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EVALUATION OF SILVER NANOPARTICLES TOXICITY TO
DRUG-RESISTANT ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED
FROM MUNICIPAL WASTE

Streszczenie

Celem pracy byta ocena bakteriobdjczych wlasciwosci nanoczastek
srebra w stosunku do bakterii Escherichia coli. Ponadto, wykonano ana-
liz¢ wrazliwosci bakterii E. coli na powszechnie stosowane antybiotyki.
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano 51 szczepow izolowanych
z odpadoéw komunalnych. Zastosowano wzrastajace st¢zenia nanosrebra:
5, 10, 15, 30, 60 oraz 125 ppm. Kontrolag pozytywna byt antybiotyk —
ampicylina, negatywna — woda destylowana. Analiz¢ lekoopornosci wy-
konano przy pomocy metody dyfuzyjno-krazkowej. Wraz ze wzrostem
stezenia nanoczastek srebra, wzrastaty ich wlasciwosci antybakteryjne.
Najmniejszym stezeniem hamujagcym wzrost niektorych izolatow byto
5 ppm, natomiast najskuteczniejsze byto stgzenie 125 ppm. Analiza le-
koopornosci wykazata, ze antybiotykiem hamujacym wzrost najwigk-
szej liczby szczepow E. coli byta amikacyna. Ponadto, wykryto szczepy
wielolekooporne stanowigce 22%. Nanosrebro posiada duzy potencjat
bakteriobdjczy 1 moze okazaé si¢ pomocne w rozwigzaniu problemu
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lekoopornosci. Jednak, zasadne jest prowadzenie dalszych badan oceniaja-
cych wplyw toksyczno$ci nanoczastek na Srodowisko i organizmy wyzsze.

Stowa kluczowe: Escherichia coli, lekoopornos¢, nanoczastki srebra,
toksyczno$é

Abstract

The aim of the study was to evaluate the bactericidal properties of
silver nanoparticles against bacteria Escherichia coli. In addition, a sen-
sitivity analysis was made of E. coli to commonly used antibiotics. In the
study were used 51 strains isolated from municipal waste. Applied growing
concentrations of nanosilver were used: 5, 10, 15, 30, 60 and 125 ppm. The
positive control was an antibiotic — ampicillin, negative control — a distilled
water. Drug-resistance analysis was performed by disc-diffusion method.
Along with the increase in the concentration of silver nanoparticles their
antibacterial properties is also growing. The smallest concentration that
inhibited growth of some isolates was 5 ppm, while the most effective con-
centration was 125 ppm. Analysis of drug resistance showed that the anti-
biotic inhibits growth of a large number of E. coli strains was amikacin. In
addition, 22% of all isolates analyzed were drug-resistant. Nanosilver has
a high bactericidal potential and may be helpful in solving the problem of
drug resistance. However, it is reasonable to conduct further studies on the
effects of toxicity of nanoparticles on the environment and higher organisms.
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WSTEP

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczgstek uwarunkowana jest
m.in. ich stezeniem, rozmiarem, ksztattem i technologia wytwarzania (Franci
iin. 2015). Nanosrebro posiada szerokie spektrum toksycznosci wzgledem bak-
terii gram-dodatnich i gram-ujemnych, grzybow, wirusow, a takze pierwotnia-
koéw (Russell 1 Hugo 1994, Cho 1 in. 2005, Lok i in. 20006).

Wedtug Rai in. (2009) trojkatne nanoczastki srebra odznaczajg si¢ duzo
wigkszymi bakteriobdjczymi wlasciwosciami niz struktury sferyczne. Nie bez
znaczenia jest takze rozmiar nanostruktur. Najwyzszy potencjat bakteriobdjczy
przypisywany jest czasteczkom nanosrebra o $rednicy 1-10 nm (Tolaymat i in.
2010). Toksycznos¢ nanosrebra wzgledem komorek bakteryjnych jest wielowy-
miarowa. Wsrod najwazniejszych mechanizméw warunkujacych bakteriobdjcze
dzialanie nanosrebra wymienia si¢ zdolno§¢ wiazania jonow do oston komor-
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kowych, zaburzanie funkcji bton cytoplazmatycznych, inaktywacje kluczowych
enzymow, zaktocanie procesow metabolicznych i oddechowych, oddziatywa-
nie z kwasami nukleinowymi oraz wytwarzanie wolnych rodnikéow (Duran i in.
2016, El-Sheekh i1 El-Kassas 2016).

Produkty zawierajace nanosrebro sa skuteczne w stosunku do bardzo du-
zej liczby mikroorganizméw, w tym chorobotworczych bakterii: Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, a takze grzybow:
Candida albicans, Phoma glomerata, Trichoderma sp. (Kg¢dziora i Sobik 2013).
Szczegodlne wlasciwosci nanostruktur powstatych w oparciu o srebro metalicz-
ne i jego zwiazki sprawily, ze sg one obecnie czesto stosowane w wielu gate-
ziach przemyshu (np. chemicznym, odziezowym, spozywczym, elektronicznym
i elektrotechnicznym), a takze w medycynie w procesie leczenia poparzen, lub
jako $rodki antyseptyczne. Zwigzki zawierajace nanoczastki srebra uwazane sa
za najskuteczniejsze srodki dezynfekcyjne i stanowig sktadnik wielu prepara-
tow stuzacych do odkazania powierzchni poprzez eliminacj¢ mikroorganizmow
(Guo i in. 2013, EI-Sheekh i El-Kassas 2016).

W niniejszej pracy testowano bakteriobdjcze wlasciwos$ci nanosrebra
w stosunku do bakterii Escherichia coli, ktore sg niezwykle czgsto izolowane
z odpadoéw komunalnych (Wolny-Kotadka i in. 2016). E. coli to pateczki gram-
-ujemne, ktore naturalnie zyjg w przewodzie pokarmowym cztowieka oraz in-
nych kregowcow. Biorg udziat w syntetyzowaniu niektorych witamin, m.in. B
i K oraz sg niezbedne do prawidtowego przebiegu proceséw trawiennych. Mi-
kroorganizmy te sg wigc pozyteczne, kiedy wchodza w sktad bakteryjnej flo-
ry jelitowej. Natomiast, gdy znajdg si¢ poza ich naturalnym srodowiskiem, np.
w wodzie, staja si¢ szkodliwe i po wniknigciu do organizmu droga pokarmowa
moga powodowac szereg choréb uktadu trawiennego i moczowego (Libudzisz
2009). Majac na uwadze rozprzestrzenianie si¢ zjawiska lekoopornosci drob-
noustrojow, poszukuje si¢ nowych i bardziej skutecznych metod zwalczania
patogenow. Stad niezwykle interesujaca jest perspektywa zastosowania nano-
srebra w walce z wielolekoopornymi szczepami bakterii (Ibrahim i in. 2012,
Franci i in. 2015).

W odpadach komunalnych i $ciekach czesto wykrywa si¢ wielolekoopor-
ne szczepy bakterii, ktore stanowig olbrzymie zagrozenie epidemiologiczne dla
pracujacych przy ich przetwarzaniu i oczyszczaniu ludzi (Ibrahim i in. 2012).
Dlatego celem niniejszych badan byta ocena bakteriobojczych wtasciwosci na-
noczastek srebra w poréwnaniu do powszechnie stosowanych antybiotykow na
przyktadzie bakterii Escherichia coli izolowanych z odpadow komunalnych.
Ponadto, planowano okresli¢ w jakim stopniu poszczegélne stezenia nanosrebra
hamujg wzrost i rozwdj E. coli.
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MATERIALY I METODY

Wykorzystano 51 szczepow Escherichia coli pochodzacych z kolekcji
wlasnej. Szczepy E. coli zostaly wyizolowane z odpadéw komunalnych skta-
dowanych na terenie jednej z krakowskich firm zajmujacych si¢ ich przetwa-
rzaniem. Odpady sktadowane w pryzmie pobierano do jatlowych pojemnikow
o pojemnosci 500 ml i niezwtocznie transportowano do laboratorium, gdzie
prowadzono dalsze analizy. Do testow wybrano pateczki E. coli, poniewaz to
mikroorganizmy czesto izolowane z odpadow komunalnych oraz wywotujace
zakazenia u ludzi. Na ponizszym schemacie (Rysunek 1) przedstawiono kolej-
ne etapy badan. Etapy nr 2-4 odnosza si¢ do analizy toksyczno$ci nanoczastek
srebra (Shahverdi i in. 2007, Sheehy i in. 2015), natomiast 5-7 — do analizy le-
koopornosci przy pomocy antybiogramu (Gniadkowski i in. 2009). Etap nr 1 jest
wspolny dla obu doswiadczen.

1 — Niebiesko-zielone kolonie E. coli przy pomocy jatowej bagietki pobra-
no z szalek z pozywka TBX i przeniesiono do probowki z 0,9% r-r NaCl w takie;j
ilosci, aby gestos¢ optyczna zawiesiny komorek wyniosta 0,5 McFarland.

2 — Inokulum wysiano na szalki z podtozem MHA, natozono jatowe krazki
bibutowe i przy pomocy pipety naniesiono odpowiednie stezenia nanoczastek
srebra (po 10 ul) oraz jalowa wode destylowang (kontrola negatywna) na po-
szczegolne krazki (A — woda destylowana, B-G — odpowiednie stezenia roztwo-
ru nanoczastek srebra (5, 10, 15, 30, 60, 125 ppm)). Zastosowano nanoczgstki
srebra o $rednim rozmiarze 30,77 + 0,67 nm i sferycznym ksztalcie, syntetyzo-
wane na drodze redukcji chemiczne;j.

5 — Inokulum wysiano na szalki z podtozem MHA i z uzyciem dyspensera
natozono krazki antybiotykowe. Analizowano 20 réznych antybiotykow (Tabe-
la 1), szczegdlng uwage zwracano na mechanizm ESBL, uktadajac antybiotyki
w kolejnosci cefotaksym, amoksycylina/kwas klawulanowy, ceftazydym w od-
legtosci 2 cm od siebie. Pozytywny wynik testu na obecno$¢ mechanizmu ESBL
obserwuje si¢ w przypadku powigkszonych stref zahamowania wzrostu wokot
ceftazydymu lub cefotaksymu w kierunku krazka z amoksycyling/kwasem kla-
wulanowym.

3, 6 — Szalki umieszczono w cieplarce (37°C) i inkubowano przez 24 h.

4, 7 — Po inkubacji zmierzono strefy zahamowania wzrostu wokot kraz-
kow bibutowych lub antybiotykowych. Wyniki oceny wrazliwosci testowanych
szczepOw na antybiotyki interpretowano w oparciu o wytyczne EUCAST (2016).

Przy uzyciu programu Statistica v. 12.5 (StatSoft) obliczono wartos¢
srednig zahamowania wzrostu bakterii wokot krazkdéw. Przeprowadzono tak-
ze oceng korelacji pomigdzy stezeniem nanoczastek srebra a zahamowaniem
wzrostu E. coli.
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Rysunek 1. Schemat przeprowadzonych badan
Figure 1. Diagram of research methodology

WYNIKI

Ocena opornosci bakterii E. coli na wybrane antybiotyki.

Analiza profilu lekoopornosci zgromadzonych izolatdow pozwolita na
stwierdzenie, iz wigkszo$¢ analizowanych antybiotykow ma hamujace dziatanie
na wzrost i rozw6j badanych szczepow E. coli (Rysunek 2, Tabela 1).

Rysunek 2. Strefy zahamowania wzrostu E. coli na skutek dziatania
testowanych antybiotykéw
Figure 2. Zones of growth inhibition of E. coli caused by the application of
antibiotics analyzed
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Tabela 1. Profil lekoopornosci bakterii E. coli
Table 1. Profile of drug-resistant E. coli

. , Szczepy , S.zczep)f . Szczepy
Lp. Antybiotyk Skrot wrailiwe (S) sredmo(\;v)razllwe oporne (R)
1 Amikacyna AK 38 2 11
Amoksycylina/
2 kwas klawula- AMC 32 1 18
nowy*
3 Ampicylina AMP 23 3 25
4 Aztreonam ATM 33 - 18
5 Cefamandol MA 33 - 18
6 Cefepim FEP 35 - 16
7 Cefotaksym* CTX 34 1 16
8 Cefoksytyna FOX 29 - 22
9 Ceftazydym* CAZ 34 1 16
10 Cefalotyna KF 20 8 23
11 Cefazolina KZ 20 8 23
12 Ciprofloksacyna CIP 34 3 14
13 Gentamicyna CN 31 8 12
14 Netilmicyna NET 36 2 13
15 Piperacylina PRL 37 - 14
16 Pt ;‘;fﬁjﬁ;ﬁ/ TZP 39 - 12
17 Tetracyklina TE 36 2 13
18 Tikarcylina TIC 24 - 27
19 Tobramycyna TOB 34 2 15
20 Trimetoprim/sul- SXT 33 B 18
fametoksazol

*antybiotyki stosowane w wykrywaniu mechanizmu ESBL

Nie zaobserwowano wystepowania mechanizmu opornosci typu ESBL.

18% badanych szczepow E. coli jest wrazliwa na wszystkie analizowane anty-
biotyki. Duzy odsetek (68%) izolatow E. coli wykazuje oporno$¢ na 2 i wiecej
antybiotykow (Rysunek 3).

Kazdy z testowanych antybiotykow wykazywat skutecznos¢ hamowania

wzrostu w stosunku do co najmniej 20 szczepow bakterii (Tabela 1). Najwigcej

izolatow bylo opornych na tikarcyling (53%), a antybiotykiem, ktory hamowat

wzrost najwickszej liczby izolatow byta amikacyna (22%) (Rysunek 4).

12
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analizowane mikroorganizmy

liczba antybiotykow, na ktére oporne sa

% szczep6w opornych

Rysunek 3. Wielolekoopornos¢ E. coli
Figure 3. Multidrug-resistance of E. coli

Statystyczna analiza zalezno$ci $redniej strefy zahamowania wzrostu bak-

terii od stgzenia nanoczastek potwierdzita bardzo wysoka, dodatnia korelacje
pomiedzy tymi dwiema warto$ciami (warto$¢ wspotczynnika korelacji r Pearso-
na to 0,88) dla (p<0,05).
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Rysunek 4. Udziatl opornych izolatow E. coli na testowane antybiotyki
Figure 4. The share of resistant isolates of E. coli to tested antibiotics
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Wplyw toksycznosci nanoczgstek srebra na bakterie E. coli.

Podczas badan wlasnych analizowano wptyw bakteriobojczosci nanocza-
stek srebra na bakterie E. coli (Rysunek 5).

Rysunek 5. Rozne szczepy (A) oraz namnozona wybrana kolonia bakterii £. coli (B)
na podtozu TBX
Figure 5. Various strains (A) and the amplified selected colonies of E. coli (B)
on TBX agar

Rysunek 6. Strefy zahamowania wzrostu bakterii E. coli w wyniku dziatania
nanoczastek srebra (5-125 ppm, K — kontrola negatywna)
Figure 6. Zones of growth inhibition of E. coli caused by the application of silver
nanoparticles (5-125 ppm; K — negative control)
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Z przedstawionych danych (Rysunek 6, Rysunek 7) wynika, ze nanoczast-
ki srebra w zastosowanych stezeniach hamuja wzrost 94% testowanych izolatow
E. coli. Mozna réwniez zauwazyC, ze wraz ze wzrostem st¢zenia nanoczastek
zwigksza si¢ strefa zahamowania wzrostu szczepow.

Szczepy rdznity si¢ migdzy sobg wrazliwoscig na nanosrebro. Najmniej-
szym stezeniem, ktore dziatato bojczo na wybrane izolaty byto 5 ppm. Nie uda-
o si¢ wyznaczy¢ minimalnego stgzenia hamujacego wzrost (MIC) dla wszyst-
kich izolatow, poniewaz wsrdd analizowanych szczepoéw 3 izolaty byly oporne
na kazde stezenie nanosrebra. Analizujac wrazliwo$¢ szczepdw na nanosrebro
z pomini¢ciem 3 ekstremalnie opornych izolatéw, wyznaczono MIC dla E. coli
rowne 60 ppm. Na podstawie badan wtasnych stwierdzono, ze 33 szczepy byly
oporne na stezenie nanoczastek o wartosci 5 ppm, 23 szczepy — na stgzenie
10 ppm, 15 szczepow — na stezenie 15 ppm, 8 szczepow — na stezenie 30 ppm,
7 szczepdw — na stezenie 60 ppm oraz 3 szczepy — na stezenie 125 ppm. Ponadto,
16 szczepow bylo opornych na ampicyling (kontrola pozytywna) (Rysunek 8).

Najskuteczniejszym stgzeniem nanosrebra ograniczajagcym wzrost drobno-
ustrojow jest 125 ppm. Stezenie to hamuje wzrost 94% wszystkich szczepow.
Najmniej skuteczne okazato si¢ stgzenie 5 ppm, gdzie zaledwie w przypadku
35% szczepow doszto do zahamowania wzrostu. Ampicylina, bedaca kontrolg
pozytywng, nie hamowata wzrostu wszystkich izolatow E. coli, a jej dzialanie
bakteriobojcze byto skuteczne w stosunku do 69% analizowanych szczepow. Co
ciekawe, 14 izolatoéw, ktére wykazywaly oporno$¢ na ampicyling, byly wrazliwe
na niektdre stezenia nanoczastek srebra. Sposroéd wszystkich szczepoéw 2 wyka-
zywaly opornos¢ zarowno na ampicyling, jak i na wszystkie stezenia nanocza-
stek srebra (Rysunek 9).

16 14,96

—_
S

—
S

—_
B (=)} oo =3
: s y

$rednia strefa zahamowania wzrostu [mm]

[
'

=3
!

K- 5 10 15 30 60 125 K+
stezenie nanoczastek srebra [ppm| oraz K+ i K-

Rysunek 7. Wplyw okreslonych stezen nanoczastek srebra na szczepy E. coli
Figure 7. Impact of certain concentrations of nanosilver on E. coli strains
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Figure 8. Strains resistant to silver nanoparticles (ppm) and K+ and K—
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Rysunek 9. Szczepy oporne na okreslone st¢zenia nanosrebra w obrebie izolatow
opornych na ampicyling
Figure 9. Strains resistant to certain concentrations of nanosilver across the ampicillin
resistant isolates

DYSKUSJA

Majac na uwadze rozprzestrzenianie si¢ zjawiska lekoopornosci drobnou-
strojow na powszechnie stosowane antybiotyki, poszukuje si¢ innych, bardziej
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skutecznych metod zwalczania patogenow. Struktury nanometryczne, m.in. na-
noczastki srebra, sg coraz czgsciej wykorzystywane w celu eliminacji drobnou-
strojow z r6znych powierzchni. Na temat bakteriobdjczych wiasciwosci nano-
srebra w stosunku do réznych gatunkéw mikroorganizméw realizowanych jest
wiele prac badawczych (Pal i in. 2007, Rai i in. 2009, Pantidos i Horsfall 2014,
Shahrokh i in. 2014, Sheehy i in. 2015).

Okazuje si¢ jednak, ze nieracjonalne stosowanie nanosrebra moze spow-
odowac adaptacje bakterii do wzrostu w obecnosci tego nanoproduktu, a w dalsze;j
perspektywie moze wywotac catkowita oporno$¢ drobnoustrojéw na ten metal.
W zwiazku z coraz bardziej powszechnym wykorzystaniem nanosrebra, zasad-
nym jest prowadzenie badan majacych na celu optymalizacje jego syntezy oraz
ocen¢ wptywu na §rodowisko (Hsu i in. 2010, Samberg i in. 2011).

Bakterie E. coli wykazuja duza wrazliwo$¢ na nanoczastki srebra (Seil
1 Webster 2012, Duran i in. 2016). Natomiast ich skutecznos¢ w stosunku do
bakterii jest zroznicowana i uzalezniona od wielu czynnikow (Tabela 2).

Tabela 2. Charakterystyka nanoczastek srebra stosowanych do eliminacji E. coli
Table 2. Characteristics of silver nanoparticles used to eliminate E. coli

MIC AgNPs

Lp Rozmiar (nm) Ksztalt (ppm) Zrédlo

1 31 sferyczny 60 Badania wlasne

2 21 sferyczny 75 (Morones i in. 2005)
3 39 sferyczny 12,5 (Pal iin. 2007)

4 50 trojkatny 0,1 (Paliin. 2007)

5 6 trojkatny 0,1 (Liu i in. 2010)

6 13 sferyczny 30 (Sheehy i in. 2015)
7 5 sferyczny 12,5 (Jaiswal 2010)

8 25 sferyczny 1,69 (Panacek i in. 2006)
9 12 sferyczny 10 (Sondi i Salopek-Sondi 2004)
10 55 sferyczny 0,25 (Paredes i in. 2014)
11 14 sferyczny 0,36 (Kim i in. 2007)

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki byly porownywalne z danymi
przedstawionymi przez Morones i in. (2005), ktérzy zastosowali niewiele mniej-
szy rozmiar nanostruktur, natomiast minimalne stezenie hamujace (MIC) byto
o 15 ppm wigksze. Wyniki przedstawione przez Pal i in. (2007) réwniez mozna
zestawi¢ z badaniami wlasnymi, ale tylko pod wzgledem doboru rozmiaru nano-
czastek. W tym przypadku rozbiezno$¢ dotyczaca MIC byta znacznie wicksza.
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Badania prowadzone przez Pal i in. (2007) dotyczyly oceny wplywu
ksztaltu nanostruktur na ich wlasciwosci antybakteryjnie. Stwierdzono, ze wigk-
sza toksycznosciag wzgledem E. coli odznaczaja si¢ formy trojkatne nanostruktur
pomimo duzego rozmiaru czgstek w poréwnaniu z formami sferycznymi. Liu
iin. (2010) badali wplyw s$rednicy nanoczastek sferycznych na ich aktywno$¢
antybakteryjng. Wskazali, ze istnieje zalezno§¢ miedzy wielkoscig nanosrebra,
a ich stopniem bakteriobojczosci. Oznacza to, ze im mniejsze sg Srednice czg-
stek, tym ich powierzchnia dziatania jest wicksza, a tym samym zwigkszajg si¢
wlasciwosci bakteriobojcze.

Na podstawie zestawienia wybranych parametrow charakteryzujacych
nanoczastki srebra (Tabela 2), nalezy stwierdzi¢, iz istnieje bardzo duze zroz-
nicowane dotyczace powigzania wielkosci i1 ksztattu nanosrebra z jego witasci-
wosciami przeciwdrobnoustrojowymi. Efektywnos$¢ bakteriobdjczego dziatania
nanosrebra jest uzalezniona m.in. od poziomu opornosci szczepdéw a takze moze
mie¢ zwigzek z ich pochodzeniem, czyli miejscem izolacji bakterii. Wrazliwos¢
izolatow na konkretne st¢zenia nanoczastek srebra moze wynikac takze z rdznic
w budowie komorkowej bakterii 1 wtasciwosci fizykochemicznych nanosrebra.
Ponadto, niektore szczepy moga posiadaé specyficzne cechy, ktore uniemozli-
wiaja ich unieszkodliwienie przez nanoczastki. Chodzi tutaj o geny opornosci
na srebro, ktore u bakterii moga wystepowac naturalnie lub ktore izolaty nabyty
wskutek zbyt dlugiego kontaktu z tym metalem (Mazur i Klag 2004, Harnisz
2013). Na zmiany wlasciwosci fizykochemicznych oraz r6zng aktywnos¢ w sto-
sunku do bakterii £. coli moze mie¢ rowniez wptyw odmienna metoda syntezy
1 proces wytwarzania nanoczastek srebra (Song i Kim 2009, Duran i in. 2016,
Osonga i in. 2016).

W niniejszej pracy oprocz badan dotyczacych nanoczastek srebra, analizo-
wano wpltyw wybranych antybiotykdéw na bakterie E. coli. Okazato si¢, ze naj-
wiekszy odsetek (53%) stanowity szczepy oporne na tikarcyling, a najmniejszy
(22%) — na amikacyne.

Threedeach i in. (2012) prowadzili badania na szczepach E. coli wyizolo-
wanych z dwoch odciekow ze sktadowiska. Wykazali, ze antybiotykami o naj-
wiekszych zdolnosciach hamowania wzrostu bakterii byly meropenem (szczepy
wrazliwe — 100% oraz 98,8%) i cefepim (szczepy wrazliwe — 100% oraz 97,5%),
a antybiotykiem najmniej skutecznym okazata si¢ by¢ cefalotyna, gdzie szcze-
py wrazliwe stanowity 5% 1 6,3%. W badaniach wlasnych meropenem nie byt
analizowany, 69% bakterii byto wrazliwych na cefepim, a 55% — na cefalotyne.

Podobne badania prowadzily Wolny-Kotadka i Lenart-Boron (2016),
gdzie 44% szczepoéw E. coli wyizolowanych ze zbiornika wodnego na terenie
Krakowa bylo wrazliwych na tikarcyling. Jednym z antybiotykow, ktory wy-
kazywal najwieksza skuteczno$¢ w stosunku do E. coli byta amikacyna (97%
izolatow wrazliwych).
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W badaniach przeprowadzonych przez Reinthaler i in. (2003) analizowano
bakterie E. coli izolowane z trzech oczyszczalni $ciekow. Stwierdzono opornosé
siggajacg 18% w przypadku antybiotykow takich, jak ampicylina, amoksycylina
oraz piperacylina. W badaniach wtasnych, gdzie analizowano szczepy pocho-
dzace z odpadow komunalnych, w stosunku do tych samych antybiotykow wy-
kazano oporno$¢ w granicach 24-49%.

Szczepy oporne na antybiotyki mozna podzieli¢ na MDR (ang. multid-
rug-resistance) — wielolekooporne, XDR (ang. extensively drug resistance)
— o rozszerzonej opornosci oraz PDR (ang. pandrug-resistance) — calkowicie
oporne (Zabicka i in. 2012). W badaniach wtasnych udato si¢ wykry¢ szczepy
wielolekooporne, ktore byty niewrazliwe na wszystkie badane antybiotyki i sta-
nowily 22%. Najprawdopodobniej tak wysoka oporno$¢ miata zwiazek z po-
chodzeniem szczepow, ktore izolowano z odpadow komunalnych. Osinska i in.
(2017) badajac lekoopornos¢ bakterii E. coli pochodzacych ze sciekow komu-
nalnych, stwierdzili ze 38% izolatoéw byto opornych na wszystkie analizowane
antybiotyki nalezace do trzech klas: tetracykliny, B-laktamy oraz fluorochino-
lony. Tak duzy odsetek opornych szczepow E. coli zapewne wynika z miejsca
izolacji drobnoustrojéw. Sktadowiska odpaddéw i oczyszczalnie $ciekéw komu-
nalnych sg zrédtem réznorodnych mikroorganizmow oraz stanowiag rezerwuar
bakteryjnych gendéw opornosci na antybiotyki. Ponadto, bakterie tam wystepu-
jace, bytuja w warunkach duzej konkurencji gatunkowej i moga uodparnia¢ sig¢
na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe. Izolaty te sg wigc bardzo duzym zagro-
zeniem dla osob pracujacych przy sktadowaniu i przetwarzaniu odpadéw oraz
oczyszczaniu sciekow.

PODSUMOWANIE

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki pozwalajg na stwierdzenie, iz
wsrod zgromadzonych izolatow E. coli jest wiele szczepow lekoopornych na
powszechnie stosowane antybiotyki. Dodatkowo, niniejsze dane pokazujg, ze
odpady komunalne sa miejscem bytowania mikroorganizméw wysoce opornych
na leki przeciwbakteryjne, a takze nanoczastki srebra. Dlatego ciggle rozwi-
jajaca sie nanotechnologia jest nadzieja w walce z drobnoustrojami patogen-
nymi, co potwierdzaja badania wtasne. Jednak, z uwagi na to, ze jest to nowa
dziedzina nauki i dotychczas mato poznana, nalezy dotozy¢ wszelkich staran,
aby oceni¢ i kontrolowaé¢ ewentualny toksyczny wplyw nanoczastek na $rodo-
wisko i organizmy wyzsze. Powszechne stosowanie nanosrebra moze z cza-
sem przyczyni¢ si¢ do powstania opornosci bakterii na ten metal. By¢ moze
w niedalekiej przyszlosci poznamy wszystkie aspekty dzialania nanoczastek
w stosunku do mikroorganizmoéw, a odkrycie bezpiecznych preparatow na bazie
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nanosrebra o wlasciwosciach bakteriobojczych, okaze si¢ przetomowym mo-
mentem w dziedzinie medycyny.

LITERATURA

Cho K.H., Park J.E., Osaka T., Park S.G. (2005). The study of antimicrobial activity and
preservative effects of nanosilver ingredient. Electrochim Acta 51, 956-960. DOLI: http://
dx.doi.org/10.1016/j.electacta.2005.04.071

Duran N., Duran M., Bispo de Jesus M., Seabra A.B., Favaro W.J., Nakazato
G. (2016). Silver nanoparticles: A new view on mechanistic aspects on
antimicrobial activity. Nanomedicine 12: 789-799. DOI: http://dx.doi.org/10.
1016/j.nano.2015. 11.016

El-Sheekh M.M., El-Kassas H.Y. (2016). Algal production of nano-silver and gold:
Their antimicrobial and cytotoxic activities: A review. J Genet Eng Biotechnol. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jgeb.2016.09.008

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (2016). Clinical
breakpoints — bacteria (v. 6.0). http://ecdc.europa.cu/en/activities/diseaseprogrammes/
ARHAI/Pages/public_consultation clinical microbiology infection_article.aspx.

Franci G., Falanga A., Galdiero S., Palomba L., Rai M., Morelli G., Galdiero M. (2015).
Silver Nanoparticles as Potential Antibacterial Agents. Molecules 20: 8856-8874. DOI:
http://dx.doi.org/10.3390/molecules20058856

Gniadkowski M., Zabicka D., Hryniewicz W. (2009). Rekomendacje doboru testow
do oznaczania wrazliwosci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki. Oznaczanie
wrazliwosci  paleczek — Gram-ujemnych. Krajowy Os$rodek Referencyjny ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojow, Narodowy Instytut Lekow, Centralny Osrodek Badan
Jako$ci w Diagnostyce Mikrobiologiczne;.

Guo L., Yuan W., Lu Z., Li C.M. (2013). Polymer/nanosilver composite coatings for
antibacterial applications. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 439:
69-83. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2012.12.029

Harnisz M. (2013). Total resistance of native bacteria as an indicator of changes in
the water environment. Environ Pollut 174: 85-92. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/
j.envpol.2012.11.005

Hsu S.H., Tseng H.J., Lin Y.C. (2010). The biocompatibility and antibacterial properties
of waterborne polyurethane-silver nanocomposites. Biomaterials 31, 26: 6796-6808.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.biomateria

1s.2010.05.015

Ibrahim M.E., Bilal N.E., Hamid M.E. (2012). Increased multi-drug resistant Escherichia

coli from hospitals in Khartoum state, Sudan. Afr. Health Sci. 12, 3: 368-375. DOI:
http://dx.doi.org/10.4314/ahs.v12i3.19

20



Ocena toksycznosci nanoczgstek srebra...

Jaiswal S., Duffy B., Kumar A., Stobie N., McHale P. (2010). Enhancement of the
antibacterial properties of silver nanoparticles using p-cyclodextrin as a capping
agent. Int J Antimicrob Agents 36, 3: 280-283. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/].
ijjantimicag.2010.05.006

Kedziora A., Sobik K. (2013). Opornosé¢ bakterii na srebro — problem stary czy nowy?
Kosmos 62, 4: 557-570.

Kim J.S., Kuk E., Yu K.N., Kim J., Park S.J., Lee H.J., Kim S.H., Park Y.K., Park
Y.H., Hwang C., Kim Y., Lee Y., Jeong D.H., Cho M. (2007). Antimicrobial effects
of silver nanoparticles. Nanomedicine 3: 95-101. DOI: http://dx.doi.org/10. 1016/].
nano.2006.12.001

Libudzisz Z., Kowal K., Zakowska Z. (red.) (2009). Mikrobiologia techniczna.
Mikroorganizmy w  biotechnologii, ochronie Srodowiska i produkcji zZywnosci.
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

LiuH., Dai S.A., FuK., Hsu S. (2010). Antibacterial properties of silver nanoparticles in
three different sizes and their nanocomposites with a new waterborne polyurethane. Int.
J. Nanomedicine 5: 1017-1028. DOI: http://dx.doi.org/10.2147/1IN.S14572

Lok C.N.,Ho C.M., Chen R., He Q.Y., Yu W.Y., Sun H., Tam P.K., Chiu J.F., Chen C.M.
(2006). Proteomic analysis of the mode of antibacterial action of silver nanoparticles. J
Proteome Res. 5, 916-924. DOI:10.1021/pr0504079

Mazur E., Klag S. (2004). Mechanizmy lekoopornosci bakterii. Med Rodz 6: 278-281.

Morones J.R., Elechiguerra J.L., Camacho A., Holt K., Kouri J.B., Ramirez J.T., Yacaman
M.J. (2005). The bactericidal effect of silver nanoparticles. Nanotechnology 16: 2346-
2353. DOI: http://dx.doi.org/10.1088/0957-

4484/16/10/ 059

Osinska A., Korzeniewska E., Harnisz M., Niestepski S. (2017). The prevalence and
characterization of antibiotic-resistant and virulent Escherichia coli strains in the
municipal wastewater system and their environmental fate. Sci Total Environ 577: 367-
375. DOLI: http://dx.doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.10.203

Osonga F.J., Kariuki VM., Yazgan 1., Jimenez A., Luther D., Schulte J., Sadik O.A.
(2016). Synthesis and antibacterial characterization of sustainable nanosilver using
naturally-derived macromolecules. Sci Total Environ 563-564: 977-986. DOI: http://
dx.doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.12.064

Pal S., Tak Y.K., Song J.M. (2007). Does the Antibacterial Activity of Silver Nanoparticles
Depend on the Shape of the Nanoparticle? A Study of the Gram-Negative Bacterium
Escherichia coli. Appl Environ Microbiol 73, 6: 1712-1720. DOI: http://dx.doi.
org/10.1128/ AEM.02218-06

Panacek A., Kvitek L., Prucek R., Kolar M., Vecefova R., Pizarova N., Sharma V.K.,
Nevééna T., Zbotil R. (2006). Silver Colloid Nanoparticles: Synthesis, Characterization,
and Their Antibacterial Activity. J. Phys. Chem. B 110, 16248-16253. DOI: http://dx.doi.
org/10.1021/jp063826h

21



Katarzyna Wolny-Kotadka, Agnieszka Sikora, Dagmara Malina

Pantidos N., Horsfall L.E. (2014). Biological Synthesis of Metallic Nanoparticles
by Bacteria, Fungi and Plants. ] Nanomed Nanotechnol 5:233. DOI: http://dx.doi.
org/10.4172/2157-7439.1000233

Paredes D., Ortiz C., Torres R. (2014). Synthesis, characterization, and evaluation
of antibacterial effect of Ag nanoparticles against Escherichia coli O157:H7 and
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Int. J. Nanomedicine 9: 1717-
1729. DOLI: http://dx.doi.org/10.2147/1IN.S57156

Rai M., Yadav A., Gade A. (2009). Silver nanoparticles as a new generation of
antimicrobials. Biotechnol. Adv. 27: 76-83. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bio
techadv.2008.09.002

Reinthaler F.F., Posch J., Feierl G., Wiist G., Haas D., Ruckenbauer G., Mascher F.,
Marth E. (2003). Antibiotic resistance of E. coli in sewage and sludge. Water Res 37:
1685-1690. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/ S0043-1354(02)00569-9

Russell A.D., Hugo W.B. (1994). Antimicrobial activity and action of silver. Progr. Med.
Chem. 31, 351-370.

Samberg M.E., Orndorff P.E., Monteiro-Riviere N.A. (2011). Antibacterial efficacy
of silver nanoparticles of different sizes, Surface conditions and synthesis methods.
Nanotoxicology 5, 2: 244-253. DOI: http://dx.doi.org/ 10. 3109/ 17435390.2010.525669

Seil J.T., Webster T.J. (2012). Antimicrobial applications of nanotechnology: methods
and literature. Int. J. Nanomedicine 7: 2767-2781. DOI: http://dx.doi. org/10.2147/1JN.
S24805

Shahrokh S., Hosseinkhani B., Emtiazi G. (2014). The Impact of Silver Nanoparticles on
Bacterial Aerobic Nitrate Reduction Process. J Bioproces Biotechniq 4: 3. DOI: http://
dx.doi.org/10.4172/2155-9821.1000152

Shahverdi A.R., Fakhimi A., Shahverdi H.R., Minaian S. (2007). Synthesis and effect
of silver nanoparticles on the antibacterial activity of different antibiotics against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Nanomed-Nanotechnol. 3, 168-171. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.nan0.2007.02.001

Sheehy K., Casey A., Murphy A., Chambers G. (2015). Antimicrobial properties of
nano-silver: A cautionary approach to ionic interference. J Colloid Interface Sci 443,
56-64. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/ j.jcis.2014.11.074

Sondi 1., Salopek-Sondi B. (2004). Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a case
study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. J Colloid Interface Sci 275: 177-
182. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/ j.jcis.2004.02.012

Song J.Y., Kim B.S. (2009). Rapid biological synthesis of silver nanoparticles using
plant leaf extracts. Bioprocess Biosyst Eng 32: 79-84. DOI: http://dx.doi.org/ 10.1007/
$00449-008-0224-6

22



Ocena toksycznosci nanoczgstek srebra...

Threedeach S., Chiemchaisri W., Watanabe T., Chiemchaisri C., Honda R., Yamamoto K.
(2012). Antibiotic resistance of Escherichia coli in leachates from municipal solid waste
landfills: Comparison between semi-aerobic and anaerobic operations. Bioresource
Technol 113: 253-258. DOL: http://dx.doi.org/10.1016/ j.biortech.2012.01.086

Tolaymat T.M., El Badawy A.M., Genaidy A., Scheckel K.G., Luxton T.P., Suidan
M. (2010). An evidence-based environmental perspective of manufactured silver
nanoparticle in syntheses and applications: A systematic review and critical appraisal
of peer-reviewed scientific papers. Sci Total Environ 408: 999-1006. DOI: http://dx.doi.
org/10.1016/j.scitotenv.2009.11.003

Wolny-Kotadka K., Lenart-Boron A. (2016). Phenotypic and molecular assessment of
drug resistance profile and genetic diversity of waterborne Escherichia coli. Water Air
Soil Pollut 227:146. DOI: http://dx.doi.org/ 10.1007/s11270-016-2833-z

Wolny-Kotadka K., Malinowski M., Sikora A., Szymonik K., Pelczar G., Wawrzyniak-
Turek K. (2016). Effect of the intensive aerobic biostabilization phase on selected
microbiological and physicochemical parameters of wastes. Infrastruktura i ekologia
terenow wiejskich/Infrastructure and ecology of rural areas 4, 1: 1099—1115. DOI: http://
dx.medra.org/10.14597/infraeco.2016.4.1.080

Zabicka D., Literacka E., Bojarska K. (2012). MDR, XDR, PDR — jednolite,
miedzynarodowe definicje nabytej opornosci drobnoustrojow na antybiotyki. Aktualno$ci
Narodowego Programu Ochrony Antybiotykéw 3.

Autor do korespondencji: Dr inz. Katarzyna Wolny-Kotadka
Inz. Agnieszka Sikora

Katedra Mikrobiologii

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kottataja w Krakowie

al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

tel.: 12 662 40 96

e-mail: katarzyna.wolny@urk.edu.pl

Dr inz. Dagmara Malina

Wydziat Inzynierii i Technologii Chemicznej
Politechnika Krakowska

ul. Warszawska 24, 31-155 Krakow

tel.: 12 628 20 93

e-mail: dagmaramalina@chemia.pk.edu.pl

Wptyneto: 4.09.2017
Akceptowano do druku: 20.12.2017



