tj. 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu.

Fig. 2. Zmiany minimalnych stezen bakteriobdjczych plumbaginy i preparatu nanoczastek srebra
stabilizowanych kwasem 11-merkaptoundekanowym (AgC10COOH) zastosowanych jednocze$nie wo-
bec P. aeruginosa ATCC 27853.

Fig. 3. Wzrost P. aeruginosa ATCC 27853: A) w hodowli bez dodatku plumbaginy przed inkubacja,
B) w hodowli bez dodatku plumbaginy po 24 godzinach w 37°C, C) w hodowli traktowanej plumbaging
w stezeniu 8 ug/mL po 24 godzinach inkubacjiw 37°C, D) w hodowli traktowanej plumbaging w stezeniu
512 ug/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C.

Fig. 4. Wzrost P. aeruginosa ATCC 27853: A) w hodowli traktowanej azotanem srebra w stezeniu
1 ug Ag/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C, B) w hodowli traktowanej azotanem srebra w stezeniu
1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 ug/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C, C) w hodowli trakto-
wanej sulfadiazyng srebra w stezeniu 1 ug Ag/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C, D) w hodowli
traktowanej sulfadiazyng srebra w stezeniu 1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 ug/mL po 24 godzi-
nach inkubacjiw 37°C.

Fig. 5. Wzrost P. aeruginosa ATCC 27853. A) w hodowli traktowanej nanoczastkami srebra sta-
bilizowanymi chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-trimetyloamononiowym (AgC11NMez) w stezeniu
1 ug Ag/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C, B) w hodowli traktowanej nanoczgstkami srebra
AgC1i1NMes w stezeniu 1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 pg/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C,
C) w hodowli traktowanej nanoczgstkami srebra stabilizowanymi kwasem 11-merkaptoundekanowym
(AgC10COOH) w stezeniu 1 ug Ag/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C, D) w hodowli traktowane;j
nanoczgstkami srebra AQC10COOH w stezeniu 1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 ug/mL po 24 go-
dzinach inkubacji w 37°C, E) w hodowli traktowanej nanoczgstkami srebra stabilizowanymi eterem
mono-11-merkaptoundecylowym glikolu trietylenowego (AgC11EG3OH) w stezeniu 1 pg Ag/mL
po 24 godzinach inkubacijiw 37°C, F) w hodowli traktowanej nanoczastkami srebra AQC11EG3OH w ste-
zeniu 1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 ug/mL po 24 godzinach inkubacji w 37°C.

Fig. 6. Wzrost P. aeruginosa ATCC 27853: A) w hodowli traktowanej nanoczastkami srebra sta-
bilizowanymi cytrynianem (AgCit) w stezeniu 1 ug Ag/mL po 24 godzinach inkubaciji w 37°C, B) w ho-
dowli traktowanej nanoczgstkami srebra AgCit w stezeniu 1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 ug/mL
po 24 godzinach inkubacji w 37°C, C) w hodowli traktowanej nanoczgstkami srebra stabilizowanymi
poliwinylopirolidonem (AgPVP) w stezeniu 1 ug Ag/mL po 24 godzinach inkubacjiw 37°C, D) w hodowli
traktowanej nanoczgstkami srebra AQPVP w stezeniu 1 ug Ag/mL i plumbaging w stezeniu 8 ug/mL
po 24 godzinach inkubaciji w 37°C.

Fig. 7. Potencjat mieszanin plumbaginy (8 ug/mL) i preparatéw zawierajgcych srebro (1 ug Ag/mL)
do hamowania wzrostu szczepu referencyjnego ATCC 27853 oraz trzech izolatéw klinicznych P. aeru-
ginosa opornych na antybiotyki (409, 1430, 3926). Poszczegéblne panele wskazujg nastepujacy sposdb
traktowania hodowli bakteryjnych: A) hodowle nietraktowane — kontrola, B) plumbagina + azotan srebra,
C) plumbagina + nanoczastki AQC11NMes, D) plumbagina + nanoczastki AQC10COOH, E) plumbagina + na-
noczgstki AQC+1EG3OH, F) plumbagina + nanoczgstki AgCit, G) plumbagina + nanoczgstki AgPVP.
OS$ Y: warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali 600 nm; 0$ X: czas (godziny).

Fig. 8. Potencjat mieszanin plumbaginy (8 ug/mL) i preparatéw zawierajgcych srebro (1 ug Ag/mL)
do hamowania wzrostu szczepu laboratoryjnego PA14 oraz trzech izolatéw klinicznych P. aeruginosa
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opornych na antybiotyki (2642, 2721, 3109). Poszczeg6lne panele wskazujg nastepujgcy sposob trak-
towania hodowli bakteryjnych: A) hodowle nietraktowane — kontrola, B) plumbagina + azotan srebra, C)
plumbagina + nanoczgstki AQC11NMes, D) plumbagina + nanoczastki AgC10COOH, E) plumbagina + nano-
czastki AGQC11EG3OH, F) plumbagina + nanoczgstki AgCit, G) plumbagina + nanoczastki AGPVP. OS Y:
warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali 600 nm; 0§ X: czas (godziny).

W przyktadzie 1 opisano mieszanine zawierajgcg plumbagine i sferyczne nanoczastki srebra
o $redniej wielko$ci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.

W przyktadzie 2 opisano mieszanine plumbaginy i azotan srebra lub sulfadiazyny srebra lub sfe-
ryczne nanoczastki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm stabilizowane chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-
-N,N,N-trimetyloamononiowym lub sferyczne nanoczastki srebra o $redniej wielkosci 5 nm stabilizowane
kwasem 11-merkaptoundekanowym lub sferyczne nanoczgstki srebra o $redniej wielkosci 5 nm stabili-
zowane eterem mono-11-merkaptoundecylowym glikolu trietylenowego lub sferyczne nanoczastki sre-
bra o $redniej wielko$ci 5 nm stabilizowane cytrynianem sodu lub sferyczne nanoczgstki srebra o $red-
niej wielkosci 5 nm stabilizowane poliwinylopirolidonem.

W przyktadzie 3 opisano mieszanine plumbaginy i azotan srebra lub sferyczne nanoczastki srebra
o $redniej wielkosci 5 nm stabilizowane chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-trimetyloamononiowym
lub sferyczne nanoczastki srebra o $redniej wielkoSci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundeka-
nowym lub sferyczne nanoczgstki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm stabilizowane eterem mono-11-mer-
kaptoundecylowym glikolu trietylenowego lub sferyczne nanoczastki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm
stabilizowane cytrynianem sodu lub sferyczne nanoczastki srebra o $redniej wielkosci 5 nm stabilizo-
wane poliwinylopirolidonem poza sulfadiazyng srebra.

Przyktad 1: Znoszenie opornosci Pseudomonas aeruginosa na 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon
za pomocg nanoczgstek srebra.

W poczatkowych etapach badan jako zrédto srebra wykorzystano preparaty sferycznych nano-
czastek srebra (AgNPs) stabilizowanych kwasem 11-merkaptoundekanowym (AgC10COOH) o $redniej
wielkosci rdzenia metalicznego 5 nm (Prochimia Surfaces Sp. z 0.0.). Stezenie srebra w preparatach
ustalono za pomoca analizy pierwiastkowej z wykorzystaniem techniki optycznej spektrometrii emisyjne;j
w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-OES). Dziatanie spektrometru optycznego ICP-OES (Perkin El-
mer ICP-OES Optima 2000 DV) byto optymalizowane przed kazdg serig pomiaréw. Preparat nanocza-
stek srebra rozcienczano wstepnie 10-krotnie za pomocg wody destylowanej. Nastepnie do 250 pL
przygotowanej zawiesiny dodawano 1 mL kwasu azotowego cz.d.a. (65%), a nastepnie uzupetniano
wodg demineralizowang do objetosci 5 mL. Nastepujace parametry spektrometru ICP-OES zostaty wy-
korzystanie podczas analiz: moc generatora 1300 W, czestotliwo$¢ generatora 40 MHz; demontowalny
palnik kwarcowy; osiowy widok plazmy; gaz argon (Ar): przeptyw gazu plazmowego 15,0 L/min,
przeptyw gazu wspomagajgcego 0,2 L/min; przeptyw gazu w rozpylaczu 0,8 L/min; szklana cykloniczna
komora rozpylajgca; predko$¢ przeptywu prébki: 1,5 L/min. Pomiaréw stezenia jonéw srebra (Ag*) do-
konywano przy dtugosci fali 328,068 nm w 3 powtdrzeniach. Dziatanie bakteriobéjcze nanoczgstek sre-
bra AgC1COOH i plumbaginy (Sigma Aldrich) stosowanych osobno badano wobec referencyjnego
szczepu P. aeruginosa ATCC 27853 za pomocg znanej metody mikrorozciericzen pozywki jak opisano
w: Krychowiak M, Kawiak A, Narajczyk M, Borowik A, Krélicka A: Silver Nanoparticles Combined With
Naphthoquinones as an Effective Synergistic Strategy Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol
2018, 9:816. W pierwszej kolejnosci w pozywce Mueller-Hinton suplementowanej kationami (CA-MHB,
Beckton Dickinson) przygotowywano roztwory badanych czynnikéw za pomocg seryjnych dwukrotnych
rozcienczen.

Opis przygotowania mieszaniny

Na potrzeby eksperymentu mieszaniny przygotowywano w pozywce mikrobiologicznej, niemniej
jednak mieszanine mozna przygotowaé réwniez w wodzie lub wodnych roztworach, np. soli fizjologicz-
nej. Zatezone wodne zawiesiny nanoczastek srebra po oznaczeniu zawartosci srebra (Ag) dodawano
bezposrednio do pozywki CA-MHB do koncowego stezenia wynoszgcego 128 ug Ag/mL, a nastepnie
wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania mieszaniny o stezeniu 64, 32,
16, 8,4, 2 lub 1 pg Ag/mL.

W przypadku plumbaginy (Fig. 1) przed dodaniem do pozywki przygotowywano jej skoncentro-
wane roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajgce 51,2 mg zwigzku w 1 mL. W celu wykonania
eksperymentu tak przygotowane roztwory dodawano do pozywki do koncowego stezenia 512 ug/mL,
tj w objetosci 10 uL do 0,99 mL, a nastepnie wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce
do uzyskania roztwordw o stezeniu 256, 128, 64, 32, 16, 8 lub 4 ug/mL. Z przygotowanych mieszanin
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AgC10COOH i roztworéw plumbaginy w pozywce pobierano po 100 L i przenoszono do studzienek
96-dotkowej ptytki mikrotestowej do badania aktywno$ci bakteriobdjczej poszczegdlnych czynnikéw.
W procedurze badania interakcji preparatéw zawierajgcych srebro i 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochi-
non wykorzystano podejscie Checkerboard Titration, ktére opisano rowniez w: Krychowiak M, Kawiak A,
Narajczyk M, Borowik A, Krolicka A: Silver Nanoparticles Combined With Naphthoquinones as an Ef-
fective Synergistic Strategy Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816, polegajace
na jednoczesnym zastosowaniu dwéch badanych czynnikéw na ptytce mikrotestowej, gdzie kazdy czyn-
nik jest stosowany w nastepujgcym gradiencie stezen w pozywce: 2 x MBC, 1 x MBC, 0,5 x MBC,
0,25 x MBC, 0,125 x MBC, 0,06 x MBC i 0,03 x MBC. Tym sposobem kazdy dotek ptytki mikrotestowej
zawiera unikalng kombinacje stezen badanych czynnikéw. W przypadku zwigzkéw lub czynnikéw nie-
wykazujgcych aktywnosci bakteriobdjczej, tak jak ma to miejsce w przypadku plumbaginy, stosuje sie
gradient stezen rozpoczynajgcy sie od najwyzszego mozliwego do uzyskania stezenia zwigzku, tj. naj-
czesciej 512, 256, 128, 64, 32, 16 i 8 yg/mL. W przypadku preparatu srebra gradient stezen zastoso-
wanych w eksperymencie byt nastepujacy: 16, 8, 4,2, 1, 0,5i 0,25 ug Ag/mL.

Mieszaniny przygotowywano w taki sposdb, ze zatezone wodne zawiesiny nanoczgstek srebra
po oznaczeniu zawartosci srebra (Ag) dodawano bezposrednio do pozywki CA-MHB do koricowego
stezenia wynoszacego 32 ug Ag/mL, a nastepnie wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w po-
zywce do uzyskania mieszanin o stezeniu 16, 8, 4, 2, 1 oraz 0,5 ug Ag/mL. Przed dodaniem do pozywki
plumbaginy przygotowywano jej skoncentrowane roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajgce
51,2 mg zwigzku w 1 mL. W celu wykonania eksperymentu tak przygotowane roztwory dodawano do po-
zywki do koncowego stezenia 1024 ug/mL, tj w objetosci 20 yL do 0,98 mL, a nastepnie wykonywano
seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania roztworéw o stezeniu 512, 256, 128, 64, 32
oraz 16 ug/mL. Nastepnie mieszaniny przygotowano przez potgczenie zawiesin nanoczgstek i roztwo-
réw plumbaginy w stosunku objetosciowym 1 :1.

Nastepnie do studzienek zawierajgcych po 100 uL zawiesin, roztworéw lub mieszaniny w pozywce
dodawano 10 pL inokulum bakteryjnego zawierajgcego ok. 2,5 x 10° jednostek tworzgcych kolonie (JTK)
w 1 mL. Inokulum otrzymywano przez rozciericzenie 6-godzinnej hodowli bakteryjnej (CA-MHB, 37°C,
150 rpm) w Swiezej pozywce CA-MHB do uzyskania zmetnienia rownego 0,5 stopni w skali McFarlanda
mierzonego za pomocg densytometru (DensiMeter II, EMO). Ptytki mikrotestowe inkubowano przez
24 godziny w 37°C, po czym zawarto$¢ dotkéw, w ktérych obserwowano zahamowanie wzrostu bakterii,
wysiewano na agar odzywczy TSA (ang. Tryptic Soy Agar, BTL Polska Sp. z 0.0.). Tak przygotowane
szalki z agarem inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C w celu zliczenia komérek bakteryj-
nych (JTK) pozostatych w dotkach po traktowaniu czynnikiem, a tym samym ustalenia minimalnego
stezenia bakteriob6jczego badanych czynnikow (MBC, ang. Minimal Bactericidal Concentration). Ste-
zenie MBC definiowano jako najnizsze stezenie czynnika redukujgce w ciggu 24 godzin wyjSciowg
liczbe JTK w dotku (ok. 2,5 x 10° JTK/mL) 0 99,9 %, tj. o 3 logarytmy (ok. 2,5 x 102 JTK/mL).

Jak wskazano w Tabeli 1, plumbagina nie wykazuje aktywno$ci bakteriobdjczej wobec P. aerugi-
nosa (MBC >512 ug/mL). Niemniej jednak, zastosowanie plumbaginy w potgczeniu z nanoczgstkami
srebra AgC10COOH (MBC = 8 ug Ag/mL) skutkowato uzyskaniem efektu bakteriobdjczego przy jej
stezeniu rébwnym 16 ug/mL i stezeniu nanoczastek odpowiadajgcym 4 ug Ag/mL (Tabela 1, Fig. 2).
Powyzsze wyniki wskazujg, ze srebro efektywnie wspoétdziata z plumbaging, tj. 5-hydroksy-2-metylo-
-1,4-naftochinonem, znoszgc opornos¢ P. aeruginosa na ten zwigzek. Pozwala to osiggng¢ efekt
bakteriobbjczy mieszaniny przy znaczgco zredukowanym stezeniu preparatu srebra (nawet do 75%)
i stezeniu plumbaginy do 16 pg/mL. Pozwala to na szeroki zakres mozliwosci modulowania aktywnosci
biologicznej obu czynnikdéw oraz optymalizacji sktadu mieszaniny.
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Tabela 1
Stezenia plumbaginy (5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu)
i nanoczastek srebra w mieszaninach w pozywce CA-MHB

warunkujgce efekt bakteriobéjczy wobec szczepu referencyjnego
P. aeruginosa ATCC 27853.

Plumbagina AgC,,COOH
(ng/mL) (hg Ag/mL)
>512 0
512 0,25
512 0,5
256 I
128 |
64 2
32 4
16 4
0 8

AgCpCOOH - nanoczastki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.

Ag, jony srebra.

Przyktad 2: Mieszaniny plumbaginy i zréznicowanych preparatéw zawierajgcych srebro jako
efektywne preparaty bakteriobdjcze wobec P. aeruginosa.

W celu ustalenia potencjatu innych zrédet srebra do aktywacji dziatania bakteriobéjczego plum-
baginy wykorzystano szeroki zakres zré6znicowanych preparatéw (Tabela 2), tj. sole srebra stosowane
w terapii ran oparzeniowych, tj. azotan srebra (Sigma Aldrich) i sulfadiazyne srebra (Sigma Aldrich) oraz
komercyjnie dostepne preparaty sferycznych nanoczastek srebra (AgNPs) o zréznicowanej po-
wierzchni. Jako model do badan wybrano AgNPs o $redniej wielkosSci rdzenia metalicznego okofo 5 nm,
ze wzgledu na odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ wielkosci nanostruktur i ich aktywno$ci, ktérg opi-
sano m. in. w: Martinez-Castanon GA, Nino-Martinez N, Martinez-Gutierrez F, Martinez-Mendoza JR
i Ruiz F. Synthesis and antibacterial activity of silver nanoparticles with different sizes. J Nano Res 2008,
10 (8): 1343-1348. W przyktadzie wykorzystano nanoczgstki srebra dwéch niezaleznych producentéw:
i) Prochimia Surfaces Sp. z 0.0., tj. AQNPs stabilizowane chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-tri-
metyloamononiowym (AgC11NMes), AgNPs stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym
(AgC10COOH) oraz AgNPs stabilizowane eterem mono-11-merkaptoundecylowym glikolu trietyleno-
wego (AgC11EG30H), ii) Nanocomposix, tj. AgQNPs stabilizowane cytrynianem sodu (AgCit) i AQNPs
stabilizowane poliwinylopirolidonem (AgPVP). Sole srebra rozpuszczano w jatowej wodzie destylowanej
do stezenia 1 mg Ag/mL. W przypadku preparatow AgNPs korzystano bezpos$rednio z zawiesin nano-
czastek w wodzie dostarczanych przez producenta. Tak szeroki zakres zrédta srebra, a w tym zrézni-
cowanie czynnikdéw stabilizujgcych powierzchnie nanoczastek, miat na celu zbadanie specyficznosci
oddziatywan srebra i plumbaginy w zaleznosci od wiasciwos$ci zastosowanego preparatu.

W pierwszej kolejnosci ustalono zawarto$¢ jonéw srebra w preparatach AgNPs w celu normali-
zacji ich stezenia do stezenia srebra za pomocg ICP-OES wedtug metodyki opisanej w Przyktadzie 1.
W przypadku soli srebra stezenie jonéw srebra obliczono na postawie stezenia molowego zwigzkdw.
Nastepnie wykorzystujgc metode mikrorozciericzen pozywki opisang w Przyktadzie 1 ustalono stezenia
MBC wszystkich preparatow wobec referencyjnego szczepu P. aeruginosa ATCC 27853 uwzgledniajac
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zawarto$¢ jonéw srebra w preparacie (ug Ag/mL). Jak wskazujg wyniki przedstawione w Tabeli 2,
zastosowane sole srebra wykazywaty takg samg aktywnos$é przeciwbakteryjng (MBC = 2 ug Ag/mL).
Pomiedzy preparatami nanoczastek srebra réznigcych sie czynnikiem stabilizujgcym ich powierzchnie
obserwowano réznice w aktywnosci, tj. stezenie MBC wynosito od 2 do 32 ug Ag/mL. Nastepnie zbadano
efektywno$¢ bakteriobdjczg wymienionych preparatéw srebra w potgczeniu z plumbaging, tj. 5-hy-
droksy-3-metylo-1,4-naftochinonem.

Sposéb przygotowania mieszaniny

Przygotowano nastepujgce roztwory i mieszaniny robocze badanych czynnikéw w pozywce CA-MHB:
i) roztwory plumbaginy o stezeniu 16 ug/mL przygotowane poprzez dodanie do 10 mL pozywki mikro-
biologicznej zatezonego roztworu tego 1,4-naftochinonu (51,2 mg/mL) w DMSO w objetosci 3,125 L,
i) roztwory plumbaginy o stezeniu 512 pg/mL przygotowane poprzez dodanie do 9,9 mL pozywki mi-
krobiologicznej 100 uL zatezonego roztworu tego 1,4-naftochinonu (51,2 mg/mL) w DMSO, iii) roztwory
lub mieszaniny preparatow zawierajgcych srebro w stezeniu 2 ug Ag/mL uwzgledniajgc ustalong
uprzednio zawarto$¢ srebra w wyjsciowych roztworach i zawiesinach. Tak przygotowane robocze roz-
twory i mieszaniny dodawano do dotkéw na 96-dotkowej ptytce mikrotestowej jak opisano ponizej:

a) dodawano 50 pL roztworu zawierajgcego 16 pg/mL plumbaginy i uzupetniano 50 yL pozywki

CA-MHB uzyskujgc 100 uL pozywki zawierajgcg plumbagine w stezeniu 8 ug/mL,

b) dodawano 100 pL roztworu zawierajgcego 512 ug/mL plumbaginy,
c) tgczono ze sobg roztwory lub mieszaniny poszczegdlnych zrédet srebra w pozywce zawierajgce

2 ug Ag/mL i roztwory plumbaginy o stezeniu 16 ug/mL w pozywce poprzez dodanie 50 uL kaz-

dego z nich do dotkdéw ptytki mikrotestowej, uzyskujgc 100 uL pozywki zawierajgce srebro w ste-

zeniu 1 ug Ag/mL i plumbagine w stezeniu 8 ug/mL,
d) dodawano 50 pL roztworu lub mieszaniny badanego zrédta srebra zawierajgce 2 ug Ag/mL

i uzupetniano 50 uL pozywki CA-MHB uzyskujgc 100 uL pozywki zawierajgcej srebro w ste-

zeniu 1 ug Ag/mL.

Do dotkéw wyznaczonych jako kontrola w postaci nietraktowanych mieszaning komaérek bakte-
ryjnych dodawano 100 pL pozywki CA-MHB. Nastepnie dotki ptytki mikrotestowej uzupetniano inoku-
lum bakteryjnym w objetosci 10 pL do finalnego stezenia ok. 1 x 104 JTK/mL. Inokulum uzyskiwano
z 6-godzinnej hodowli bakteryjnej w CA-MHB (37°C, 150 rpm) przez jej rozcienczenie w Swiezej po-
zywce do 0,5 McFarlanda (Densimeter, Brno) i ponownie 100-krotne rozcienczenie w Swiezej pozywce.
Po 24 godzinach inkubacji w 37°C wykonywano po cztery nastepujgce po sobie 10-krotne rozciefczenia
zawarto$¢ dotkdw w jatowej soli fizjologicznej (0,85% NaCl). Nastepnie z przygotowanych zawiesin po-
bierano po 90 uL i wysiewano na agar odzywczy TSA (BTL Polska Sp. z 0.0.). Po 24 godzinach (37°C)
fotografowano kolonie bakteryjne pojawiajace sie na pozywce agarowe;j.

Uzyskane wyniki wskazaty, ze bakterie nietraktowane srebrem, plumbaging (5-hydroksy-3-me-
tylo-1,4-naftochinonem) lub ich mieszaning (Fig. 3A) wykazujg wzrost po 24 godzinach i dochodzi
do zwiekszania liczby jednostek tworzgcych kolonie (JTK) na agarze odzywczym TSA (Fig. 3B). Row-
niez w przypadku plumbaginy w stezeniu 8 ug/mL oraz 512 pg/mL po 24 godzinach zwiekszata sie
liczba JTK (Fig. 3C oraz Fig. 3D), co potwierdza brak aktywnosci bakteriobdjczej tego 1,4-naftochinonu
wobec P. aeuruginosa. Sole srebra, tj. azotan srebra i sulfadiazyna srebra, zastosowane indywidualnie
w stezeniu 1 ug Ag/mL redukowaty stukrotnie (0 2 logarytmy dziesietne) liczbe JTK (Fig. 4A i 4C) w po-
réwnaniu do ich wyjSciowej zawartoSci w nietraktowanej kontroli (Fig. 3A). Dodatek plumbaginy w ste-
zeniu 8 yg/mL wzmocnit aktywnos$¢ bakteriob6jczg obu soli srebra prowadzgc do eliminacji wszystkich
komoérek bakteryjnych (Fig. 4B) lub znaczgcg redukcje ich liczby (Fig. 4D). W przypadku preparatow
nanoczastek srebra zakupionych z Prochimia Surfaces SP. z 0.0. (Fig. 5) zastosowanych w stezeniu
1 ug Ag/mL obserwowano zréznicowany potencjat do redukcji liczby JTK na agarze odzywczym TSA
(Fig. 5A, Fig. 5C i Fig. 5E) proporcjonalny do stezenia MBC wyznaczonego uprzednio dla tych prepara-
téw (Tabela 2). W zastosowanej dawce nanoczastki AgC11NMes (MBC = 32 ug Ag/mL) nie wykazaty
efektu bakteriobdjczego i nie obserwowano redukcji liczby JTK (Fig. 5A). Z kolei nanoczgstki
AgC10COOH (MBC = 8 ug Ag/mL) oraz nanoczastki AQC11EG3OH (MBC = 8 pg Ag/mL) zredukowaty
liczbe komoérek bakteryjnych o odpowiednio 2 oraz 3 logarytmy dziesietne, jak pokazano na Fig. 5C
i Fig. 5E. Niemniej jednak, niezaleznie od wyj$ciowej aktywnosci bakteriobéjczej preparatu nanocza-
stek, we wszystkich przypadkach doszto do zwiekszenia efektu bakteriobdjczego, tj. zwiekszonej reduk-
cji liczny JTK po dodaniu plumbaginy w dawce 8 ug/mL (Fig. 5B, Fig. 5D i Fig. 5F). Takie samo zjawisko
obserwowano w przypadku preparatéw nanoczastek srebra firmy Nanocomposix (Fig. 6), ktére zasto-
sowane oddzielnie nie hamowaty wzrostu komoérek bakteryjnych (Fig. 6A) i nie redukowaty liczby JTK
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(Fig. 6C). Po dodaniu plumbaginy (8 ug/mL) obserwowany byt efekt zahamowania wzrostu bakterii
w przypadku nanoczgstek AgCit (Fig. 6B) i efekt znaczacej redukciji liczby JTK w przypadku nanocza-
stek AgPVP (Fig. 6D), tj. o 3 logarytmy w stosunku do nietraktowanej kontroli (Fig. 3A). Opisywane
wyniki pokazujg, ze samo srebro nie dziata tak dobrze jak mieszanina, plumbagina w ogéle nie dziata,
a dopiero mieszanina daje efekt synergiczny.

Uzyskane wyniki potwierdzity brak znaczenia wtasciwosci fizyko-chemicznych zrédet srebra, tj.
formy jonowej i wiasciwosci powierzchni nanoczgstek dla wystepowania interakcji srebra i badanego
1,4-naftochinonu. Wszystkie zbadane preparaty srebra aktywowaty potencjat plumbaginy do zwalczania
P. aeruginosa. Niemniej jednak, na kofncowy efekt bakteriobdjczy mieszaniny srebra i plumbaginy, tj.
na poziom redukcji liczby komdérek bakteryjnych, wptyw ma potencjat bakteriobdjczy preparatéw zawie-
rajacych srebro. Tym samym niezbedna jest optymalizacji sktadu mieszaniny z uwzglednieniem efek-
tywnych stezen bakteriobdjczych stosowanych zrddet srebra.

Tabela 2

Charakterystyka preparatéw zawierajgcych srebro zastosowanych w badaniach oraz ich potencjat bakteriobéjczy
wobec P. aeruginosa ATCC 27853.

Preparat srebra Czynnik stabilizujacy MBC (ug Ag/mL)
Azotan srebra n/d 2
Sulfadiazyna srebra n/d 2

Chlorek (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-
AgC; NMe; . . 32
trimetyloamononiowy

AgC,;0COOH Kwas | 1-merkaptoundekanowy 8

Eter mono-11-merkaptoundecylowy
AgCyEG;0H . . 2
glikolu trietylenowego

AgCit Cytrynian sodu 4

AgPVP Poliwinylopirolidon 4

MBC - minimalne stezenie bakteriobodjcze czynnika; Ag- jony srebra; n/d - nie dotyczy.

Przyktad 3. Mieszaniny 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu i preparatéw srebra jako Srodek
hamujacy wzrost izolatéw klinicznych P. aeruginosa niezaleznie od profilu opornos$ci na antybiotyki.

W celu zbadania zakresu dziatania mieszanin zawierajgcych srebro i plumbagine wobec ré6znych
szczepOw i izolatéw klinicznych P. aeruginosa przeprowadzono analizy ich zdolno$ci do hamowania
wzrostu drobnoustrojéw. W badaniach wykorzystano szczep referencyjny ATCC 27853 oraz laborato-
ryjny szczep PA14. Wykorzystano rowniez izolaty kliniczne uzyskane od pacjentéw Szpitala Wojewédz-
kiego w Gdansku, dla ktérych wykonano analizy wrazliwo$ci na trzy antybiotyki: piperacyline (antybiotyk
B-laktamowy), gentamycyne (antybiotyk aminoglikozydowy) i cyprofloksacyne (antybiotyk fluorochino-
lonowy). W$réd 6 badanych izolatéw (Tabela 3), zidentyfikowano 3 izolaty wrazliwe na antybiotyki (409,
1430, 3926) oraz 3 izolaty oporne na wszystkie badane antybiotyki (2642, 2721, 3109).

Z analiz wykluczono sulfadiazyne srebra, ze wzgledu na wyjSciowe zmetnienie jej roztworéw
w pozywce CA-MHB interferujgce z pomiarami wzrostu drobnoustrojow.

Opis sposobu otrzymania mieszaniny

Na potrzebe wykonania badan mieszaniny przygotowywano w pozywce mikrobiologicznej. Nie-
mniej jednak, opisane mieszaniny mozna przygotowacé réwniez w wodzie lub w innych wodnych roztwo-
rach. Najpierw przygotowywano roztwory robocze plumbaginy przez dodanie do pozywki jej roztworu
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w DMSO (51,2 mg/mL) do koncowego stezenia 16 ug/mL, tj. dodajgc 3,125 uL roztworu do 10 mL po-
zywki mikrobiologicznej. Mieszaniny robocze preparatéw srebra przygotowano dodajgc ich roztwory lub
zawiesiny w wodzie do pozywki mikrobiologicznej do koncowego stezenia 2 ug Ag/mL uwzgledniajgc
ustalone uprzednio za pomocg ICP-OES stezenie srebra w preparatach. Nastepnie robocze mieszaniny
preparatu srebra i plumbaginy mieszano ze sobg w stosunku 1 :1 (v/v) uzyskujac pozywke zawierajgcg
srebro w postaci jonéw lub nanoczastek w stezeniu odpowiadajgcym 1 ug Ag/mL i plumbagine w ste-
zeniu 8 pg/mL.

Tak uzyskang mieszanine umieszczano w dotkach 96-dotkowej ptytki mikrotestowej w objetosci
100 pL i uzupetniano 10 pL inokulum bakteryjnego zawierajgcego ok. 1 x 108 JTK. Inokulum bakteryjne
przygotowywano z 6-godzinnej hodowli bakterii w pozywce CA-MHB (37°C, 150 rpm) rozcienczanej
do 0,5 McFarlanda (Densimeter, Brno). Nastepnie ptytki umieszczano w czytniku mikroptytek (Envision,
Perkin Elmer) i inkubowano je przez 8 godzin z wytrzgsaniem (150 rpm). Co 30 minut czytnik dokonywat
automatycznego pomiaru zmetnienia pozywki w dotkach przy dtugosci fali 600 nm (ODeoo).

Wozrost szczepu referencyjnego ATCC 27853 i szczepdw wrazliwych na antybiotyki byt hamo-
wany przez wszystkie mieszaniny srebra i plumbaginy (Fig. 7). Nie zaobserwowano réznic we wrazli-
wosci izolatéw klinicznych wrazliwych na piperacyline, gentamycyne i cyprofloksacyne na mieszaniny
srebra jonowego lub nanoczgstek srebra i plumbaginy. Niemniej jednak, preparaty otrzymane z wyko-
rzystaniem nanoczastek AgC+1NMes, tj. preparatu o najnizszej aktywnosci bakteriobdjczej (Tabela 2),
w najmniejszym stopniu hamowaty wzrost wszystkich badanych szczepéw P. aeruginosa (Fig. 1C).
Réwniez szczep laboratoryjny PA14 oraz wszystkie izolaty kliniczne oporne na badane antybiotyki wy-
kazywaty zahamowany wzrost w obecnosci srebra i plumbaginy (Fig. 8). Nie zaobserwowano opornosci
izolatéw klinicznych wobec testowanych mieszanin, a jedynie nizszg aktywno$¢ mieszaniny zawieraja-
cej nanoczastki AgC+11NMes (Fig. 8C), jak miato to miejsce dla szczepdw wrazliwych (Fig. 1C). Tym
samym, potwierdzono aktywno$¢ mieszanin srebra i plumbaginy wobec szerokiego zakresu szczepéw
P. aeruginosa niezaleznie od profilu opornosci na antybiotyki. Wskazuje to na wysoki potencjat wyna-
lazku w zwalczaniu groznego antybiotykoopornego patogenu bakteryjnego jakim jest P. aeruginosa.

Tabela 3
Profil wrazliwosci izolatéw klinicznych P. aeruginosa na wybrane antybiotyki.

Szczep MIC (pg/mL)

P. aeruginosa PIP* GEN** CIp***
409 8 0,25 0,06
1430 8 0,25 0,125
3926 8 0,5 0,125
2642 >128 >128 >128
2721 >128 128 64
3109 128 64 64

MIC - minimalne st¢zenie hamujace wzrost mikroorganizmow; PIP, piepracylina; GEN,
gentamycyna; CIP, cyprofloksacyna.

Wartos¢ graniczna stezenia MIC dla szczepow opornych wedtug EUCAST:

*>16 pg/mL,

** >4 ng/mL,

*** > | ug/mL.
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Zastrzezenia patentowe

. Mieszanina zawierajgca sole srebra lub nanoczastki srebra oraz 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naf-
tochinon, przy czym w mieszaninie 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon jest w dawce réwne;j
lub wiekszej niz 8 ug/mL zas$ stezenie soli lub nanoczgstek srebra wynosi 1 ug Ag/mL lub jest
wieksze niz 1 yg Ag/m do zastosowania jako srodek przeciwbakteryjny wobec P. aeruginosa
redukujgce liczbe komorek bakteryjnych.

. Mieszanina zawierajgca sole srebra lub nanoczastki srebra oraz 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naf-
tochinon do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera sferyczne nano-
czgstki srebra o Sredniej wielkosci 5 nm.

. Mieszanina zawierajgca sole srebra lub nanoczgstki srebra oraz 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naf-
tochinon do zastosowania wedtug zastrz.1-2, znamienna tym, ze zawiera nanoczgstki srebra
stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym lub azotan srebra lub sulfadiazyne srebra
lub nanoczastki srebra stabilizowane chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-trimetyloamo-
noniowym lub nanoczastki srebra stabilizowane eterem mono-11-merkaptoundecylowym gli-
kolu trietylenowego lub nanoczgstki srebra stabilizowane cytrynianem sodu lub nanoczastki
srebra stabilizowane poliwinylopirolidonem.

. Mieszanina zawierajgca sole srebra lub nanoczastki srebra oraz 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naf-
tochinon do zastosowania wedtug zastrzezeniu 1-3, znamienna tym, ze ma zastosowanie
jako Srodek na skoére lub rany.

Rysunki
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Fig. 2
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Fig. 6
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Fig. 7
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