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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

НЧ  – наночастки
НЧ Ag – наночастки срібла 

НЧ Cu – наночастки міді
МБК – мінімальна бактерицидна концентрація

МІК – мінімальна інгібуюча концентрація

КУО – колонієутворююча одиниця

МО – мікроорганізми

СКБ – соево-казеїновий бульон
ТСА  –  триптон-соєвий агар
УФ – ультрафіолетове випромінювання
ПАР – поверхневоактивні речовини

АТСС – American Type Culture Collection, Американська колекція типових культур

ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров'я
ВСТУП

Актуальність теми 

В умовах зниження імунологічної резистентності організму, збільшення числа стійких до протимікробних препаратів штамів мікроорганізмів,  для профілактики і лікування інфекційно-запальних захворювань необхідні нові підходи і нові лікарські засоби, які відрізняються більш високою ефективністю. 
Антибіотики відносяться до лікарських засобів, активність яких знижується у часі в зв´язку з розвитком резистентності мікроорганізмів. Це біологічне явище, яке реєструється вже через 1-3 роки після початку застосування нових препаратів, особливо часто відбувається в умовах стаціонару. Проблемами антибіотикорезистентності у багатьох країнах займаються на державному рівні. Пошук нових препаратів для подолання резистентності – шлях, направлений на  попередження та подолання поширення антибіотикостійких  штамів бактерий. 
Одним  із перспективних напрямків вдосконалення лікарських засобів є дослідження в сфері нанобіотехнології, наноконструювання продуктів нового покоління із заданими властивостями. Наночастки (НЧ) і наноматеріали володіють комплексом фізичних, хімічних властивостей і біологічною дією, які радикально відрізняються від властивостей цієї речовини у формі суцільних фаз або макроскопічних дисперсій [1, 2].
Існують препарати металів і неметалів в нанорозмірному діапазоні, що володіють біоцидними властивостями. Це, в першу чергу, препарати наносрібла, які в останні роки знаходять широке застосування в медичній галузі, оскільки срібло у вигляді наночасток дозволяє в сотні разів знизити концентрацію метала при збереженні всіх його бактерицидних та противірусних властивостей [3, 4].  Було доведено, що  срібло чинить сильну біоцидну дію на більшість мікроорганізмів; за цієї причини срібловмісні препарати використовувалися для обробки опіків і профілактики різноманітних інфекцій. Деякі солі срібла та їх похідні використовувались як антибактеріальні агенти. 
На сьогодні у сфері нанотехнологій відомі практичні та теоретичні розробки, направлені на отримання комбінованих препаратів заданої дії. Синергічний або адитивний ефект композитів залежить від фізико-хімічних особливостей компонентів композиту. Відомі розробки щодо створення модифікацій наночасток срібла з різними сполуками, які мають на меті отримання композитів з вираженою антимікробною дією [5, 6, 7].  
Вчені Ірану вивчили комплексну дію наночасток срібла з різними антибіотиками. Було встановлено, що антибактріальна активність пеніциліну G, амоксициліну, еритроміцину, кліндоміцину і ванкоміцину збільшується в присутності наночасток срібла проти двох досліджуваних штамів: Escherіchіa colі  (E. colі),  Staphylococcus aureus (S. aureus). Найбільше підсилення ефекту спостерігалося для ванкоміцину, пеніциліну G та амоксициліну проти S. aureus [8].    За даними іншого джерела, при поєднанні амоксициліну з наночасками срібла антибактеріальний ефект препарату проти  E. colі  зростав у порівнянні із ізольованим застосуванням амоксициліну [9]. 
Ще одним прикладом вдалого використання наночасток срібла, які мали  антимікробні властивості, є створення імпрегнованих НЧ  тканин. За даними літератури, за допомогою різних методів можуть бути отримані текстильні матеріали з антимікробними властивостями шляхом  введення різних функціональних антибактеріальних агентів у волокна або тканини. Тканини з НЧ  срібла та одяг з цих тканин,  можуть використовуватися для запобігання або мінімізації інфікування патогенними мікроорганізмами.

Розвиток нанотехнологій  з вивченням властивостей наноматеріалів дозволяє  залучати в  процес створення композитів все більшої кількості різновидів сполук. Серед них відомий з давніх часів каолін (Bolus alba), який справедливо розглядається як природний нанооб’єкт, і саме такий підхід дозволив надзвичайно поширити його застосування на новій науковій основі. З фізичної точки зору, перш за все, це використання високодисперсних фракцій глини, а також розробка методів для отримання якомога більшої кількості  нанорозмірних часток в її гранулометричному складі. Звідси випливають перспективи використання каоліну в якості компоненту нанокомпозиту  з перевагою його як природної сполуки, хімічний склад якої та біоенергетична властивість споріднені з організмом людини. Крім того, глинисті мінерали володіють високою адсорбційною та іонообмінною активністю, що відповідає вимогам до ентеросорбентів [10].

Наведені вище приклади демонструють можливість створення унікальних за комбінованою дією композитів на основі наночасток срібла. Синергічний ефект композиту на основі  наносрібла вказує  на те, що антибактеріальні агенти можут бути більш потужними в поєднанні, ніж сума їх індивідуальних эфектів.  Синергічна дія антибактеріальних агентів може зменшити необхідність застосування високих  дозувань та мінімізувати побічні ефекти, зокрема антибіотиків. Адитивний ефект складових композиту  вказує на можливість підсилити   антимікробну дію наносрібла  специфічною дією другої складової та отримати унікальну за фізико-хімічними і біологічними властивостями комбінацію  [11].
Одним із завдань сучасної гігієни є пошук засобів для профілактики розповсюдження мікроорганізмів з множинною лікарською стійкістю до антимікробних засобів. Дані наведених вище посилань вказують на перспективність досліджень щодо створення  композитів на основі наносрібла з вираженим антимікробним ефектом та унікальною комбінованою дією. Цей напрямок отримав чималий розвиток в наукових дослідженнях, проте до сих пір не одержав належного вивчення в Україні. 
Зв’язок роботи з науковими программами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано в рамках науково-дослідної роботи в ДУ «Інститут гігієни та медичної екології імені О.М. Марзєєва  НАМН України»: «Наукове обґрунтування антимікробної дії наноматеріалів в композиційних системах» (шифр теми АМН. 25.12, № державної реєстрації (ДР) 0112U001051),  яка виконувалась в лабораторії санітарної мікробіології  у 2012 – 2014 роках. 
Мета і завдання дослідження.  Метою роботи була гігієнічна оцінка ефективності антимікробної дії композитів з наночастками срібла, отриманих різними методами.

Відповідно до поставленої мети дослідження вважали за доцільне вирішення наступних завдань:

1.   Визначити ефективні методи дослідження антимікробної активності наночасток срібла та композитів на їх основі.

2.   Вивчити антимікробну активність в комбінації з  наночастками срібла антимікробних препаратів  різних хімічних груп.

3.   Встановити антимікробну дію тканин, імпрегнованих наночастками срібла та міді.

4.   Вивчити антимікробну дію та фізичні параметри  композиту на основі каоліну та наночасток срібла.

5.   Надати гігієнічну оцінку ефективності антимікробної дії композитів з наночастками срібла та міді, отриманих різними методами.

Об’єкт дослідження: антимікробна активність композитів з наночастками  срібла та наночастками міді (НЧ Ag та НЧ Cu).

Предмет дослідження: складові композитів (концентрований колоїдний розчин наночасток срібла у гліцерині «Срібний щит-1000»; антимікробні препарати «Стрептоміцин», «Канаміцин», «Офлоксацин», «Цефазолін»); бавовняні тканини, імпрегновані НЧ або іонами Ag та/або Cu; препарат каоліну «Кремневіт» з наночастками срібла; азотнокисле срібло (AgNO3); тест-штами умовно-патогенних мікроорганізмів.

Методи дослідження. При виконанні роботи застосовувалися мікробіологічні,  фізичні,  хіміко-аналітичні, гігієнічні, статистичні і математичні методи дослідження. Обробка результатів проводилася з використанням програм Microsoft Excel 2007, «STATISTICA 10.0».
Наукова новизна одержаних результатів.  За результатами проведених досліджень вперше в Україні:

· обґрунтовано застосування наноматеріалів у якості антимікробних компонентів композиційних систем, отриманих за допомогою модуля плазмового диспергування, методом електронно-променевої конденсації металевого срібла у вакуумі та термічного відновлення іонів срібла або міді на поверхні бавовняних тканин; 
· визначено ефективні мікробіологічні методи дослідження антимікробної   активності   модифікацій НЧ Ag та композитів на їх основі;

· доведено ефект синергізму при взаємодії НЧ Ag «Срібний щит» і антибіотиків груп аміноглікозидів та цефалоспоринів;

· встановлено антимікробну активність та можливість багаторазового використання бавовняних тканин, імпрегнованих НЧ Ag та НЧ Cu, отриманих  методом термічного відновлення іонів металів;

· встановлені фізичні параметри та висока антимікробна дія композиту на основі каоліну та НЧ Ag. 

Практичне значення одержаних результатів. За матеріалами дисертації розроблено та впроваджено наступні нормативно-методичні документи: 

1. Деклараційний патент на корисну модель «Спосіб одержання бактерицидного матеріалу на основі нанорозмірного композиту срібла і міді» (UA №102532 U,  Заявл. 06.03.15, опубл. від 10.11.15, Бюл. № 21);
2. Деклараційний патент на корисну модель «Спосіб одержання бактерицидного матеріалу на основі нанорозмірного срібла» (UA №101592,  заявл. 06.03.15, опубл. від 25.09.15, Бюл. № 18);
3.   Деклараційний патент на корисну модель  «Композит з антимікробною дією та адсорбційною активністю» (UA №103107; заявл. 06.03.15, опубл. від 10.12.15, Бюл. №23);

4.    Інформаційний лист «Метод контролю антимікробної активності  розчинів з наночастками срібла» (м. Київ, 2015,  № 357).

Результати досліджень можуть бути використані фармакологами,  гігієністами, мікробіологами, епидеміологами  та іншими спеціалістами, які працюють в області нанотехнологій, з метою розробки антимікробних композитів  в  різноманітних  формах  лікарських засобів, перев'язувального матеріалу, одягу для медичного персоналу, пакувального матеріалу тощо. 
Матеріали дисертаційної роботи впроваджено в науково-практичну роботу лабораторії медичної мікробіології з музеєм патогенних для людини мікроорганізмів ДУ Інститут епідеміології та інфекційних хвороб ім. Л.В. Громашевського НАМН України». Матеріали дисертації впроваджені у навчальний процес кафедри гігієни та мікробіології Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова, кафедри мікробіології, вірусології та імунології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця МОЗ України, кафедри гігієни та екології Національної медичної академії післядипломної освіти  імені П.Л. Шупика.

Особистий внесок здобувача. Автором особисто здійснено інформаційний пошук та аналіз наукової літератури за даною проблемою, визначено мету та задачі досліджень, обрано методики досліджень, проведено планування експериментів та їх виконання в повному обсязі, здійснено аналіз та узагальнення отриманих результатів, сформульовано висновки.

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи викладено та обговорено на наукових форумах різного рівня: XІ Международная научно-техническая конференция «Екологическая и техногенная безопасность. Охрана водного и воздушного бассейнов. Утилизация отходов» (Бердянськ. 10-14 червня 2013);  науково-практична конференція «Профілактична медицина» (м. Київ, 2014 р.); семінар   «Проблеми нанотоксикології і нанобезпеки» (м. Київ, 2015 р.); науково-практична конференція «Актуальні питання гігієни та екологічної безпеки України» (Марзєєвські читання, м. Київ, 2015 р.), семінар «Конструктивні та функціональні наноматеріали для медицини»  (Наукова рада з нових матеріалів при  комітеті  Міжнародної  асоціації  Національної  академій  наук   України, м. Київ, 2016 р.).

Публікації.  За матеріалами дисертації опубліковано 17 наукових праць, із яких:  5 -  у наукових  періодичних фахових виданнях України, 1 - у науковому  фаховому виданні інших держав, 11 - у матеріалах та тезах науково-практичних конференцій. Матеріали дисертації відображено у 3 деклараційних патентах на корисну модель  та  інформаційному листі.

Структура  та обсяг дисертації.  Дисертаційна робота викладена на 130 сторінках машинописного тексту (обсяг основного тексту 114 сторінок), ілюстрована 40 таблицями, 12 рисунками. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, розділу, що присвячений опису об’єктів і методів досліджень, 3  розділів  власних досліджень, обговорення результатів, висновків і переліку використаних джерел, який включає 150  посилань, з них 45  кирилицею та  105  латиною.
РОЗДІЛ 1

ВЛАСТИВОСТІ НАНОЧАСТОК СРІБЛА ТА АСПЕКТИ ЇХ ЗАСТОСУВАННЯ В КОМПОЗИЦІЙНИХ СИСТЕМАХ
1.1 Використання срібла у медицині
З давніх часів для лікування опіків, ран та бактеріальних інфекцій серед неорганічних антибактеріальних агентів  найбільш широко використовувалося срібло [12, 13]. Одним із найпоширеніших препаратів іонного срібла, відомого з давнини, є нітрат срібла (відомий під назвою «Ляпіс»). Застосування ляпісу в медицині (приблизно з XVII ст. під назвою «адський камінь») грунтується на його антисептичній припікальній дії. 

Для знезаражування води у лікуваль​них та профілактичних цілях в медицині тривалий час застосовувалась «срібна вода». Метод був запропонований у 1930 р. Л. А. Кульським.  Іони срібла можна одержати за рахунок електрохімічного окиснення срібних електродів або переведення у розчин будь-яких роз​чинних солей срібла  (комплексних сполук). Доведена можливість обробки іонним сріблом не тільки води і продуктів харчування, а також застосування срібла в різних галузях медицини.
У 60-х роках минулого століття препарати срібла почали використовувати для лікування опіків (спочатку 0,5 % розчин срібла нітрату, а пізніше 1% крем сульфадіазину срібла) [14, 15]. За рахунок  активного сполучення з тканинними білками  нітрат срібла створює в ранах захисний шар неактивних сполук.  Це зумовлено здатністю нітрату срібла зсідати білки, перетворюючи їх у нерозчинні сполуки. Таким чином, огортаючи нервові закінчення, з'єднання  металу запобігають подразливій дії ексудату, який викликає запалення. Цим зумовлені в'яжучі й аналгезивні властивості нітрату срібла. 
Відомі препарати на основі аміачного срібла, які можуть вільно циркулювати в крові. До таких препаратів  належить створений Єрмолаєвим П. Є. «Амарген  Єрмолаєва», який в лікувальних установах продовжують  використовувати й донині [16].
Однак, тривале застосування 0,5% розчину срібла нітрату може викликати глибокі порушення, викликані втратою електролітів. Ця побічна дія, пов’язана з доброю розчинністю срібла нітрату, наступає у результаті реакції з фізіологічними рідинами. Іони срібла можуть проникати в кров, з’єднуватись з хлоридами, викликаючи їх зниження та дефіцит. Утворений нерозчинний AgCl в організмі може відновлюватись до металевого срібла і бути причиною побічних реакцій. Сульфадіазин срібла має низький ступінь розчинності, в результаті чого при місцевому застосуванні концентрація препарату у рані зберігається на постійному рівні. Срібла нітрат і сульфадіазин срібла вимагають високої частоти аплікації та інактивуються рановою рідиною, а у випадку сульфадіазину срібла спостерігається утворення псевдо-струпу, який повинен бути усунутий перед повторним нанесенням крему. При лікування опіків препарати з сульфадіазином срібла переважно застосовуються двічі на день, а з срібла нітратом до 12 разів на день, що приводить до механічного травмування рани та виникнення дискомфорту у пацієнта [17]. 

Також отримали застосування в медичній практиці колоїдні системи металевого срібла (або низькомолекулярних нерозчинних солей та оксидів), стабілізовані високомолекулярними продуктами. Протаргол і коларгол належать до захищених колоїдів і являють собою колоїдний оксид срібла, захищений продуктами гідроліза білка. Завдяки захисту гідрофобних колоїдів макромолекулами, вони мають цінні технологічні властивості, зокрема спонтанність розчинення. У препаратах «Коларгол» і «Протаргол» срібло знаходиться в неіонізованому стані, тому вони не викликають подразнення тканин, яке виникає внаслідок хімічної взаємодії іонів важкого металу з тканинними білками. Дані лікарські засоби  володіють більше бактеріостатичною, ніж бактерицидною дією. Оскільки розмір частинок захищених колоїдів такий, що вони не проходять через фізіологічні мембрани, вони не можуть всмоктуватись, і їх препарати проявляють тільки місцеву дію. Були виявлені й недоліки за рахунок недостатньої стабілізації часток, що значно знижувало активність препаратів [18]. 
В Україні станом на початок 2013 року є зареєстрованими препарати срібла, які містять як активні фармацевтичні інгредієнти солі сульфонамідів, зокрема: сульфадіазин срібла (Аргедин Босналек, 1% крем, виробництва Босналек д.д.» (Боснія і Герцеговина), Сульфаргін, 1% мазь, виробництва Таллінського фармацевтичного заводу (Естонія), Дермазин, 1% крем, виробництва «Салютас Фарма ГмбХ», підприємства компанії Сандоз (Німеччина), та Ебермін, 1 % мазь, яка містить, крім сульфадіазину срібла, також епідермальний фактор росту людський рекомбінантний (рлЕФР), виробництва Центру Генної Інженерії і Біотехнології, Республіка Куба); сульфатіазол срібла (Аргосульфан, 2% крем, виробництва Єльфа» (Польща). Вказані лікарські засоби відносяться до групи сульфаніламідних засобів; відповідно до інструкцій для медичного застосування препарати мають широкий спектр антибактеріальної активності, що включає майже всі види мікроорганізмів, які спричиняють інфікування ранової поверхні шкіри; активні щодо грампозитивних і грамнегативних бактерій, грибів роду Candida і дерматофітів. Бактерицидні властивості даних препаратів обумовлені активністю іонів срібла, які діють на мембрани та клітинні стінки бактерій. Іони срібла вивільняються у рані поступово в результаті дисоціації сульфадіазину або сульфатіазолу срібла, забезпечуючи постійну протимікробну дію. Бактерицидна активність іонів срібла доповнюється бактеріостатичним ефектом сульфадіазину або сульфатіазолу, що також вивільняються в процесі дисоціації  [19].
1.2 Біологічні та фізико-хімічні властивості  наночасток срібла 
Різноманітні методи синтезу наноматеріалів дозволяють отримувати НЧ різних розмірів, форми, морфологічних особливостей та, навіть, стабільності. Речовини, інертні у формі звичайного металу,  стають реакційно активними у вигляді наночасток .

Зміни біологічних та фізико-хімічних властивостей у наночасток  розміром 100 нм або меньше   відбуваються за рахунок факторів, основними з яких є:

- збільшення питомої поверхні наночасток  підсилює їх реакційну спроможність та  каталітичні властивості, що в свою чергу призводить до збільшення продукції вільних радикалів  і здатності генерувати активні форми кисню, які приймають участь у руйнуванні біологічних структур; підвищені каталітичні властивості  наносрібла стають фактором більшого токсичного впливу на бактерії, ніж іони срібла ;
- за рахунок малих  розмірів НЧ здатні вбудовуватись в мембрани,  проникати в середину клітини та змінювати функціонування  біоструктур; 

- висока адсорбційна здатність. Сорбційні матеріали у нанорозмірному діапазоні здатні адсорбувати на одиницю своєї маси набагато більше речовини, ніж мікроскопічні  дисперсії ;
- акумуляція наночасток в  живих організмах  за рахунок відсутності механізмів розпізнавання та виведення нанооб'єктів захисними системами організмів;
-  здатність до агломерації. Чим менше розмір наночасток, тим сильніший ефект щодо виникнення  агломератів, тобто приєднання частинки до частинки, що ускладнює їх застосування. Це об’єднання може призвести до втрати властивостей, пов’язаних з нанорозмірною природою частинок. Тому надто важливо працювати зі стабілізованими частками [20 - 26].
В якості стабілізаторів використовуються наступні сполуки [27,  28]:

·  наноструктуровані полімерні матеріали (полівінілпіролідон, полі- етиленгліколь та ін.):

·  мінеральні матриці (оксид алюмінію, цеоліт, біла глина та ін.);

·  білки природного походження (казеїн, желатоза);

·  гідрогелеві полісахариди (альгинати, хітин, хітозан).

Вказаний перелік не є вичерпним, тому пошуки в цьому напрямку тривають. Не рідко застосовують комбіновані стабілізатори з двух-трьох компонентів. Вважається, що стабілізація – важливий розділ в галузі нанотехнологій. Стабілізатор повинен відповідати наступним вимогам: сприяти тривалій стабільності колоїдного розчину; не знижувати активність наночасток; бути нетоксичним для клітин теплокровних [29]. Поряд з хімічними речовинами стабілізації НЧ можна досягти за допомогою фізичних факторів. Серед них поширеною є обробка НЧ ультразвуком. 
На активність НЧ впливають супутні умови середовища, в якому вони знаходяться або з яким контактують. Органічні та деякі неорганічні сполуки можуть знизити антимікробну дію або іншу біологічну активність. Такі фізико-хімічні умови середовища як pH та температура підсилюють або знижують біологічну дію наночасток в залежності від їх параметрів [30].
1.2.1 Методи отримання наночасток срібла 

Антимікробний ефект срібла може бути збільшений шляхом застосування його  у вигляді наносрібла.   Нанотехнологія являє собою нову галузь науки  з великими можливостями  застосування у різних галузях промисловості, а саме - електроніці, наномедицині,  косметиці,  продуктах  харчування тощо. 
Методи отримання наноструктур можна умовно розділити на три  категорії – фізичні, хімічні та біологічні. Процеси отримання наноматеріалів включають  етап  синтезу та, за необхідності,  етап  стабілізації. Застосування різних стабілізаторів дозволяє   завершити етап синтезу наноструктур й отримати   НЧ,  придатні  до  подальшого   використання   в  нанотехнологіях [31,  32]. 
Структура наночасток одних і тих же розмірів, одержаних різними методами, може відрізнятися. У  випадку отримання наночасток методом диспергування в структурі частинок зберігається структура вихідного зразка. НЧ, отримані шляхом агрегації атомів, можуть мати інше просторове розташування атомів. Наприклад, при розмірі 2-4 нм спостерігається зменшення параметра решітки.
Основні фізичні методи отримання наночасток:
1. Електронно-променена технологія: плазмове, анодне, магнетронне і т. д., в залежності від способу створення газового середовища, осадження на підкладку або винесення із зони реакції, наприклад, газовим потоком.
2. Методи  лазерного випаровування.
3. Контрольована кристалізація.
4. Ерозійно-вибухове диспергування і подрібнення.
5. Пластична деформація.
Електронно-променева технологія отримання наночастинок металів у водорозчинній матриці базується на одночасному випаровуванні електронним променем у вакуумі металу та матеріалу матриці з наступною їх конденсацією на підкладці. Технологія дозволяє отримувати наночастинки розміром від 15 до 100 нм. Формування наночастинок на поверхні підкладки є нерівнономірним процесом та залежить від ряду факторів, наприклад: температури охолоджувальної підкладки, ступеня розведення інертним газом, швидкості досягнення поверхні підкладки, швидкість конденсації і т. д. Метод електронно-променевої технології дозволяє комбінувати вид наночасток та підложки і, тим самим, здійснювати ряд нових і незвичайних хімічних синтезів [33].
Для синтезу наноструктурованих матеріалів методом хімічної соконденсации розроблено ряд спеціальних кріореакторов. На кріореакторах, створених в РФ, США і Японії, отримують наноматеріали, які використовуються в якості каталізаторів, феромагнетиків, плівкових матеріалів, антикорозійних покриттів. Наприклад, на одній з установок два метали випаровують у вакуумі і конденсують на підкладку, яка охолоджується рідким азотом. Конденсат, що утворився, спресовують при високому тиску і перетворюють у біметалічний нанокомпозит. В установці плазмового осадження в зону плазми разом з інертним газом – носієм вводяться з'єднання металів. В зоні плазми утворюються наночастинки, які при виході із зони плазми контактують з органічним мономером і утворюють стабілізовані полімером наночастинки оксидів, нітритів, карбідів металів [34].
Методами іонно-променевої імплантації отримують впорядковані наноструктури з квантових точок, званих гетероструктурами. Подібні гетероструктури можуть бути використані в якості сенсорів, логічних пристроїв, лазерних джерел нового покоління. В установках іонно-променевої імплантації систему з квантових точок покривають шаром інертного матеріалу, а потім знову наносять основний активний матеріал другого шару. В цьому другому шарі відбувається самозбірка квантових точок, пов'язаних із становищем у першому шарі активного матеріалу. Багаторазове напилення призводить до отримання необхідної гетероструктури.
При газофазному отриманні наноматеріалів частинки металів з тигля – випарника направляються на фільтр, з якого вони видаляються потоком газу. В результаті компактування – укрупнення наночастинок можливо серійне отримання нанопоруватих матеріалів.  У разі використання методу лазерного випаровування для нанесення покриття на різні частинки, використовуються різноманітні лазери, що працюють в імпульсному або безперервному режимах [35]. 
Хімічні методи.  До основних хімічних методів отримання наноматеріалів відносяться наступні:
· хімічна конденсація парів;
· одержання золів шляхом рідкофазного відновлення (у тому числі електрохімічне осадження і синтез в нанореакторах);
· радіоліз;
· матричний синтез.

Хімічний синтез стабільних металевих наночасток срібла відрізняється великим різноманіттям.  Заслуговує на увагу  метод біохімічного та радіаційно-хімічного відновлення в розчині іонів металів (термічного або радіаційного відновлення металовмісних сполук, температури або синтезу у зворотньо-міцелярних розчинах). Міцела — це кристалик дисперсної фази з оточуючим його подвійним електричним шаром.  Тверда фаза, яка міститься всередині міцели, називається агрегатом, агрегат з потенціалвизначаючими іонами — ядром міцели. Ядро разом з адсорбційним шаром утворює частинку або гранулу, яка оточена дифузним шаром.  Утворення наночасток здійснюється в полярному ядрі міцели, більш організованому середовищі, яке сприяє формуванню наноструктурних агрегатів. Але, оболонка міцели утворює певні обмеження для росту цих агрегатів, що сприяє отриманню  часток малих розмірів. В якості відновника, як правило, використовують цитрат натрію, борогідрид натрію, гідразин, додецилсульфат натрію, поліоксиетилен, сорбітан моноолеат, полівініловий спирт, полівінілпіролідон, органічні відновники (альдегіди чи вуглеводні) тощо. В радіаційно-хімічному методі  синтезу в ролі відновника виступає сольватований електрон або ж інші відновлювальні радикал.  Біохімічний метод має переваги в тому, що в якості відновника використовуються природні біологічно активні сполуки – рослинні пігменти з групи флавоноїдів,   що спрощує синтез стабільних на повітрі часток, розширює асортимент металів, з яких утворюються НЧ. [36-38].
Біосинтез (зелений синтез) наносрібла привернув широку увагу в зв'язку із зростаючою потребою в екологічно чистих методах синтезу, в яких використовують мікроорганізми (МО) та їх біоструктури: пептиди, вуглеводи, різні види бактерій, грибів, дріжджів, водоростей і рослин. Так, за використання бактерій (Bacillus licheniformis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas stutzeri)  і грибів (Fusarium semitactum, Fusarium oxysporum, Aspergillus р., Aspergillus flavus)  були синтезовані НЧ срібла, золота, платини, паладію [39 - 42].
 Основною перевагою біогенного синтезу порівняно з іншими методами є можливість уникнути під час безпосереднього проведення  зеленого синтезу  роботи з органічними розчинниками і токсичними реагентами. Також, синтезовані за допомогою біосинтезу, НЧ більш стабільні, ніж, наприклад, синтезовані хімічним способом, і вони можуть залишатися стабільними протягом тривалого періоду часу. Крім того, використовуючи природній цикл розмноження клітин біологічний синтез робить можливим пролонговане отримання наночасток  нетоксичної концентрації нітрату срібла, оскільки мікробні клітини можуть продовжувати розмножуватись,  однак, недоліком біосинтезу  є те, що процес очищення може призвести до появи резистентних бактерій і бактеріального забруднення, що має бути причиною прояву обережності за медичного застосування [43, 44]. 
1.2.2 Антимікробна активність наночасток срібла 

Одним з перспективних напрямків вдосконалення лікарських та дезінфікуючих засобів є дослідження в сфері нанобіотехнології, наноконструювання продуктів нового покоління із заданими властивостями. Доведено, що важливою є морфологія НЧ, в залежності від якої створюють композиції з органічних та неорганічних матеріалів. Від вказаних характеристик залежить доступність НЧ до біологічної системи, токсичність відносно неї та адресність застосування. Чітко простежується така закономірність: чим менша НЧ, тим більша її токсичність для мікроорганізмів та клітин прокаріотів. У зворотній залежності знаходиться доза, яка контактує з органічним об’єктом: чим менша доза, тим менша токсичність і навпаки. Досягнення науки останніх десятиліть в цій галузі дозволили отримати чисті НЧ  багатьох металів. НЧ визначають як дисперсії часток або тверді частинки з розміром в діапазоні 10-100 нм. НЧ можуть знаходитися в рідкому середовищі або в матриці. Остання може інкапсулювати НЧ або прикріплювати їх до своїх частинок [45].

В галузі медицини найбільш поширене вивчення дії НЧ срібла (НЧ Ag) завдяки загальновідомій антимікробній активності AgNO3. Проведені дослідження не тільки довели наявність такої дії, але й виявили значно вищу бактерицидну  та  бактеріостатичну  активність  порівняно  з  йонним  сріблом [46, 47]. 
На сьогодні виявлена токсичність НЧ відносно багатьох видів мікроорганізмів.  Встановлено, що НЧ срібла володіють високою токсичністю  до мікроорганізмів та мають противірусну дію [48 - 51]. 
З іншого боку, срібло має низьку токсичність до клітин людини та з набагато меншою ймовірністю викликає резистентність бактерій у порівнянні з антибіотиками  [52, 53]. Антимікробна активність залежить від взаємодії двох складових: виду мікроорганізму, його стійкості до антимікробних агентів, чисельності, збільшення популяції, з одного боку, та властивостей наночасток  з другого [54 - 58]. 
1.2.3  Дія наночасток срібла на клітини теплокровних організмів
НЧ, як вказано вище, мають унікальні фізико-хімічні властивості. Найбільш важливою характеристикою НЧ є їх розмір та розподіл за розмірами. Досягнення в галузі нанотехнологій та методів визначення характеристик НЧ дозволили виявити також з'вязок форми наночасток та біологічної дії. 
Найбільш активними є НЧ малих розмірів, до 10 нм, з усіченою трикутною  формою. Найменш активними вважаються  сферичні НЧ у формі стрижнів. Внаслідок можливого проникнення НЧ за рахунок їх малих розмірів в середину клітини постає питання стосовно можливих цитотоксичних ефектів. Експериментальні дослідження на культурах клітин вказують на таку можливість. В  останні  роки  цьому  питанню  приділяється  належна  увага  [59 - 61]. 

Ряд дослідників спостерігали запальну реакцію в клітині внаслідок генерації активних форм кисню (АФК), що в свою чергу викликало окислювальний стрес та призводило до апоптозу, порушення внутрішньоклітинних компонентів, процесів секреції, діяльності деяких генів, індукції внутрішньоклітинного окислювального стресу та його негативних наслідків [62 - 64].
Перелік негативних процесів  не є вичерпним. Слід відмітити, що основні повідомлення стосуються досліджень на моделях клітин людини, а не  клінічних спостережень. Дія НЧ на клітини людини, як і намікроорганізми, залежить від багатьох чинників. Найбільш вагомими слід вважати розмір НЧ та їх дозу. Дослідниками Calson C. et al. доведено, що зменшення розмірів НЧ від 55 нм до 15 нм та збільшення дози в межах 10-75 мкг/см3 призводило до виникнення окисного стресу та послідовної загибелі альвеолярних макрофагів, застосованих в якості експериментальної моделі. Спостереженнями дії НЧ Ag з розмірами 5, 20 та 50 нм на чотирьох моделях культур клітин людини встановлена наявність токсичності наночасток розміром до 50 нм, яка проявлялась морфологічними змінами та порушенням цілості мембран [65 - 67].

Поряд з можливими негативним наслідками застосування НЧ, в останні роки НЧ Ag розглядають як такі, що здійснюють протизапальну дію. Особливо при загоєнні ран, опіків і можуть бути використані для виготовлення лікувальних засобів [68].
Таким чином, слід зазначити, що НЧ срібла мають потенціал токсичності. Тому при розробці препаратів з високими концентраціями та малими розмірами НЧ необхідно враховувати ці властивості.
1.3 Композиційні системи на основі наночасток срібла 
Розвиток нанотехнологій дозволив вивчати антимікробну дію НЧ багатьох металів, як кожного окремо, так і в різних сполученнях. На особливу увагу заслуговують НЧ срібла, золота, міді, заліза, цинку.   Пошук практичного застосування зосередився на створенні композитів, тобто препаратів, складовою яких є НЧ з антимікробною дією, та додатково різні сполуки, на яких адсорбовані НЧ. Більша частина композитів містить у своєму складі НЧ срібла як найбільше вивчених та таких, до яких надто повільно виникає резистентність мікроорганізмів, і саме це посприяло інтенсивній розробці різних препаратів із застосуванням іонного срібла, а в наш час – з НЧ срібла. Антимікробна активність НЧ значно  вища за іони. Необхідно також вказати, що технологія отримання металевих НЧ срібла має свої переваги [69].

Модифікація наночасток срібла переслідує дві основні цілі [70 - 73]:

1. Підвищення бактерицидності або токсичності за рахунок тенденції ліганда до збільшення взаємодії НЧ з клітинами. До таких лігандів належать сполуки: поліетиленамід, хітозан, глюкозамін  та ін.

2. Поєднання дії НЧ срібла та іншої складової композита (різні носії мікро- та макроелементів, сорбенти, іонообмінники, нановолокна), яка виконує свою важливу функцію.
1.3.1  Композити на основі наночасток срібла та антибіотиків  
Незважаючи на отримання все більшої чисельності антимікробних препаратів, застосування профілактичних та гігієнічних заходів внутрішньолікарняні інфекції залишаються важливою проблемою медицини.
Більшість антимікробних сполук, серед яких левову частку займають антибіотики  негативно впливають на багато функцій організму людини. Перш за все - це виникнення дисбактеріозів, імунодефіциту та ін. Але головним недоліком антибіотиків є швидке формування резистентності мікроорганізмів до них. Це в свою чергу веде до розвитку хронічних інфекційних процесів, різних ускладнень та інфікування хворих і медичного персоналу  резистентними штамами [74, 75].
У відповідності із «Глобальною стратегією ВООЗ із стримання резистентності до антимікробних препаратів» (Женева 2001) одним із шляхів подолання лікарської резистентності є розробка та впровадження в практику нових антимікробних засобів. Тому актуальним є пошук перспективних біологічно активних сполук, які ефективні стосовно полірезистентних збудників інфекційних хвороб [76, 77].
Ситуація, що виникла, призвела до потреби пошуку препаратів широкого спектру одночасної дії на бактерії, віруси, гриби, які крім того , і це вважається  найголовнішим, не викликають резистентності мікроорганізмів.
До найбільш актуальних розробок композитів належать композиції металів з антибіотиками. До теперішнього часу антибіотикотерапія залишається основною стратегією у боротьбі з інфекційною захворюваністю, яка, незважаючи на розробку комплексів профілактичних заходів, залишається на високому рівні. Цьому сприяє, як вже вказувалось,  формування резистентності мікроорганізмів до антибіотиків. Лабільність генетичного апарату збудників обумовлює доволі високу швидкість росту антибіотикорезистенстності, особливо серед грамнегативних бактерій [78].

Новою стратегією в боротьбі з резистентністю мікроорганізмів можна вважати застосування наночасток деяких металів у комплексі з антибіотиками. Як відомо, НЧ металів, в залежності від розміру, форми, концентрації, можуть проявляти токсичну дію на клітини організму, що призводить до обмеження їх застосування. Але останні дослідження показали, що поєднання металочасток з антибіотиками не тільки знижує токсичність обох агентів по відношенню до клітин людини, зменшуючи потребу в великих дозах, але також збільшує бактерицидність. Сполучення антибіотиків з НЧ відновлює їх здатність вбивати бактерії, які набули резистентності до них [79].

Серед наявних наночасток металів при створенні композитів сріблу належить одне з провідних місць. Вагомою перевагою срібла є низька ймовірність виникнення резистентності у мікроорганізмів до цього  бактерициду [80]. 
Дослідження антибіотичної дії НЧ Ag у поєднанні з антибіотиками набули поширення з початку 2000-х років. На сьогодні відомі результати ефектів дії НЧ в комбінації з такими антибіотиками як пеніцилін, амоксицилін, еритроміцин, кліндаміцин, ванкоміцин, хлорамфеніксол, іміпенем, ципрофлоксацин, триметаприм. При цьому найбільше спостерігали явище синергізму. Значно менше зустрічаються нейтральна дія та антагонізм. Результати досліджень свідчать про зменшення мінімальної інгібуючої концентрації (МІК) антибіотиків у декілька разів, одночасно значно зменшується доза НЧ, що призводить до зниження токсичності таких препаратів [81 - 85]. Досягнення в цій галузі дозволяють робити обгрунтовані висновки щодо перспективності подальшого розвитку такого напрямку та дають підставу проводити клінічні випробування.

Одним із відносно нових нанопродуктів є синтетично отриманий на основі кремнію ентеросорбент із різними торговими назвами. Відомо, що цей препарат має адсорбуючу дію, безпечний за перорального застосування та є перспективним матеріалом для створення нових композитів, в тому числі з НЧ металів та антибіотиками.

В Україні отриманий композит високодисперсного кремнезему з НЧ Ag, який  має  високу  антимікробну  активність  до Pseudomonas  aeruginosa         (P. aeruginosa), S. aureus, E. coli,  Candida  albicans (C. albicans): за чотири години контакту редукція досягала 4,0 – 5,0 lg [86].
Модифікація цефалоспоринових антибіотиків ІІІ-ІV покоління – цефтазидиму, цефотаксиму, цефепіму, цефтриаксону здійснювалася за допомогою механічної обробки сумішей антибіотиків і колоїдного діоксину кремнію в шаровому млині у різних співвідношеннях антибіотик / SiO2. В результаті застосування механохімічної технології отримання композицій антибіотик / SiO2 відбувалося багаторазове збільшення частини найбільш біологічно активних часток нано-SiO2, які є «носіями» антибіотика, що призводило до збільшення антибактеріальної активності отриманих композицій [87, 88]. Для визначення терапевтичної ефективності механомеханічно модифікованих наночасток діоксиду кремнію у комбінації з антибіотиком цефтазидимом моделювали експериментальний сепсис у мишей. Для індукції сепсису мишам внутрішньовенно вводили 24-годинну культуру P. aeruginosa. Було встановлено, що на восьму добу експерименту виживання мишей, які отримували механокомпозит із співвідношенням антибіотик / нано-SiO2 50:1, склало 100 %. В групі мишей, які отримували нативний цефтазидим, виживання тварин було 50 %. У контрольній групі, яка не отримувала лікування, смертність тварин досягла 100 % [87]. Тобто експеримент in vivo досконально підтверджує доцільність робіт в цьому напрямку.
1.3.2  Модифікації наночасток срібла із сполуками різних фізичних властивостей та хімічного складу 
Бурхливий розвиток науки з вивчення властивостей наноматеріалів та нанотехнологій залучає в цей процес все більшу кількість різновидів сполук.

В останні роки з'явились повідомлення щодо застосування в композитах сполук з різними фізико-хімічними властивостями. Поштовхом до цього послужили багато причин, пов'язаних зі станом навколишнього середовища, широким застосуванням хімічних речовин, якістю харчових продуктів та таке інше, що негативно впливає на стан здоров'я населення.
Цілком природне бажання вчених якомога більше знизити вплив цих факторів. Тому виникла ідея змінити композити срібла з антибіотиками і останні замінити природними або штучними сполуками, які біологічно сумісні з організмом людини, а наносрібло при цьому буде виконувати свою антимікробну дію широкого спектру. При створенні таких композитів важливим є вибір носія НЧ як важливої складової препарату. Для цього використовують органічні та неорганічні носії: активоване вугілля, різні алюмосилікати, природні та інші тканини, полімери, колоїдні розчини кремнієвої кислоти, окисли різних елементів та металів [89].

Найбільш поширеним є розробки композитів для нанесення на  ушкоджену та неушкоджену шкіру, слизові оболонки, рани, опіки як лікувальні та профілактичні засоби. Особливу увагу приділяють біополімерам. НЧ срібла включають в біологічні мембрани різної природи, такі як хітозан, ксантановий біополімер, поліестер, метилцелюлоза. Багато з них пройшли випробування в декількох біологічних моделях  при опіках різного ступеня.  Встановлена наявність  не  тільки  високої  антимікробної  дії,  а  й  прискорення загоення ран [90 - 93].
З перелічених біополімерів слід виділити саме хітозан з наносріблом , а також його сполучення з іншими компонентами, які прискорюють загоєння ран та опіків шкіри. Біосумісність хітозану з іншими сполуками привертає увагу бігатьох дослідників. Відомо його поєднання з Zn, Cu, ТіО2 [94 - 99].

В цьому напрямку активно проводять дослідження B.S.Anisha et.al [100]. Автори використовували хітозангіалуронову кислоту з НЧ срібла. Отримано перев´язувальний матеріал, який випробували для лікування діабетичних виразок  стопи, особливо тих, що індуковані антибіотикорезистентними штамами мікроорганізмів. 
Серед різноманітних композитів з НЧ срібла та органічними полімерами слід вказати композит на основі куркум-агару. НЧ розміром від 154 до 20 нм виявляли значну антимікробну дію на грампозитивну та грамнегативну мікрофлору. Крім антимікробної дії автори відмічають антиоксидантні ефекти за рахунок агару та зручність застосування такої консистенції композиту в різних медичних та косметичних цілях. Це один з прикладів, як вже вказувалось, важливої ролі кожної складової композиту [101].
До ефективних загоюючих засобів ран та опіків відноситься також композит гідротованих мембран целюлози з НЧ срібла, отриманих хімічним шляхом. НЧ рівномірно адсорбуються на поверхні нанофібрил целюлози, мають сферичну форму, розмір  8 ± 2 нм і високу антимікробну активність. При цьому целюлоза вбирає в себе рідину з продуктами розпаду та метаболізму тканин. Крім того, целюлоза біосумісна з клітинами теплокровних, що в цілому характеризує такий композит як високоефективний [102].
Можна навести ще багато прикладів розробки та вивчення властивостей композитів з НЧ срібла на основі біополімерів, що підтверджує перспективність їх застосування. 

До числа новітніх матеріалів відносяться також тканини з напиленнями або імпрегнованими  мікро- та НЧ срібла,  або - срібла та міді.
Існує декілька способів отримання бавовняних тканин з НЧ срібла.  Найбільш простим та дешевим способом отримання тканин з НЧ є застосування температурного фактора. Демонстрацією можуть слугувати слідуючі дослідження. Тканину, просичену азотнокислим сріблом, завантажують в автоклав та задають температуру 121 °С протягом 15 хв.  Залишкова кількість альдегідного радикала крохмалю відновлює нітросрібло до металевих наночасток, які одночасно закріплюються на тканині [103]. Міцні антимікробні тканини, імпрегновані наносріблом отримані при застосуванні гідролізованої ксантанової камеді [104]. Цікавим є також варіант обробки нетканного льняного волокна наносріблом та йього стабілізація фітопрепаратом. Застосування вказаних тканинних пов´язок, за даними авторів, вдвічі скорочує процес загоювання ран [105].

В останній час з´явилось багато повідомлень щодо використання в композитах різних мінералів. Останні приваблюють тим, що володіють високою адсорбційною та дезінфікуючою властивостями [106]. Сорбційна ємність мінералів визначається здатністю утримувати та видаляти сполуки та окремі елементи і залежить від величини поверхні пор сорбентів. В залежності від розмірів радіуса пор, вони діляться на три типи: мікропори з радіусом менше 1,5 нм, мезопори з радіусом від 1,5 до 200 нм, макропори  - більше 200 нм. Вибір сорбента з тою чи іншою пористою структурою дозволяє впливати на характер сорбції, і тим самим визначає терапевтичний ефект. За використання мінеральних сорбентів в нанокомпозитах з НЧ срібла відбувається поєднання сорбційно-детоксікаційних властивостей з антибактеріально-вірулоцидними властивостями наносрібла. Перевагою мінеральних сорбентів також є їх природний склад, наявність важливих для організму мікро- та макроелементів.

Мінеральний адсорбент для медичних цілей повинен відповідати ряду специфічних вимог, зокрема, бути біологічно інертним, промислово доступним, економічно рентабельним [107]. 
Методи нанесення срібла на мінерал застосовуються самі різні: від обміна катіонів Na+ в каркасі структури мінерала на Ag+ з розчину AgNO3  аж до напилення часток Ag у вакуумі на неорганічну підложку [108, 109].
Найбільш поширений хімічний метод отримання НЧ срібла, поєднаних з частками мінеральних сорбентів. Прикладом можуть бути композити з монморилонітом при застосуванні двох відновників: формальдегіду та боргідриду [110]. При застосуванні боргідриду отримано рівномірне розподілення  дисперсних часток Ag з вузьким діапазоном розмірів – від 3 до 13 нм.  Отриманий композит в обох випадках містив 2,4 мас %  і 5,3 мас % НЧ Ag, що свідчить про достатньо високу якість композиту та широку сферу йього можливого застосування. Бактерицидна дія наносрібла в мінеральному композиті призводить до швидкого подолання інфекційного процесу. В той же час сорбційні якості мінералів (каолін), цеоліт, монтмораланіт та ін. забезпечують видалення токсичних продуктів деградації тканин, мікробних клітин, ексудатів, нанообмінні властивості мінералів сприяють оптимізації йонного складу міжклітинної рідини в рані. Все це сприяє  прискоренню загоєння рани і вказує на перевагу композитів з мінералами [111 - 113].
При отриманні НЧ срібла  хімічним методом  використовують в якості так званої «твердої підложки» багато різних сполук. Дуже перспективне застосування дрібнодисперсних фракцій різних мінералів. Так, K. Sameli et al НЧ срібла закріплював на частинках тальку розміром 7,5 – 13.1 нм [114]. Така комбінація забезпечувала  стабільний стан розчину. Автори рекомендують отриманий композит використовувати в різних галузях хімічної та біологічної промисловості. Аналогічним способом було отримано композит НЧ Ag з каолінітом [115].  НЧ   діаметром 5,6 – 10,5 нм також адсорбувались на поверхні частинок каолініту, що за думкою дослідників було обумовлено тим, що проміжок між пластинками каолініта був значно менше 9,8 – 7,2 нм. Хімічний метод застосований також для отримання НЧ срібла з цеолітом [116].  Поряд з добре вивченим хімічним методом отримання НЧ при створенні  композитів останнім часом набуває розвиток застосування ү-опромінення та ультразвука. В роботі  Shameli K. et al. [117] НЧ срібла були синтезовані у міжпластинчатому просторі монтморилоніта з використанням  ү-опромінення без будь-якого відновника. НЧ з діаметром 21,5 – 30,6 нм.  Введення наночасток срібла після їх відновлення в нанопористу решітку цеоліту було здійснено в процесі обробки цеоліту ультразвуком [118].  
Серед багатьох мінералів, які застосовуються в композитах з наносріблом,  до найбільш перспективних слід віднести білу  глину. Біла глина (Bolus alba) (каолін, або китайська глина) справедливо розглядається як природний нанооб’єкт. Серед численних різновидів глин тільки білі каолінітові глини безпечні за своєю структурою та енергетикою для слизової шлунково-кишкового тракту та раньових поверхонь. Завдяки своїй м’якій, щадній дії білі глини були дозволені Фармакологічним комітетом колишнього СРСР (ГФ СССР, изд. 10-е, М., 1969, с. 140, № 109 Bolus alba) та інших країн для внутрішнього вживання. Це відкриває широку дорогу до застосування білої глини в медицині.

З фізичної точки зору доцільно використання високодисперсних фракцій глини, а також розробка методів для отримання якомога більше нанорозмірних часток в її гранулометричному складі. Звідси витікають перспективи використання каоліну в різних галузях нонотехнології з перевагою його як природної сполуки, хімічний склад якої та біоенергетична властивість споріднені з організмом людини. Крім того, глинисті мінерали мають високу адсорбційну та іонообмінну активність, що відповідає вимогам до ентеросорбентів [119]. В сучасній медицині ентеросорбції приділяється велика увага як природному методу зв’язування та видалення з організму екзо- та ендотоксинів.

Біла глина – це суміш різних мінералів які відносяться до алюмосилікатів. Її основний компонент – каолініт (85,0 - 95,0 %), в якому співвідношення SiO2 та Al2O3 найменше (близько 1:2). Крім каолініту глина, як правило, у своєму складі має монтморилоніт, кварц, слюду, а також може містити польовий шпат, іліт, ілменіт, гематит, боксит та інші компоненти в незначних кількостях. Крім кремнію та  алюмінію до складу білої глини входять магній, залізо, кальцій, фосфор, цинк, літій, мідь, берилій, кобальт, молібден та деякі інші мікроелементи, необхідні живому організму.

Основна складова каоліну – каолініт. Сформований із гірських порід під впливом атмосферних факторів. Має білий, сіро-білий або злегка забарвлений колір. Складається з тонких, гнучких пластинок триклинного кристалу з діаметром 0,2-12 мкм. З урахуванням такої високої дисперсності глину відносять до природних наноматеріалів. Питома поверхня  1 г глини досягає 150 м2. Кристали каоліну складаються з багатьох шарів декількох видів накладання та мають два типи зарядів: позитивний і негативний.

Глина має значний катіонний обмін, об’єм якого залежить від розміру часток, в той же час швидкість обміну дуже висока, майже миттєва. Але при наявності високодисперсних фракцій ємність катіонного обміну не залежить від розміру часток, оскільки їх певна кількість представлена домішками монтморилоніту, що володіє великою обмінною ємністю та адсорбційною активністю. Крім того, високодисперсні фракції значно підвищують загальну площу часток. Каолін активно адсорбує невеликі молекули, такі як лецитин, хінолін, паракват, дикват, а також протеїни, поліакрилонітрил, бактерії і віруси [120 - 126]. Адсорбовані речовини і мікроорганізми можуть бути легко видалені з більшості видів глин, оскільки адсорбція здійснюється поверхневими структурами часток глини.

Специфічність взаємодії мікроорганізмів і часток адсорбенту залежить від багатьох факторів: величини заряду, просторової орієнтації і характеру структурних груп обох об’єктів. До складу бактеріальної клітинної стінки входять пептидоглікани, частина з яких має позитивний заряд, що забезпечує їх взаємодію (адсорбцію) з неорганічними частинами глини, оскільки кристали каолініту, як було вказано вище, мають два заряди – позитивний та негативний.

Глину відносять до універсальних лікувальних факторів, які застосовували з давніх-давен при різноманітних захворюваннях поверхневих покривів людини, опорно-рухового апарату, внутрішніх органів як соматичного, так й інфекційного походження. Глину застосовують у вигляді зовнішніх аплікацій, ванн та шляхом прийому всередину в якості ентеросорбенту. Глина виконує не тільки роль детоксиканта, а й постачальника кремнію та багатьох мікроелементів [127].

Глини як ефективні адсорбенти проявляють фізичну і хімічну взаємодію з мікроорганізмами. Вони адсорбують практично всі види мікроорганізмів. При цьому потрібно розмежувати глини, які є антибактеріальними і неантибактеріальними. Під час взаємодії часток глини з поверхнею мікробної клітини відбувається, перш за все, фізичний процес адсорбції – це виявлення дії електростатичних сил. Цей процес зворотній, і мікроорганізм зберігає свою життєздатність. Але така взаємодія може привести і до порушення життєво важливих функцій мікроба (утруднити пасивне і активне поглинання необхідних поживних речовин, пошкодити клітинну оболонку, послабити вихід метаболітів). В дослідженнях  МО не гинули при простій фізичній взаємодії з глиною [128]. Коли сухі глини накладали на колонії мікроорганізмів, вони залишалися життєздатними. Але деякі з досліджених глин ставали антибактеріальними, коли вони були гідратовані: E. coli гинули від взаємодії розчинних складових глини, токсичних для бактерій. За даними літератури, лише деякі родовища містять бактерицидні глини. Кожне родовище антибактерільних глин відрізняється за мінеральним складом, але у всіх є спільне – наявність розчинних мінералів і збагачення залізом. Середній діаметр кристала антибактеріальних глин < 200 нм, що на порядок менше за стандартні еталонні зразки. Автори відмічають складність хімічних і біохімічних реакцій, які призводять до загибелі мікроорганізмів. Метали, які входять до складу глин і розчинені у глиняних суспензіях, мають різну біодоступність. Процес переносу елементів глини через клітинну мембрану супроводжується багаточисельними хімічними реакціями і формуванням високо реактивних проміжних радикалів, які залежать від мінералогії і будови оболонки клітини. Один з механізмів бактерицидності обумовлений тим, що бактерицидні глини постачають додатковий йон Fe2+ у бактеріальну клітину, де відбувається його окиснення, і це супроводжується продукцією гідроксильних радикалів, які викликають деструктивні зміни в клітині [129].

Продукування гідроксильних радикалів може бути посилене далі через біохімічне відновлення Fe3+. Kohanski et al. [130] показали, що продукування внутрішньоклітинніх гідроксильних радикалів є основним механізмом загибелі клітин за дії синтетичних антибіотиків. Зроблено припущення, що глини діють подібним чином.

Williams L.B., Haydel S.E. et al. [131] також відмічають, що бактерицидний механізм дії глин не є фізичним, а хімічним (перенос електронів, хімічна реакція тощо). Хімічні зміни все ще знаходяться в стадії вивчення. Зокрема, експерименти з катіонного обміну (одна з важливих властивостей глини) показали, що антибактеріальний ефект глини може бути зміненим, якщо використовувати взаємозамінні катіони. В результаті автори роблять висновок, що рН та окисно-відновні реакції, які відбуваються в суспензії глини і клітинній оболонці бактерій, є ключовими у механізмі антимікробної дії.

Більшість антибактеріальних глин спричиняє деструктивну дію на широкий спектр бактерій: E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. typhimureum та їх антибіотикостійкі варіанти. Так, спостерігали загибель E. coli з широким спектром бета-лактамази а також S. aureus, стійкого до метициліну [132 - 134]. Чутливість антибіотикорезистентних бактерій до антимікробних глин робить їх застосування в медицині досить перспективним. Зокрема, для лікування ран. Регенерація тканини при одночасній дії антибактеріальної глини залишається досі на з’ясованою [135]. Перспективним є використання таких глин для лікування інфекцій, до яких немає ефективних антибіотиків, наприклад, виразки Бурулі [136], а також при інфекціях, що викликані не тільки антибіотикорезистентними збудниками, а більш широко – при багатьох інфекційних процесах, особливо якщо врахувати відносну дешевизну глини порівняно з антибіотиками, відсутність токсичності і одночасне збагачення організму кремнієм і багатьма мікроелементами.

Спостерігалась також задовільна адсорбція фагів Т7 смектитовою глиною, в основному дрібнодисперсними фракціями [137]. Бактеріофаги MS2  і Phix 174 добре адсорбувалися кремнієм бетонітом в умовах статики і динаміки за (4+1) °С і (25+1) °С. Автори зробили висновок, що глини перспективні для видалення вірусів з водних розчинів. Більш широко використання глин для очистки води представлено в монографії Ю.І. Тарасевич [138].

В наш час білу глину розглядають також як складову нанокомпозитів завдяки малим розмірам та наявності пор між контактуючими частинками каолініту. Прикладом може бути композит з наночастинками срібла [139]. Адсорбція бактерицидних елементів (Ag, Cu, Co, Zn) на кристалічних поверхнях часток глини також надає їй антимікробної властивості [140, 141].

Таким чином, наведені відомості  наукової літератури наочно демонструють зацікавленість вчених багатьох країн до розробки та застосування композитів різного складу з органічними та неорганічними наповнювачими антимікробної направленості, як правило за рахунок наносрібла.
З проаналізованих нами даних щодо складу композитів надано перевагу сполукам срібла з мінералами, оскільки обидві складові виконують важливі функції: антимікробну, дезінфекційну та постачальника в організм мікро- та макроелементів. На сьогодні вже є всі підстави більш широко вивчати застосування таких композитів не тільки при патологічних процесах шкіри та слизових оболонок, а й як ентеросорбентів при багатьох захворюваннях різної етіології.
РОЗДІЛ 2
ОБ’ЄКТИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкти дослідження
В роботі були досліджені антимікробні властивості композитів з НЧ срібла «Срібний щит-1000» та антибіотиками, тканин, імпрегнованих НЧ срібла і міді, та зразки композиційних систем  на основі наночасток срібла і каоліну торгової марки «Кремневіт».
Композити на основі наночасток срібла та антибіотиків.
Складові композиту:  

· антибіотик «Стрептоміцин» - порошок для розчину для ін'єкцій по 1,0 г, виробництва ВАТ «Київмедпрепарат», серія 200411, строк зберігання до 05.2014 р.; 

· антибіотик «Канаміцин» - порошок для розчину для ін'єкцій по 1,0 г, виробництва ВАТ «Київмедпрепарат», серія 621010, строк зберігання до 11.2013 р.; 

· антимікробний препарат «Офлоксацин» - розчин для інфузій, 2 мг/см3, виробництва «Юнік Фармасьютикал Лабораторіз», Індія, серія PFV 1003; 

· антибіотик «Азитроміцин» - порошок ліофілізований для приготування розчину для інфузій 500 мг, виробництва «АЛЕМБІК ЛІМІТЕД», Індія, серія 10270011; 

· антибіотик «Цефазолін» - порошок для розчину для ін'єкцій по 1,0 г, виробництва ТОВ «Авант», серія 10661010; 

· концентрований колоїдний розчин наносрібла в гліцерині «Срібний щит-1000», в основі якого – металеве срібло (Ag, ГОСТ 6836-2002), дисперговано за допомогою модуля плазмового диспергування. «Срібний щит-1000» розроблено в Інституті надтвердих матеріалів ім. В.М. Бакуля НАНУ та отримано одностадійним фізичним способом приготування висококонцентрованих колоїдних розчинів ультрадисперсних часток електропровідних матеріалів на основі водорозчинних і неводорозчинних речовин та розчинник гліцерин (C3H7O3) [142]. Концентрований колоїдний розчин «Срібний щит-1000» – темно-сіра прозора рідина з концентрацією наночасток срібла 60 мг/л та розміром часток срібла 10–80 нм. Випуск розчину проводять у відповідності до вимог ТУУ 05417377-13-09. Клас безпеки розчину, за ДСТУ 12.1.007-76, - 4, згідно з Токсиколого-гігієнічним паспортом МОЗ України від 04.06.09 р. (при введенні у шлунок та нанесенні на шкіру не представляє небезпеки).

Мінімальну інгібуючу концентрацію антимікробного препарату «Офлоксацин» визначали серед розчинів з концентраціями препарату 200, 20, 2,0, 0,2, 0,1, 0,05, 0,25 та 0,0125 мкг/см3. 

Мінімальну інгібуючу концентрацію антимікробного препаратів «Азитроміцин» та «Цефазолін» визначали серед розчинів з концентраціями антибіотика 200, 100, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 мкг/см3. 

Антимікробну дію концентрованого колоїдного розчину срібла в гліцерині «Срібний щит-1000» визначали в розбавленнях препарату 1 : 2; 1 : 3, 1 : 4, 1 : 5, 1 : 8, 1 : 16, 1 : 32, 1 : 64 (30,0 мкг/см3, 20,0, 15,0, 12,0, 7,5, 3,75, 1,87, 0,937 відповідно). 
В комбінаціях використовували всі вказані концентрації антимікробних препаратів та розведення срібла.

Вивчення антимікробних властивостей антимікробних препаратів проводили методом серійних розведень у рідких живильних середовищах. Робочі розведення зразків готували з використанням буферного розчину рН 7,0. Температура розчинів всіх дослідних зразків становила (20,0 ± 1) °С.
Тканини, імпрегновані наночастками срібла або міді
Імпрегновані НЧ срібла та міді тканини були отримані науковцями Інституту хімії поверхні ім. О.О. Чуйка НАНУ у співавторстві із співробітниками ДУ ІГМЕ НАМНУ [143, 144].

Бактерицидний матеріал з НЧ Ag або Cu отримано шляхом термічного відновлення іонів срібла або міді на поверхні бавовняних тканин. Спосіб одержання бактерицидного матеріалу з НЧ реалізувався в три етапи. Перший етап включав в собі приготування водних розчинів нітратів срібла або сульфату міді у концентраціях 10786,82 мг/л, 1078,68 мг/л, 107,86 мг/л, 10,78 мг/л (10,79, 1,08, 0,11, 0,01 мг/см3 відповідно). Другий етап – вимочування тканин у відповідних розчинах протягом 15 хвилин. Третій етап – термообробка тканини металевою поверхнею, розігрітою від 205 до 225 ºС до появи жовтого кольору тканини. Процес термообробки не є довготривалим. В умовах отримання невеликої кількості бактерицидного матеріалу термообробка бавовняних тканин, просочених водними розчинами нітратів Ag або Cu, проводилася побутовою праскою. 

Композит на основі наночасток срібла та «Кремневіту»
Об’єктом дослідження був зразок каоліну торгової марки «Кремневіт» [145]. Зразок за якістю відповідав вимогам Державної фармакопеї України, перше видання, 2011 р.

«Кремневіт» був підданий глибокій очистці шляхом застосування технічного прийому, який дозволяє виловлювати частки, що наближаються до нанорозмірів, та максимально зменшує концентрацію домішок кварцу та слюди.

Каолін (біла глина) являє собою полідисперсну систему з вираженою електростатичною взаємодією часток, за рахунок чого утворюються агломерати з поліморфною структурою. Для визначення гранулометричного складу «Кремневіту» готували суспензії на фосфатно-буферному розчині з рН 8,2 у концентраціях 1,0; 0,1 і 0,01 %. Зразки обробляли ультразвуком на приладі УЗДНА-А з робочою частотою генератора та випромінювача 22 кГц протягом 3 та 5 хв, інтенсивність – 7, синхронізація – 7.

Визначення розмірів частинок проводили співробітники Національного університету харчових технологій НАНУ на аналізаторі Zetasizes NanoZS, використовуючи для розсіювання світла лазер He-Ne, 4 мВт, 633 нм, крім цього, визначено фазовий склад «Кремневіту» на дифрактометрі ДРОН-3, з використанням Сrka випромінювання методом рентгенофазного аналізу.

Для отримання НЧ Ag був використаний фізичний метод випаровування і конденсації металевого срібла у вакуумі, розроблений в Інституті електрозварювання ім Е.О. Патона НАНУ.

Композит з НЧ Ag та каоліну розроблено співробітниками ДУ ІГМЕ НАМНУ та отримано в Міжнародному Центрі електронно-променевих технологій при Інституті електрозварювання ім Е.О. Патона НАНУ [146]. Нагрівання срібла та високодисперсне випаровування, проведене електронним променем, який генерувався електронно-променевою гарматою, з послідовним фізичним осадженням парової фази на підложку з препарату білої глини «Кремневіт».

Тест-штами мікроорганізмів

Дослідження проводили з використанням наступних тест-мікроорганізмів:

-  Staphylococcus aureus ATCC 6538 (S. aureus); 
-  Escherіchіa colі K12 NCTC 10538 (E. coli); 

-  Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (P. aeruginosa);
-  Candida albicans ATCC 10231 (C. аlbicans).
В залежності від виду експерименту,  для виготовлення робочих суспензій мікроорганізмів, у якості розчинника використовували фосфатний буферний розчин рН 7,0  або дистильовану воду.

Для культивування тест-штамів та проведення всіх експериментів були використані однакові живильні середовища, ростові властивості та стерильність яких були перевірені перед початком досліджень:

– триптон-соєвий агар (ТСА) виробництва HiMedia» (Індія) – для визначення кількості бактерій;

– агар Сабуро виробництва HiMedia» (Індія) – для визначення кількості грибів.

Кількість бактерій у вихідній суспензії при використанні суспензійного методу визначали за оптичною густиною з використанням фотоелектроколориметру (КФК -3) (довжина хвилі близько 620 нм, кювета довжиною 10 мм). Кількість клітин у вихідній суспензії становила від (1,5 · 108) до (5,0 · 108) КУО/см3  (8,17 – 8,70 lg) для  бактерій  і від (1,5 · 107) – до (5,0 · 107) КУО/см3  (7,17 – 7,70 lg) – для грибів.

Посіви тест-штамів бактерій інкубували за температури (37,0 ± 1,0) °С протягом 24 – 48 год, дріжджеподібних грибів –за температури (30,0 ± 1,0) °С  протягом 48 год.
2.2 Методи дослідження
Мікробіологічні методи дослідження.
Визначали бактерицидну активність композитів на основі наночасток срібла, антимікробних препаратів та складових композиційних систем, а саме: антимікробних препаратів «Офлоксацин» (група фторхінолони),    «Азитроміцин» (група макроліди), «Цефазолін» (група цефалоспорини) – методом розбавлень;  концентрованого колоїдного розчину наносрібла в гліцерині «Срібний щит-1000» – методом розведень, методом дифузії в агар, суспензійним методом. 

Метод серійних розбавлень.
Метод серійних розбавлень [147] дає можливість визначити мінімальну інгібуючу та мінімальну бактерицидну концентрації випробуваного зразка для тест-мікроорганізмів, що характеризує його мікробіологічну активність. 

Суть методу полягає у приготуванні ряду розбавлень у рідкому поживному середовищі із внесенням в усі розведення тест-мікроорганізму. 

Інокулюм вносили в кожну пробірку так, щоб кінцева концентрація мікроорганізму в кожній пробірці досягала 106  -  105 КУО/см3. Інокулюм  вносили в пробірки з розбавляннями зразка не пізніше 15 хв з моменту його приготування.
Наявність або відсутність росту тест-штамів у  присутності дослідних зразків здійснювали шляхом візуального контролю пробірок з помутнінням (наявності або відсутності росту мікроорганізмів) у поживному бульйоні. 

За найменшу концентрацію препарату, яка гальмує ріст тест-культури (МІК), приймали останнє розбавлення дослідного зразка без помітних ознак помутніння рідкого поживного середовища, що свідчить про ріст мікроорганізмів 

Для визначення бактерицидної концентрації із двох останніх пробірок з відсутністю видимого росту проводили посів на відповідне щільне поживне середовище. Через 24 години інкубації у термостаті за температури 35 °С відмічали ту найменшу концентрацію в пробірці, посів із якої не дав росту, яку й приймали за мінімальну бактерицидну концентрацію (МБК).

Метод дифузії в агар (метод лунок).
Метод дифузії в агар базується на здатності досліджуваного зразку, внесеного в лунки, дифундувати в агар в усіх напрямках [148]. Якщо на чашку з поживним середовищем, контамінованим тест-мікроорганізмом внести досліджуваний зразок, то навколо нього утворюється зона пригнічення росту. 

Для визначення антимікробної дії зразків методом дифузії в агар розплавлене та охолоджене поживне середовище  контамінували суспензією тест  мікроорганізму.  Мікробне  навантаження  складало 1 х 107 КУО/см3. По 20 см3 контамінованого мікроорганізмами середовища розливали у чашки Петрі і залишали до застигання середовища. У товщі поживного середовища робили лунки за допомогою стерильного пробійника діаметром 8 мм. По 0,1 см3 випробуваних зразків вносили в окремі лунки. Посіви інкубували в термостаті протягом 24 - 48 годин за температури  35º С. Після закінчення інкубації заміряли діаметри зон відсутності росту навколо лунок.  Діаметр зони затримки росту залежить від здатності зразка дифундувати в агар, його концентрації та від чутливості тест-мікроорганізмів .

Визначення чутливості мікроорганізмів до антимікробних препаратів методом дифузії в агар (метод Кірбі-Бауера).
Середовище № 1 розливали по 20 см3 у стерильні чашки Петрі (діаметр чашок 100 мм). Перед посівом поверхню середовища підсушували за кімнатної температури, для цього їх витримували при злегка відкритій чашці протягом 30-40 хв.

Для посіву використовували 18-20 - годинну агарову культуру бактерій. При використанні агарової культури її спочатку змивали невеликою (4-5 см3) кількістю фізіологічного розчину натрію хлориду. Необхідну концентрацію мікроорганізмів визначали на КФК-3, як викладено вище.  Отриманий  інокулят  розводили в 10 разів ізотонічним розчином. Інокулят в об'ємі   1-2 см3 наносили піпеткою на поверхню середовища, похитуючи чашку рівномірно розподіляли по всій поверхні середовища, надлишок інокуляту видаляли. Чашку підсушували протягом 10-15 хв та за допомогою пінцета накладали диски з антибіотиками. Культивували мікроорганізми за температури 35-37 °С протягом 18-20 год.

Для визначення результатів дослідження лінійкою вимірювали діаметр зони затримання росту мікроорганізмів з точністю до 1 мм, включаючи діаметр дисків. Результати оцінювали за розробленими стандартними таблицями, де зазначено межі значень діаметрів зон затримання росту мікроорганізмів для стійких, помірно стійких і чутливих штамів у міліметрах, а також значення мінімальних інгібуючих концентрацій (МІК) антибіотиків у мікрограмах на мілілітр розчину для помірно стійких і чутливих штамів мікроорганізмів.

Одержані значення діаметрів зон затримання росту мікроорганізмів порівнювали із зазначеними в таблиці й відносили досліджувані штами до однієї з трьох категорій чутливості. 
Модифікований суспензійний метод  [149].
Досвід вивчення антимікробної активності розчинів та готових до використання продуктів із вмістом наносрібла вказав  на  необхідність стандартизованого підходу щодо вибору мікробіологічного методу дослідження, в якому  враховані фізико-хімічні властивості наночасток. Такий підхід дозволив провести об'єктивну оцінку та порівняльне вивчення антимікробної дії продуктів, що випускаються на основі наночасток. Отримання точних та відтворюваних результатів є одним з важливих елементів системи забезпечення якості  випробувань. Дослідження розчинів з наносріблом необхідно проводити зважаючи на здатність наносрібла  відновлюватись під дією світла,  поєднуватись з  хлорид-,  фосфат-  та білковими компонентами застосованих середовищ,  утворюючи нерозчинні або малоактивні суміші.
Оптимальним методом визначення антимікробної активності розчинів з НЧ срібла  виявився модифікований  суспензійний метод. Перевагою останнього у порівнянні  із досліджуваними методом розведень та методом дифузії в агар є використання у якості розчинника дистильованої води,  що мінімізує інактивацію  наночасток.  

Випробування щодо визначення антимікробної активності розчинів з НЧ срібла суспензійним методом виконували за наступних умов. Розведення розчинів з наносріблом проводили стерильною дистильованою водою.  Тестові мікроорганізми вирощували на щільних поживних середовищах, після чого розводили до суспензії з необхідною концентрацією, використовуючи стерильну дистильовану воду. До випробуваного зразка додавали суспензію тест-мікроорганізму у об'ємі, який забезпечував  інокулум 107 КУО/см3.  Тривалість  експозиції  залежала  від антимікробної  активності зразка  і складала  від 5 хвилин до 24 годин. Експозицію та інкубацію експериментальних зразків проводили в затемненому місці із стабільним температурним режимом (18 – 25 ⁰С).  Після закінчення терміну експозиції прововодився  висів зразків поверхневим методом по 0,5 см3 на відповідне щільне живильне середовище з основних розбавлень 100, 10-1 та додатковому – 10-2 – для зручності підрахунку отриманих результатів. У якості контролю тест-штамів використовували валідаційну суспензію  із вмістом мікроорганізмів від  (3,0 · 102) до (1,6 · 103) КУО /см3 , що контролювалося висівом з розбавлення, отриманого таким чином, щоб кількість мікроорганізмів в 1 см3 становила від 30 до 160 КУО.

Підрахунок кількості мікроорганізмів виконували у разі наявності значимих результатів тестів на чашках, які не повині перевищувати  330  КУО. Підрахунок кількості тест-мікроорганізмів, які вижили в дослідній суміші в кінці експозиції, здійснювали шляхом розрахунку середніх значень двох чашок кожного з розведень в перерахунку на 1,0 см3.

Оцінка ефективності антимікробних тканин методом агарових пластин.
Наявність антимікробної дії у льняної тканини перевіряли методом агарових пластин» згідно Методы испытаний дезинфицирующих средств для оценки их безопасности и эффективности» (Москва, 1998 г.) [150].
В розтоплений та охолоджений до 45 ºС ТСА вносили завісь тест-мікроорганізмів, яка містила 10 8 КУО/см3, та розливали цю суміш у чашки Петрі. На  поверхню  застиглого  агару накладали тест-зразки тканин розміром 2 x 2 см. Контролем слугували зразки тканин, які не містили антимікробних компонентів. Посіви поміщали в термостат за 37 ºС. Облік результатів проводили через 24-48 годин. Оцінку  антимікробної активності випробуваного матеріалу проводили за ступенем затримки росту мікроорганізмів на живильному агарі, вимірюваної від краю зразка до межі росту мікроорганізму (мм). 
Визначення адсорбційної активності «Кремневіта» по відношенню до тест-мікроорганізмів.

Зразки  Кремневіта  в  різних концентраціях у фізіологічному розчині з рН 7,2 ретельно струшували  на змішувачі Vortex для отримання суспензії. 

Адсорбційну активність зразків визначали по відношенню до E.coli та 
S. aureus. Штами вирощували на стандартному живильному середовищі за (37±1) 0С протягом 18 год. Готували суспензії як вказано вище. В роботі використовували суспензію мікроорганізмів на рівні 106 КУО/см3. У дослідних суспензіях глини і контролях створювали мікробне навантаження 104 КУО/см3. Флакони з суспензіями глини і мікроорганізмами перемішували на Vortex при 1,0 тис. об/хв  протягом однієї хв. На живильні середовища висівали по 0,1 см3 отриманої суміші на дві паралельні чашки. Робили висіви з флаконів після перемішування суспензій (дослід) і контролів (фізіологічний розчин з мікроорганізмами),  а  також після центрифугування при 1000 об/хв протягом 10 хв. 

Визначення впливу на адсорбційну активність «Кремневіту»  концентрації зразку, наявності органічних сполук та концентрації водневих іонів (pH).

Мікробне  навантаження  визначали  на  рівні  десятків  тисяч  E. coli  та S. aureus в 0,1 см3 0,1 % суспензії «Кремневіту».  Досліди ставили як викладено вище.

Моделлю органічних сполук слугував альбумін коров’ячої сироватки, в концентраціях 0,03 та 0,3 %. Концентрація 0,3 %, за міжнародними стандартами, трактується як «високий рівень». До 0,1 % суспензії «Кремневіту»  додавали 0,03 % чи 0,3 % альбуміну, струшували на Vortex 1 хв. Флакони з сумішшю залишали на 10 хв для контакту. Потім вносили той чи інший мікроорганізм, знову струшували і також залишали на 10 хв для взаємодії між частками глини, альбуміну та мікроорганізмами. В контрольний флакон «Кремневіт» не вносили. Виконували посів сумішей до та після центрифугування.

Для визначення впливу pH на адсорбцію «Кремневітом»  мікроорганізмів, «Кремневіт»  обробляли фосфатно-буферними розчинами з pH 2,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0, значення яких відповідають pH різних відділів шлунково-кишкового тракту. Досліди ставили як зазначено вище. Контролем слугувала 0,1 % суспензія нативного «Кремневіту», контамінована   тест-мікроорганізмами.

Паралельно визначали кількісний показник адсорбції «Кремневітом»  альбуміну шляхом визначення перманганатної окислюваності у суміші, а також значення цього ж показника у водному розчині альбуміну.

Фізико-хімічні методи дослідження.
Електронно-мікроскопічні дослідження.
Електронно-мікроскопічні зображення композиту «Кремневіту»  з НЧ срібла фіксували за допомогою проникаючого електронного мікроскопу (ПЕМ) JOEL JEM-100C з прискорюючою напругою 100 кВ. Програму Image J (NIH)44 використовували для визначення розмірів кожної наночастинки на ПЕМ знімках. Аналізували, як правило, наночастки розміром від 14  до 1000 нм. 
Отримані результати представлені у вигляді фотографій мікроструктур.

Електронно-мікроскопічні дослідження були виконані за сприяння   Міжнародного Центру електронно-променевих технологій при Інституті електрозварювання ім.  Е.О. Патона НАНУ.
Спектрометричний метод.
Спектри поглинання розчинів реєстрували в ультрафіолетовому випромінюванні (УФ) і видимій області за допомогою спектрофотометра Perkin-Elmer Lambda 35 у кварцевих кюветах завдовжки 1 см. Спектри дифузного відбиття зразків «Кремневіту»  з НЧ срібла, реєстрували за допомогою спектрофотометру Perkin-Elmer Lambda 35 з інтегруючою сферою Labsphere RSA-PR-20 у діапазоні довжини хвиль 200 - 1000 нм. Як стандартний зразок порівняння використовували зразок «Кремневіту»  без наночасток срібла. Спектри поглинання порошків були отримані з відповідних спектрів відбиття за формулою Кубелки-Мунка.  Дослідження виконані в  Інституті біохімії  НАМНУ.
Концентрацію срібла визначали методом атомно-емісійної спектрометрії з індуктивно-зв´язаною плазмою (АЕС-ИСП) на приладі Optima 2100 DV фирмы Perkin Elmer (США) за відповідним методом в Інституті медицини праці.
Визначення розмірів частинок «Кремневіту». 

Визначення розмірів частинок «Кремневіту» проводили співробітники Національного університету харчових технологій НАНУ на аналізаторі Zetasizes NanoZS, використовуючи для  розсіювання світла лазер He-Ne, 4 мВт, 633 нм.
РОЗДІЛ 3
ВИВЧЕННЯ ВЛАСТИВОСТЕЙ КОМПОЗИЦІЙ НА ОСНОВІ  НАНОЧАСТОК СРІБЛА ТА АНТИБІОТИКІВ
3.1 Визначення антимікробної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000»  різними методами
За попередніми дослідженнями антимікробної активності композитів на основі наночасток срібла було встановлено, що на результати досліду впливають такі  фактори, як  властивості та концентрація самого наносрібла, фізико-хімічна характеристика та рН розчинника, рівень мікробного навантаження у досліді, наявність ростових та інгібуючих факторів середовища, яке використовується, тривалість та умови експозиції і інкубації тощо. 

З метою встановлення  оптимального методу, придатного для скринінгу антимікробної дії наночасток та композицій на їх основі, проведено порівняння мікробіологічних методів визначення бактерицидної активності  моделі колоїдного  розчину наносрібла «Срібний щит-1000».
3.1.1 Визначення бактерицидної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» методом розведень

Оскільки другою складовою композитів з наносріблом є антибіотики, для визначення бактерицидної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» був застосований метод визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків - метод серійних розведень. Він дає можливість визначити мінімальну інгібуючу та мінімальну бактерицидну концентрації випробуваного зразка до тест-мікроорганізмів. Суть методу полягає у приготуванні ряду розведень у рідкому поживному середовищі із внесенням в усі розведення тест-мікроорганізму. 

За узагальнюючими результатами досліджень, представленими в таблиці 3.1, МІК колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» по відношенню до тест-штамів S. aureus, E. сoli, P. аeruginosa та C. albicans реєстрували при розведенні препарату у 3 рази (20 мкг/см3). Розведений у два рази розчин наносрібла  (30 мкг/см3)  володів МБК відносно тест-штамів S. aureus,  E. сoli, P. аeruginosa, виключенням був тест-мікроорганізм C. аlbicans (при обліку результатів посіву на щільних поживних середовищах спостерігався ріст стійких колоній в незначній кількості). 

Результати досліджень представлені в табл. 3.1. 
Таблиця 3.1
Визначення антимікробної дії колоїдного розчину срібла 
 «Срібний щит-1000»  методом розведень

	Розведення розчину «Срібний щит-1000», мкг/см3
	Тест-штами

	
	S. aureus
	E. coli
	P. aeruginosa
	C. albicans

	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	30,0
	-*
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+/-***

	20,0
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	15,0
	+**
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	12,0
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітки: 

1) * - відсутність росту тест-культур;

2) ** + наявність росту тест-культур;
3) *** +/- ріст стійких колоній в незначній кількості

У ході експериментів виявлено, що антимікробна дія колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» має нестійкий характер по відношенню до використаних тест-штамів: результати серії експериментів мали деякі розбіжності та вказували на низьку бактерицидну активність. На нашу думку, НЧ срібла інактивувалися при зв'язуванні з хлоридами та білковими компонентами поживного середовища. 
3.1.2  Визначення бактерицидної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» методом дифузії в агар
В умовах наших досліджень ми вважали за доцільне визначити придатність методу дифузії в агар для визначення антимікробної дії наносрібла при використанні наступних зразків:

· колоїдний розчин наносрібла «Срібний щит-1000»;

· розведення зразка колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» 1 : 2 дистильованою водою (30 мкг/см3,  рН 7,9);

· розведення зразка колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» 1 : 2 фосфатним буферним розчином (30 мкг/см3,  рН 8,1 );

· гліцерин (слугував контролем розчинника срібла).

Для визначення антимікробної дії колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» використовували тест-мікроорганізм E. сoli АТСС 25922.
Результати досліджень представлені в таблиці 3.2. 
Таблиця 3.2
Визначення антимікробної дії колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» по відношенню до тест-мікроорганізму E. сoli методом дифузії в агар
	Досліджуваний зразок
	Зона затримки росту, мм

	Колоїдний розчин наносрібла «Срібний щит-1000»
	Відсутність зони

	Розведення зразка колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» 1 : 2 дистильованою водою (30 мкг/см3,  рН 7,9 )
	Відсутність зони

	Розведення зразка колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» 1 : 2 фосфатним буферним розчином 
(30 мкг/см3,  рН 8,1 )
	Відсутність зони

	Гліцерин (контроль)
	Відсутність зони


Як свідчать приведені в таблиці дані, в усіх досліджуваних зразках зони затримки росту були відсутні. Цей результат може свідчити про ускладнення дифундування в агар одного з компонентів колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000», який має в'язку консистенцію, пов'язану з гліцерином. Випробуваний метод не придатний для визначення бактерицидної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000».
3.1.3 Визначення бактерицидної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» суспензійним методом 
Суспензійний метод  використовується для визначення специфічної активності дезінфекційних засобів відносно тест-мікроорганізмів. Нами протестовано можливість використання цього методу для визначення бактерицидної активності колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000»
Приготування робочих двократних розведень наносрібла здійснювали з використанням буферного розчину рН 7,0. В якості тест-мікроорганізму для визначення антимікробної дії колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» використовували E. сoli у концентрації 104 КУО/см3. Тривалість експозиції досліду  складала 5 хв, 1, 2, 3 години. При проведенні випробування по 0,1 см3 суспензії тест-мікроорганізму вносили у 5 см3  кожної суміші робочих розведень. Зразки із розчинами інкубували за (20 ± 1) °С.  Після  закінчення  часу  експозиції  прововодили  висів зразків по 0,5 см3 на дві  чашки Петрі з щільним поживним середовищем ТСА, які інкубували при 36 °С  протягом 24 годин. Для кожного розведення розраховували кількість КУО/см3. Результати випробувань колоїдного розчину наносрібла порівнювали з результатами контроля культури E. сoli, проведеного аналогічно досліду.

Результати досліджень представлені в таблиці 3.3.
Таблиця 3.3
Визначення антимікробної активності розчину «Срібний щит-1000» по відношенню до тест-мікроорганізму E. сoli суспензійним  методом

	Час
експозиції
	Концентрація наносрібла ( мкг/см3), КУО/см3
	Контроль культури

E. сoli

	
	30,0
	15,0
	7,5
	3,75
	1,875
	

	5 хв
	0
	55
	58
	46
	52
	65

	1 год
	0
	15
	27
	30
	33
	61

	2 год
	0
	13
	24
	18
	19
	62

	3 год
	0
	0
	6
	10
	12
	63


Проведені експериментальні дослідження з визначення антимікробної активності колоїдного розчину «Срібний щит-1000» показують, що тест-мікроорганізм  E. сoli  чутливий  до  дії  нанопрепарату  у  концентраціях  від  30 до 15 мкг/см3.  Експозиція протягом 3 годин спичиняла бактерицидну дію на тест-мікроорганізм. У концентраціях 3,75 мкг/см3 та 1,875 мкг/см3 за цей час відбувалося стійке зниження мікробного навантаження.

3.2 Вивчення антимікробної дії композицій на основі наночасток срібла та антибіотиків
За результатами випробувань антимікробної дії  колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» оптимальним методом дослідження виявився суспензійний  метод.  Визначення МІК та МБК антимікробних препаратів  як складових композиту проводили методом серійних розведень, який застосовується для визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків. 

Проведено оцінку та порівняння антимікробної діі колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000»,  антимікробних препаратів різних груп (аміноглікозиди, фторхінолони, макроліди, цефалоспорини)  та композитів на їх основі. Досліджували композити: наносрібло + «Стрептоміцин», наносрібло + «Канаміцин», наносрібло + «Левофлоксацин», наносрібло + «Офлоксацин»,  наносрібло + «Азитроміцин»,  наносрібло + «Цефазолін». 

За результатами досліджень антимікробної активності складових композитів, наносрібла та антимікробних препаратів, визначали  концентрації для поєднання їх у композиційній суміші.

Композити отримували шляхом об´єднання розчинів колоїдного наносрібла та антибіотику у визначених концентраціях. У якості розчинника компонентів композиту використовували стерильну дистильовану воду. 

3.2.1 Визначення антимікробної дії антибіотиків, як складових   композитів

«Стрептоміцин», який відноситься до групи аміноглікозидів, є антибіотиком з широким спектром антибактеріальної дії. Він добре розчинний у воді та зберігає свою активність за  рН розчинів від 4,0 до 7,0 протягом двох – трьох місяців. За даними літератури, пригнічення росту більшості грампозитивних та грамнегативних мікроорганізмів спостерігалося при концентраціях цього антибіотика 10 – 100 мкг/см3.
Антибіотик групи аміноглікозидів «Канаміцин» – також високоактивний відносно більшості грампозитивних і грамнегативних мікроорганізмів. Оптимальна дія канаміцину спостерігається за рН розчинів 7,6–8,0, необхідна концентрація для  пригнічення  росту  мікроорганізмів  15 – 100 мкг/см3.

Антимікробну активність антимікробних препаратів «Офлоксацин», «Азитроміцин», «Цефазолін» (складових композитів) визначали, як було вказано, методом серійних розведень по відношенню до тест-мікроорганізмів 
S. aureus та E. coli.

Фторхінолони, до яких відноситься  «Офлоксацин», мають широкий спектр протимікробної дії щодо більшості грамнегативних мікроорганізмів. Серед грампозитивних мікроорганізмів Staphylococcus spp. є чутливішими до фторхінолонів, ніж Streptococcus spp.,  Enterococcus spp., Listeria spp.  Механізм дії фторхінолонів - пригнічення ключового фермента бактеріальної клітини ДНК-гірази (топоізомерази ІІ), що причетна до процесу нормального синтезу ДНК і поділу клітини.

Макроліди, до яких належить «Азитроміцин», це антибіотики, які в основі молекули містять макроциклічне лактонне кільце, пов'язане з одним чи кількома вуглеводневими залишками. Макроліди є резервними антибіотиками, до яких чутливі грампозитивні, грамнегативні коки, мікоплазми, бруцели, рикетсії, клостридії, коринебактерії. Неактивні по відношенню до грамнегативних бактерій, вірусів, грибів.  Діють бактеріостатично.

Цефазолін, який належить до групи цефалоспоринів, напівсинтетичний антибіотик, ядро молекули якого складає 7-аміноцефалоспоринова кислота. Це антибіотик широкого спектру дії. Подібно до групи препаратів пеніциліну, пригнічує біосинтез клітинної оболонки, але має більше точок для взаємодії на оболонці та виявляє бактерицидну дію.

Вивченя антимікробної дії антимікробних препаратів, як складових   композитів, проводили суспензійним методом. Результати проведених досліджень представлені в таблицях 3.4 – 3.7.
Таблиця 3.4
 Визначення антимікробної дії антибіотика «Стрептоміцин»
	Концентрація

антибіотика,

мкг/см3

	Тест-мікроорганізми  

	
	S. aureus
	E. coli
	P. aeruginosa
	C. albicans

	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	100,0
	-*
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	25,0
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	10,0
	+**
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	5,0
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	1,0
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітки: 

1) * - відсутність росту тест-культур;

2) ** + наявність росту тест-культур.
Як   свідчать   дані   таблиці   3.4,  МБК  антибіотика  «Стрептоміцин» - 
100 мкг/см3 по відношенню до всіх використаних в експерименті тест-штамів, а МІК – на рівні 25 мкг/см3. 
Таблиця 3.5
 Визначення антимікробної дії антибіотика «Канаміцин»

	Концентрація

антибіотика, 
мкг/см3
	Тест-мікроорганізми 

	
	S. aureus
	E. coli
	P. aeruginosa
	C. albicans

	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	100,0 
	-*
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	25,0 
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	10,0 
	+**
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	5,0 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	1,0 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,5 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,1 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітки: 

1) * - відсутність росту тест-культур;

2) ** + наявність росту тест-культур.
Як  свідчать  дані  таблиці  3.5,  МБК антибіотика  «Канаміцин» складає 100 мкг/см3 по відношенню до всіх використаних в експерименті тест-штамів, а МІК – на рівні 25,0 мкг/см3. Тобто, антимікробна дія обох антибіотиків групи аміноглікозидів рівнозначна стосовно використаних нами штамів мікроорганізмів. 
Таблиця  3.6
Визначення антимікробної дії антимікробного препарата  «Офлоксацин»
	Концентрація 

зразка,

мкг/см3
	Антимікробний препарат / тест-мікроорганізми

	
	«Офлоксацин»

	
	S. aureus
	E. coli

	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	200,0
	-
	-
	-
	-

	20,0
	-
	-
	-
	-

	2,0
	-
	-
	-
	-

	0,2
	-
	-
	-
	-

	0,1
	-
	-
	-
	-

	0,05
	-
	+
	-
	+

	0,025 
	-
	+
	-
	+

	0,0125 
	+
	+
	+
	+


Примітки: 

1) * - відсутність росту тест-культур;

2) ** + наявність росту тест-культур.
Наведені в таблиці 3.6 дані свідчать що МБК препарату «Офлоксацин» реєструється на рівні  0,1 мкг/см3 по відношенню до всіх використаних в експерименті тест-штамів, а МІК – на рівні 0,025 мкг/см3. 
Таблиця 3.7
Визначення антимікробної дії антибіотиків «Азитроміцин» та «Цефазолін»
	Концентрація
антибіотика,

мкг/см3
	Антибіотики / тест-мікроорганізми

	
	«Азитроміцин»
	«Цефазолін»

	
	S. aureus
	E. coli
	S. aureus
	E. coli

	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	200,0
	-*
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-


                                                                                        Продовження табл.3.7
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	100,0
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	25,0
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	12,5 
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	6,25 
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	3,125 
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	+

	1,56 
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+

	0,78 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,39 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітки: 

1) * - відсутність росту тест-культур;

2) ** + наявність росту тест-культур.
Наведені в таблиці 3.7 дані свідчать, що МБК антибіотика «Цефазолін» визначається на рівні  25,0 мкг/см3 по відношенню до всіх використаних в експерименті тест-штамів, а МІК – на рівні 1,56 мкг/см3 по відношенню до тест–мікроорганізму S. aureus, та на рівні 3,125 мкг/см3 по відношенню до тест–мікроорганізму E. coli. У досліджуваного антибіотика «Азитроміцин» виявлено низьку МБК (> 200,0 мкг/см3). Тому, ми вважаємо, що даний зразок лікарського засобу не придатний для використання у якості компоненту композиту з наносріблом.

3.2.2  Визначення антимікробної активності композитів на основі наночасток срібла та антибіотиків

За результатами досліджень створювали композиційні суміші,  до складу яких входили  колоїдний розчин наносрібла «Срібний щит-1000» та антимікробні препарати «Стрептоміцин», «Канаміцин» «Офлоксацин» і «Цефазолін». Антимікробні препарати та колоїдний розчин срібла «Срібний щит-1000» поєднували  у концентраціях на рівні МБК та нижчих. 

Результати визначення антимікробної активності композитів на основі колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» та антимікробних препаратів  наведено в таблицях 3.8 – 3.12

                                                                                                                  Таблиця 3.8 
Визначення антимікробної дії композиту колоїдного розчину

«Срібний щит-1000» в комбінації з антибіотиком «Стрептоміцин»

	Концентра-ція  розчину «Срібний- щит-1000»,
мкг/см3
	Концен-трація
антибіотика,
мкг/см3
	Тест-мікроорганізми

	
	
	S. aureus
	E. coli
	P. aeruginosa
	C. albicans

	
	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	30,0
	25,0 
	-*
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+/-

	20,0
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	15,0
	
	-
	-
	-
	+/-
	-
	-
	+/-
	+

	12,0
	
	-
	-
	-
	+/-
	-
	-
	+
	+

	30,0
	10,0 
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-

	20,0
	
	-
	+
	+
	+
	+/-
	+/-
	+
	+

	15,0
	
	+**
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	12,0
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	30,0
	5,0 
	-
	-
	+/-***
	+
	+
	+
	+/-
	+/-

	20,0
	
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	15,0
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	12,0
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	30,0
	1,0 
	-
	-
	+/-
	+
	+
	+/-
	+/-
	+/-

	20,0
	
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	15,0
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	12,0
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітки:

1)* - відсутність росту тест-культур;

2)** + наявність росту тест-культур;

3)*** +/- ріст стійких колоній в незначній кількості.
Згідно отриманих результатів, представлених в табл. 3.8  встановлено, що композиційна система на основі колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» з антибіотиком «Стрептоміцин» проявляє антмікробний ефект по відношенню  до  тест-штамів  S. aureus,  E. сoli,  P. aeruginosa  при   використанні менших концентрацій вихідних інгредієнтів. Найбільш чутливими до дії композиту виявились тест-штами S. aureus та P. аeruginosa. МІК для цих мікроорганізмів реєструвалася у композиційній суміші із вмістом антибіотика 10,0 мкг/см3 та розведенням наносрібла у два рази (30,0 мкг/см3) по відношенню до тест-штаму P. аeruginosa  і три рази (20,0 мкг/см3) по відношенню до тест-штаму S. aureus. Також нижчою була МБК композиту у порівнянні із антимікробною дією складових компонентів суміші. Так,  у  відношенні   S. aureus   і   P. аeruginosa,  суміш     із   вмістом     антибіотика  10,0 мкг/см3 та розведенням наносрібла у два рази (30,0 мкг/см3) проявляла мінімальний бактерицидний ефект. 

Щодо тест-штаму E. сoli МІК композиту зафіксовано із вмістом антибіотика 10,0 мкг/см3 та розведенням наносрібла у два рази (30,0 мкг/см3); МБК – із вмістом антибіотика 25,0 мкг/см3 та розведенням наносрібла у три рази (20,0 мкг/см3)  та вмістом антибіотика 10 мкг/см3  і  розведенням наносрібла у два рази (30 мкг/см3).

Різниці між антимікробною дією досліджуваного композиту та його складових на тест-штам C. аlbicans ми не виявили.

                                                                                                             Таблиця 3.9 
Визначення антимікробної дії композиту колоїдного розчину  «Срібний щит-1000» в комбінації з антибіотиком «Канаміцин»

	Концентра-ція розчину «Срібний щит-1000»,
мкг/см3
	Концен-трація антибі-отика,

мкг/см3
	Тест-мікроорганізми

	
	
	S .aureus
	E. coli
	P. aeruginosa
	C. albicans

	
	
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК
	МІК
	МБК

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10


                                                                                                                  Продовження табл.3.9
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	30,0
	25,0
	-*
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	20,0
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	15,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-***
	+/-
	-
	-

	12,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	30,0
	10,0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	20,0
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	15,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-
	-
	-

	12,0
	
	-
	-
	-
	-
	+**
	+/-
	+/-
	+/-

	30,0
	5,0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	20,0
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	15,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-
	-
	-

	12,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-

	30,0
	1,0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	20,0
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	15,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-
	-
	-

	12,0
	
	-
	-
	-
	-
	+/-
	+/-
	+/-
	+/-


Примітки:

1)* - відсутність росту тест-культур;

2)** + наявність росту тест-культур;

3)*** +/- ріст стійких колоній в незначній кількості.
 За результатами досліджень (табл. 3.9)  антимікробної активності композиційної системи на основі колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» з антибіотиком «Канаміцин» межу антимікробної дії відносно тест-штамів S. aureus та E. сoli ми не встановили. 

                                                                                                        Таблиця 3.10 
Визначення антимікробної активності розчину «Срібний щит-1000» у поєднанні з антимікробним препаратом «Офлоксацин» по відношенню до тест-мікроорганізму E. coli
	Час експо-зиції
	Дослід

(«Срібний щит-1000» 7,5 мкг/см3         + «Офлоксацин»), КУО/см3
	Контроль 

«Офлоксацину»,

КУО/см3
	Контроль

розчину

«Срібний щит-1000», КУО/см3
(7,5 мкг/ см3)
	Контроль

культури

E. coli,

КУО/см3

	
	концентрація

препарату, мкг/см3
	концентрація препарату, мкг/см3
	
	

	
	0,1
	0,05
	0,025
	0,1
	0,05
	0,025
	
	

	5 хв
	62
	87
	94
	77
	109
	96
	90
	88

	2 год
	26
	32
	35
	30
	98
	115
	44
	113

	4 год
	23
	18
	20
	20
	55
	96
	14
	99

	24 год
	0
	0
	0
	1
	2
	4
	0
	> 330


З аналіза активності композиційної суміші (табл. 3.10)  «Срібний щит-1000» в концентрації  7,5 мкг/см3  у поєднанні з антимікробним препаратом «Офлоксацин» слідує, що повне знезараження від E. coli у досліді відбувалося при  концентрації  антимікробного  препарату  від  0,1 до  0,025 мкг/см3 через 24 години дії випробуваного зразка. Такий же ефект здійснювало наносрібло (відсутність росту).  За дії одного «Офлоксацина» через 24 години був зафіксований бактеріостатичний ефект, (виявлені поодинокі колонії E. coli).  Оскільки бактерицидна дія композиційної суміші й наносрібла співпадали, можна припустити, що антимікробна дія композиту відбувалася  за  рахунок  наносрібла. Тобто, бажаного ефекта зниження МБК не виявлено, що свідчить про неперспективність подальшого дослідження композиції.

Таблиця 3.11
Визначення антимікробної активності розчину «Срібний щит-1000» у поєднанні з антибіотиком «Цефазолін» по відношенню до 
тест-мікроорганізму S. aureus
	Час експо-зиції
	Дослід

(«Срібний щит-1000»
7,5 мкг/см3 + «Цефазолін»), КУО/см3
	Контроль 

«Цефазоліну»,

КУО/см3
	Контроль

розчину

«Срібний щит-1000»,

КУО/см3
(7,5 

мкг/ см3),
КУО/см3
	Контроль

культури

S. aureus, КУО/см3

	
	концентрація антибіотику, мкг/см3
	концентрація антибіотику, мкг/см3
	
	

	
	3,125
	1,56
	0,78
	0,39
	3,125
	1,56
	0,78
	0,39
	
	

	5 хв
	0
	4
	58
	51
	0
	26
	50
	57
	54
	70

	4 год
	0
	0
	0
	1
	0
	20
	42
	52
	32
	69

	24 год
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	4
	5
	0
	27


За результатами випробувань розчину «Срібний щит-1000» в концентрації 7,5 мкг/см3  у поєднанні з антибіотиком «Цефазолін» (табл. 3.11),  відсутність росту тест-мікроорганізму S. aureus у досліді виявлена через 4 години  за концентрації 0,78 мкг/см3, що в 4 раза  нижче МБК антибіотика (3,125 мкг/см3).   В той же час наносрібло через чотири години не проявило бактеріостатичного чи бактерицидного ефекту. Такі результати дозволяють говорити про взаємодію складових композиту, що оцінюється нами як наявність синергізму. 

Більш детальний аналіз результатів табл. 3.11 засвідчив щодо необхідності продовжити дані дослідження, зокрема у визначенні ефективності за більш короткі проміжки часу (1, 2, 3 години) та зменшення концентрації наночасток срібла до 3,75 мкг/см3.  Отримані результати наведені в табл. 3.12.

Таблиця 3.12
Визначення антимікробної активності колоїдного розчину «Срібний щит-1000»  у поєднанні з антибіотиком «Цефазолін» по відношенню до тест-мікроорганізму S. aureus
	Час експо-зиції
	Дослід

(«Срібний щит-1000» 3,75 мкг/см3+ «Цефазолін»), 

КУО/см3
	Контроль 
«Цефазоліну»,

КУО/см2
	Контроль

розчину

«Срібний щит-1000»,

КУО/см3
(3,75 

мкг/см3),

КУО/см3
	Контроль

культури

S. aureus,

КУО/ см3

	
	концентрація антибіотика, мкг/см3
	концентрація антибіотика, мкг/см3
	
	

	
	3,125
	1,56
	0,78
	0,39
	3,125
	1,56
	0,78
	0,39
	
	

	5 хв
	0
	20
	40
	48
	0
	21
	25
	33
	55
	57

	1 год
	0
	5
	6
	7
	0
	18
	30
	37
	17
	55

	2 год
	0
	0
	0
	2
	0
	11
	28
	26
	10
	54

	3 год
	0
	0
	0
	2
	0
	10
	24
	30
	5
	50


Як слідує з даних таблиці 3.12, активність композиційної суміші  вища, ніж  ізольована дія розчину «Срібний щит-1000» у концентрації 3,75 мкг/см3 та  антибіотика «Цефазолін» у визначених раніше концентраціях. Бактерицидний ефект суміші спостерігався  вже через дві години за концентрації антибіотика 0,78 мкг/см3. Цей результат підтверджує наявність синергічного ефекту за сукупної дії колоїдного розчину «Срібний щит-1000» у поєднанні з антибіотиком «Цефазолін» та уточнює параметри щодо  можливості використання більш низької концентрації наносрібла і отримання бажаного результату вже через 2 години експозиції. 

За отриманими даними можна констатувати, що суспензійний метод придатний для проведення  скринінгу  антимікробної дії колоїдного розчину «Срібний щит-1000», антибіотиків та композицій на їх основі; результати контролю МБК антибіотиків суспензійним методом співпадають з результатами досліджень  антибіотиків методом серійних розведень. 

Узагальнюючи результати випробувань антимікробної дії композиційних систем на основі колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» з антибіотиками груп аміноглікозидів та цефалоспоринів відносно тест-мікроорганізмів, можна констатувати перевищення сукупної дії композитів порівняно їз дією його складових факторів, тобто явище синергізму. В експерименті застосування розчину наносрібла у комбінації з антибіотиками дозволило зменшити концентрації складових композиту при збереженні всіх його бактерицидних властивостей. 
3.3  Розробка математичної моделі залежності антимікробної дії 
наночасток срібла «доза - час - ефект» 
Результати будь-якого медико-біологічного дослідження набувають значно більшої наукової значущості, якщо вони піддаються повноцінній статистичній та математичній обробці. Найбільш ефективний і значимий математичний прийом полягає в побудові математичної моделі досліджуваного процесу. Модель дозволяє наблизитися до теоретичного розуміння явища, описати процес у вигляді математичних функцій, отримати прогноз результату при зміні рівня факторів і часу їх впливу, провести аналіз властивостей моделі та отримати нові результати без проведення додаткових експериментів.
На основі отриманих значень  антимікробної дії композиту розчину  НЧ Ag в гліцерині «Срібний щит-1000»  у комбінації з антибіотиком «Цефазолін»  запропоновано математичну модель швидкості відмирання тест-мікрооргані-змів при зміні часу дії і концентрації композиційної суміші та її  компонентів. 
На першому етапі проведення експериментів була виконана оцінка ізольованої антимікробної дії колоїдного розчину наносрібла «Срібний щит-1000» (табл. 3.3). Оскільки факторами, що впливають на процес відмирання мікроорганізмів (МО) (y), були концентрація розчину (С) і час його дії (t), модель опису процесу мала наступний загальний вигляд:
                                              y = y ({a},С,t ),                                       (3.1)
де: {a} - набір параметрів моделі.
Виходячи з виду графіків динаміки (рис.3.1) і загальних теоретичних уявлень про динаміку процесів загибелі тест-мікроорганізмів, в якості математичної моделі  y(t) була обрана експоненціальна функція:

                                                          y = y0 (C) exp[-α(C) t],                                 (3.2)
де y0(C) – початкове значення функції при t=0 y0=y(t=0); α(C) – швидкість відмирання МО.
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Рис. 3.1. Приклад  емпіричної  кривої динаміки відмирання тест-мікроорганізмів
Величину y0 прийняли рівною середньому значенню в контролі: 
                                y0 (C) = y0 = const=62,75 КУО/см3.
Модель (3.2) набула вигляду залежності функції від параметра швидкості α:
                               y = y0 exp[-α(C) t],                                               (3.3)
Середні значення цього параметра, а також їх помилки (Sα ), коефіцієнти Стьюдента  (tα ) і вірогідності (pα) для кожної концентрації (С) були розраховані за вихідними даними числовими методами (Левенберга-Марквардта) за допомогою програмного продукту STATISTICA 10.0 і наведені в табл. 3.13.
Таблиця 3.13
Результати розрахунку параметра швидкості математичної моделі (3.3)
 для досліджених концентрацій розчину «Срібний щит-1000»
	С (мкг/cм3)
	Статистичні  характеристики

	
	α
	Sα
	tα
	pα

	15
	0,020
	0,004
	5,527
	0,012

	7,5
	0,011
	0,002
	6,424
	0,008

	3,75
	0,011
	0,003
	4,444
	0,021

	1,875
	0,010
	0,001
	7,813
	0,004


З таблиці слідує, що значення параметра  α  для всіх досліджених концентрацій C були достовірні (p < 0,05), що свідчить про адекватність запропонованої моделі.
Далі була досліджена залежність α(С) параметра швидкості від концентрації розчину «Срібний щит-1000» . У відповідності з графіком α(С) та з урахуванням малої кількості точок для побудови моделі та опису цієї залежності була обрана проста лінійна функція:

                                            α(С)= a+bC ,                                                      (3.4)
         Для спрощення подальших побудов використовували граничні умови. Очевидно, що при відсутності впливу швидкість відмирання МО буде дорівнювати  нулю, (α(С=0)= 0), тобто в моделі (3.4) повинен бути відсутній вільний член і залежність α(С) набуває найбільш простий вигляд:
                                     α(С)= bC,                                                         (3.5)
          Значення параметрів b і їх статистичні характеристики, розраховані за МІК, наведені в табл. 3.14

                                                                                                                       Таблиця 3.14
           Значення параметрів моделі зміни швидкості процесу відмирання МО при зміні концентрації розчину «Срібний щит-1000»
	Параметр
	Статистичні характеристики

	
	среднє
	похибка
	t
	p

	b
	0,0025
	0,0003
	8,15
	0,001


Отримані значення параметрів y0=62,75 і b=0,0025 можна вважати початковими наближеннями загальної функції «концентрація – час – ефект» для дії розчину «Срібний щит-1000»:

                                                 y = y0 exp (btC),                                              (3.6)
            Використовуючи початкові наближення, можна отримати чисельними методами точні значення параметрів моделі (табл. 3.15). 
                                                                                                       Таблиця 3.15
Результати розрахунків параметрів функції (3.6)
	Параметри
	Статистичні характеристики

	
	среднє
	похибка
	t
	p

	y0
	58,178
	3,3026
	17,62
	< 0,001

	b
	0,0026
	0,0005
	5,59
	< 0,001


Отже, в остаточному вигляді модель залежності відмирання МО за дії розчину «Срібний щит-1000» запишеться у такому вигляді:
                                 y = y0 exp (btC)= 58,18 exp(-0,0026 t С),                          (3.7)
Графік цієї функції представлений на рис 3.2.
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Рис.3.2. Графічне представлення залежності відмирання тест-мікроорганізмів при зміні часу і концентрації розчину «Срібний щит-1000»

Змістовне використання отриманої моделі полягало в розрахунку такого прогнозного значення концентрації С*, при якому відбувалося б повне відмирання МО практично відразу ж після початку впливу (t*).

                                        С*=(-ln(y*/y0))/(bt*),                                                  (3.8)
Оскільки за умовами проведення експерименту перший час реєстрації тест-мікрорганізмів відбувається на 5-й хвилині, а чутливість методу вимірювання тест-мікрорганізмів - на рівні 15 (КУО/см3), можна вважати граничними значеннями t*=5 хв y*=14 (КУО/см3). При підстановці цих значень в отриману функцію можна отримати середнє критичне значення. Однак, практично більш значущим є мінімальне значення C*min, яке знаходиться на нижній межі довірчого інтервалу його зміни. Підставляючи у формулу (3.8) відповідні граничні значення параметрів y0 і b, отримуємо C*min=73,15 мкг/см3.
Для перевірки адекватності цієї моделі і верифікації її параметрів був проведений додатковий експеримент. З урахуванням похибки методики і зручності постановки досліду була використана критична концентрація  C*min=70(мкг/см3).  В результаті експерименту було встановлено, що дійсно при такій концентрації антибіотика повне відмирання МО (y < 14 КУО/см3) відбувалося вже на 5-й хвилині впливу.  Таким чином, була доведена адекватність побудованої математичної моделі і встановлена критична концентрація розчину «Срібний щит-1000», що призводить до необхідного ефекту.
Наступним етапом було дослідження антимікробної дії композиційної суміші розчину НЧ Ag «Срібний щит-1000» (3,75 мкг/см3) і антибіотика «Цефазолін» (див. табл.  3.12). 
Як і раніше, вважалося, що характеристиками, які впливають на процес відмирання МО (y), були концентрація діючого чинника (3.3) і час його дії (t). Тобто модель в загальному вигляді записувалася так само як і (3.1).
Графіки динаміки процесів загибелі мікроорганізмів так само, як і в першій частині дослідження, мали вигляд спадаючих експонент.
Виходячи з умов експерименту і при наявності значень у контролі ми допустили,  що в нульовий момент часу всі значення y0 будуть рівні середньому в контролі, тобто вважаємо, що для всіх моделей y0 = 54,00 (мкг/см3).
В такому випадку побудова математичних моделей знову буде зводитися тільки до розрахунку параметра швидкості α. Значення α і їх статистичні характеристики (помилки -Sα, коефіцієнти Стьюдента - tα і достовірності - pα) були розраховані, як і раніше, за вихідними даними числовими методами (Левенберга-Марквардта) за допомогою програмного продукту STATISTICA 10.0 і наведені в табл.3.16.
                                                                                          Таблиця 3.16
Значення статистичних характеристик параметрів швидкості α при дії розчину «Срібний щит-1000» в комбінації з антибіотиком «Цефазолін»
	Фактор
	С (мкг/см3)
	Статистичні характеристики

	
	
	        α
	       Sα
	       tα
	     pα

	композит
	1,56

	0,199
	0,029
	6,882
	0,006

	
	0,78
	0,048
	0,008
	6,031
	0,009

	
	0,39
	0,031
	0,004
	8,443
	0,003

	«Цефазолін»
	1,56
	0,189
	0,128
	1,472
	0,238

	
	0,78
	0,153
	0,219
	0,701
	0,534

	
	0,39
	0,005
	0,002
	2,295
	0,105



Далі була досліджена залежність α(С) дії тільки антибіотика «Цефазолін» і дії композиту антибіотика з розчином «Срібний щит-1000» 
Як і раніше, у відповідності з графіком α(С) в якості моделі була обрані лінійні функції без вільного члена:
                                                α(С)= bC,                                        (3.9)
де b – параметр функції.
Значення цих параметрів, розраховані за МБК, а також їх статистичні характеристики наведені в табл. 3.17 
                                                                                                    Таблиця 3.17
Значення параметрів моделі процесу відмирання мікроорганізмів за дії композиту і антибіотика
	Фактор
	Статистичні  характеристики

	
	середнє
	похибка
	t
	p

	Композит
	0,142
	0,024
	5,93
	0,01

	Антибіотик
	0,121
	0,008
	15,885
	0,001


Оскільки значення параметра моделі достовірні, обрану модель можна вважати адекватною. 
Значення b, а також прийняті за y0 середні в контролі були використані в якості початкових наближень при розрахунку повної моделі (3.6).
Результати уточнення, виконані, як і раніше, методом Левенберга-Марквардта з допомогою програмного продукту STATISTICA 10.0, наведені в табл.3.18.
                                                                                                                  Таблиця 3.18
                      Результати розрахунків параметрів функції (3. 6)
	Параметри
	Статистичні  характеристики

	
	середнє
	похибка
	t
	p

	y0
	60,098
	1,516
	39,65
	<0,001

	b композита
	0,118
	0,011
	10,32
	<0,001

	b антибіотика
	0,012
	0,003
	3,54
	0,003


Тобто математична модель «концентрація – час – ефект» для дії композиту запишеться у вигляді:  
                           y = y0 exp(-btC)= 60,098exp(-0,118t C),                (3.10)
Аналогічно, модель за ізольованої дії антибіотика буде мати вигляд:
                          y = y0 exp(-btC)= 60,098exp(-0,012t C),                  (3.11)
З таблиці слідує, що швидкісний параметр b для композиту на порядок більше, ніж для антибіотика. Ставлення цих значень (k) можна вважати характеристикою порівняльної ефективності дії композиту порівняно з ізольованою дією антибіотика:
               k = b композита / b антибиотика = 0,118/0,012 = 9,72.

Використовуючи вихідну таблицю результатів цього етапу експериментального дослідження (табл. 7), можна також виконати побудову моделі для ізольованого дії розчину «Срібний щит-1000» та аналіз її параметрів. Оскільки розчин діяв в одній концентрації (С = 3,75 мкг/см3), модель мала вигляд:
                                       y = y0 exp(-bt),                                         (3.12)

Результати розрахунків наведені в табл. 3.19.
                                                                                                          Таблиця 3.19
Значення параметрів моделі процесу відмирання мікроорганізмів при дії розчину «Срібний щит-1000»
	Параметри
	Статистичні характеристики

	
	середнє
	похибка
	t
	p

	y0
	59,768
	2,323
	25,73
	< 0,001

	b
	0,0048
	0,0006
	8,58
	0,003


Значення параметра y0 для моделі (3.12) не відрізнялося достовірно від y0 в моделях (3.10), (3.11). А значення параметра b було істотно менше, ніж в попередніх моделях.
За аналогією з підходами, прийнятими в токсикології, можна оцінити характер комбінованованої дії композиту (розчину «Срібний щит-1000» й антибіотика «Цефазолін») порівняно з сумою їх ізольованої дії. А саме, якщо результат спільної дії менше суми ефектів ізольованих впливів, то прийнято говорити про антагонізм. Приблизна рівність сумі свідчить про сумацію. Результат спільної дії, який більше за суму окремих ефектів, свідчить про синергізм (потенціювання). 
Якщо вважати, що параметр b характеризує антимікробну активність діючих речовин, то в нашому дослідженні можна однозначно стверджувати, що композит проявляє  синергічний ефект: 
b композиту >> (b антибіотика + b розчину),  оскільки
0,118 >> (0,012 + 0,0048) = 0,0168.

Висновки до розділу 3
1. Експериментальними дослідженнями трьох прийнятих  в мікробіології методів встановлено, що для вивчення бактерицидної дії препарату «Срібний щит-1000» найбільш ефективним є суспензійний метод, який дозволяє уникнути супутніх інгібуючих факторів і з найбільшою вірогідністю встановити наявну в препараті «Срібний щит-1000» бактерицидність.
2.  Результати випробувань антимікробної дії композиційних систем на основі колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» з антибіотиками груп аміноглікозидів та цефалоспоринів відносно тест-мікроорганізмів показали перевищення сукупної дії композитів відносно сум його складових факторів, тобто явище синергізму. В експерименті застосування розчину наносрібла у комбінації з антибіотиками дозволило знизити концентрації складових композиту при збереженні його бактерицидних властивостей;  за три години контакту бактерицидний ефект суміші наносрібла з антибіотиком  „Цефазолін”  спостерігався вже через дві години при концентрації антибіотика 0,78 мкг/см3, що в 4 рази нижче МБК самого антибіотику в даному досліді (3,125 мкг/см3). 
3. Запропоновано математичну модель швидкості відмирання тест-мікроорганізмів за зміни часу дії і концентрації розчину наносрібла «Срібний щит-1000». Розраховані її параметри за експериментальними даними. За допомогою математичної моделі визначено мінімальну діючу бактерицидну концентрацію цього розчину. Додатковий експеримент, в якому була досліджена ця концентрація розчину, продемонстрував відсутність його дії, що свідчить про адекватність математичної моделі і справедливість  розрахунків, одержаних з її допомогою.
Результати досліджень, наведені в даному розділі, були представлені  в наступних публікаціях: 
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3. Сучасні напрямки науково-дослідних робіт в лабораторії санітарної мікробіології в сфері нанотехнологій / Сурмашева О.В.,  Міхієнкова А.І.,  Корчак Г.І., Романенко Л.І. // Інфекційні хвороби: невичерпні проблеми (діагностика, етіопатогенетичні особливості, лікування, профілактика): Зб. тез доп. наук.-практ. конф. 10-11 жовтня 2013 р. – К., 2013. - С 45-49.  
4. Бактерицидна активність наночасток срібла та міді / Сурмашева О.В.,  Міхієнкова А.І., Ніконова Н.О.,  Романенко Л.І.,  Олійник З.А. // Інфекційні хвороби: невичерпні проблеми (діагностика, етіопатогенетичні особливості, лікування, профілактика): Зб. тез доп. наук.-практ. конф. 10-11 жовтня 2013 р. – К., 2013. – С. 32-36. 
5. Антимикробное действие нанокомпозитов / Сурмашева Е.В., Корчак Г.И., Романенко Л.И., Михиенкова А.И.,  Олийнык З.А., Кистерская Л.Д., Логинова О.Б., Садохин В.П. // Экологическая и техногенная безопасность. Охрана водного и воздушного бассейнов. Утилизация отходов: Сб. тез. докл. XІ Международной науч.-техн. конф. Бердянск, 10-14 июня 2013.- Бердянск, 2013.- С. 275-282. 
6. Романенко Л.І. Оцінка придатності мікробіологічних методів при визначенні антимікробних властивостей композицій на основі наносрібла та антибіотиків / Романенко Л.І., Ніконова Н.О., Логінова О.Б. // Медичні науки: напрямки та тенденції розвитку в Україні та світі: Зб. тез наук. робіт учасників між нар. наук.-практ. конф. Одеса, 23-24 травня, 2014 р. –Одеса, 2014. - С.17-19. 

7. Сурмашева О.В. Антимікробна дія суміші наночасток срібла та антибіотика / Сурмашева О.В.,  Романенко Л.І., Логінова О.Б. // Профілактична медицина. - 2014. – № 3-4. - С. 82-84. 

РОЗДІЛ 4
  ВИВЧЕННЯ АНТИМІКРОБНОЇ АКТИВНОСТІ ТКАНИН,  
   ІМПРЕГНОВАНИХ НАНОЧАСТКАМИ СРІБЛА ТА МІДІ
Наявність антимікробної дії у бавовняних тканин досліджували методом агарових пластин» згідно Методам испытаний дезинфицирующих средств для оценки их безопасности и эффективности» (Москва, 1998 г.). 

Імпрегновані НЧ срібла та міді тканини були отримані співробітниками Інституту хімії поверхні ім. О.О. Чуйка НАНУ методом термічного відновлення іонів срібла або  міді на поверхні бавовняних тканин [143, 144]. Базові концентрації водних розчинів  (10,79 – 0,01 мг/см3) для  імпрегнації тканин готували з нітрату срібла (для одержання матеріалу з НЧ Ag) або водних розчинів нітрату срібла і сульфату міді (для одержання матеріалу з НЧ Ag/Cu). Контролем слугували тканини, просочені іонами срібла або міді, і зразки тканин, не просочених НЧ та іонами металів. 

Антимікробна  активність випробуваних бавовняних тканин була не однаковою і напряму залежала від концентрації активних речовин. Зони затримки росту становили  до 6,0 мм, що продемонстровано по відношенню до тест-мікрорганізму  P. аeruginosa на рисунку 4.1. 
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Рис.  4.1.  Зони затримки росту тест-мікрорганізму  P. аeruginosa під дією НЧ та іонів Ag та/або Cu, імпрегнованих розчинами  у концентрації 10,79 мг/см3 (№1 – контроль необробленої тканини, №2 - НЧ Ag, №3 – іони Ag, №8 – НЧ Ag та Cu, №9 – іони Ag та Cu, №10 - НЧ Cu, № 11 – іони Cu). 

Для встановлення мінімальної  антимікробної дії імпрегнованих бавовняних тканин були досліджені зразки, які містили  іони або НЧ срібла у нижчих концентраціях (таб. 4.1).

                                                                                                           Таблиця   4.1  
Визначення антимікробної активності тканин, імпрегнованих іонами або НЧ срібла у різних концентраціях

	Назва зразку
	Концен-трація,

мг/см3
	Тест-мікроорганізми,

зона затримки росту, мм

	
	
	S.
aureus
	P.
аeruginosa
	E. 
coli

	Тканина, контроль
	-
	0
	0
	0

	НЧ срібла на тканині
	1,08
	2,0
	2,0
	1,0

	Іони срібла  на тканині
	1,08
	3,0
	4.0
	0,0

	НЧ срібла на тканині
	0,11
	2,0
	1,5
	1,0

	Іони срібла  на тканині
	0,11
	3,0
	3,0
	1,0

	НЧ срібла на тканині
	0,01
	0,0
	0,0
	0,0

	Іони срібла  на тканині
	0,01
	0,0
	0,0
	0,0


Як свідчать результати випробування  тканин, імпрегнованих НЧ срібла та іонами срібла у  концентраціях  від 1,08  до 0,01 мг/см3,   антимікробна активність  зразків  по  відношенню  до  тест-мікроорганізмів  S. aureus,  E. coli, 
P. аeruginosa реєструвалася у  діапазоні  від 1,08 до 0,11 мг/см3;  зони затримки росту становили 1 – 4 мм. Бавовняні тканини, імпрегновані  НЧ та іонами срібла у концентрації 0,01 мг/см3, не проявляли бактерицидний ефект до використаних тест-мікроорганізмів, що дало підставу не використовувати їх в подальших дослідах. 
Визначення антимікробної дії   модифікацій імпрегнованих бавовняних тканин (з НЧ срібла та міді або  комбінації срібла і міді, та тканин, просочених іонами металів у концентрації 1,08 мг/см3)  свідчать про те, що антимікробна дія по відношенню до використаних тест-мікроорганізмів у зразків неоднакова. Тканини, просочені НЧ або іонами міді, антимікробною активністю по відношенню  до   тест-мікроорганзмів S. aureus, P. аeruginosa та C. albicans не володіли; зони затримки росту навколо та під зразками  були відсутні. 

Тканини, просочені НЧ або іонами срібла мали антимікробну  активність до вивчених тест-мікроорганізмів. Отримані результати наведені на рисунках 4.2 – 4.5.  
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Рис. 4.2. Зони затримки росту мікроорганізмів тканинами, імпрегнованими НЧ срібла 

Найбільш чутливим до дії імпрегнованих НЧ срібла тканин виявився тест-мікроорганізм C. albicans. Зони затримки росту мікроорганізма складали  від 5,5 мм, за концентрації срібла 10,79 мг/см3, та зменшувалась  до 3,0 мм,  при зменшенні  концентрації  до  0,11 мг/см3.  Тест-мікроорганізми    S. aureus   та  P. аeruginosa були більш стійкими до дії наносрібла; зони затримки росту  за  різних концентрацій НЧ складали від 1 до 3 мм.
Антимікробна активність тканин, просочених іонами срібла до тест- мікроорганізмів S. aureus, P. аeruginosa та C. albicans була тотожна дії тканин з НЧ срібла (рисунок 4.3) 
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Рис. 4.3. Зони затримки росту мікроорганізмів тканинами, імпрегнованими іонами срібла 

Зразки бавовняних тканин, імпрегнованих комбінацією НЧ або іонів, а саме, НЧ срібла  і міді та іонами срібла  і міді, виявили більшу антимікробну  активність  по  відношенню  до   тест-мікроорганізмів  S. aureus та P. аeruginosa ніж попередньо описані імпрегновані тканини (див. рисунки    4.4 – 4.5)
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Рис. 4.4.  Зони затримки росту мікроорганізмів тканинами, імпрегнованими НЧ срібла та міді 
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Рис. 4.5.  Зони затримки росту мікроорганізмів тканинами, імпрегнованими іонами срібла та міді 

Зони затримки росту  при різних концентраціях НЧ складали від 6 мм,  для тест –мікроорганізму   S. aureus,   та   від   4,5 мм  для тест-мікроорганізму P. аeruginosa; найбільш стійким тест-мікроорганізмом була E. coli.

Визначення  антимікробної активності імпрегнованих бавовняних тканин після 14  тижнів зберігання показало збереження бактерицидної дії зразків щодо E. сoli, S. аureus, P. aeruginоsa та C. albicans. Отримані результати наведені в табл.  4.2.

                                                                                                                   Таблиця   4.2   
Визначення антимікробної активності імпрегнованих міддю та/або

 сріблом тканин після  зберігання

	Назва зразка
	Период
зберігання,тижні
	Тест-мікроорганізми, зона затримки роста, мм

	
	
	S. aureus
	P. aeruginоsa
	E. coli
	C. albicans

	Тканина, контроль
	14


	0
	0
	0
	0

	НЧ срібла на тканині
	
	2,0
	2,0
	2,0
	5,5

	Іони срібла  на тканині
	
	3,0
	4,0
	4,0
	6,0

	НЧ срібла  та міді на тканині
	
	4,0
	3,0
	5,0
	6,0

	Іони срібла  та міді на тканині
	
	5,0
	4,0
	5,0
	6,0


Для перевірки стійкості імпрегнованих тканин до багаторазового використання зразки, просочені НЧ срібла, а також срібла та міді були випрані у пральній машині із застосуванням прального порошка «Gala» у режимі швидкого прання ( 30 хв) (рис. 4.6).
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 Рис. 4.6.  Зони затримки росту імпрегнованих тканин по відношенню до тест-мікроорганізма P. aeruginоsa після прання  (№ 1 – НЧ Ag до прання, (№ 1.1 – НЧ Ag  після прання,  № 2 – НЧ Ag та Cu до прання, № 2.2 – НЧ Ag та Cu після прання).
                                                                                                                  Таблиця   4.3   

Порівняльні дані визначення антимікробної активності імпрегнованих міддю та/або  сріблом тканин до та після прання

	Назва зразка
	Концен-трація,

мг/см3
	Тест-мікроорганізми, зона затримки роста, мм


	
	
	S. aureus
	P. aeruginosa
	E. coli

	
	
	до прання
	після прання
	до прання
	після прання
	до прання
	після прання

	НЧ срібла на тканині
	10,79
	2,0
	2,0
	3,0
	2,0
	2,0
	2,0

	НЧ срібла  та міді на канині
	
	7,0
	6,0
	4,0
	4,0
	3,0
	2,5

	Іони срібла на тканині
	
	2,0
	0,0
	2,0
	0,0
	3,0
	0,0

	Іони срібла  та міді на тканині
	
	6,0
	0,0
	5,0
	0,0
	4,0
	0,0


За результатами досліджень (табл.  4.3) можна констатувати збереження антимікробних властивостей випраних зразків імпрегнованих тканин по відношенню до тест-мікроорганізмів E. сoli, S. аureus та P. aeruginоsa.

Довготривале збереження антимікробної властивості тканин з нанесеними іонами або НЧ срібла та змішаної системи Ag/Cu у концентраціях від 10,79  до  0,11 мг/см3    підтверджуються на дослідах з тест-мікроорганізмами  E. сoli, S. аureus, C. albicans та  P. aeruginоsa. Зразки з часу їх одержання зберігалися протягом 14 - 18 тижнів при кімнатній температурі на повітрі і проявляли антимікробну активність співставну з активністю свіжоприготованих зразків, що свідчить про можливість зберігання антимікробних властивостей імпрегнованих тканин тривалий час. Отже імпрегновані танини відповідали обов'язковій вимозі – зберігати антимікробну активність після прання.
 Таким чином перевагою імпрегнованих  НЧ тканин є той факт, що тканини, які були просочені іонами срібла та іонами срібла і міді після прання втрачали антимікробну  активність.

Висновки до розділу 4
1. Встановлена висока антимікробна активність відносно тест-мікроорганізмів S.aureus, E.coli,  P. аeruginosa  та  C. аlbicans зразків бавовняних тканин, імпрегнованих НЧ срібла, срібла та міді, отриманих економічним методом термообробки; 

2. Виявлено ефект підвищення антимікробної активності сумісної дії срібла та міді. За концентрації наночасток 1,08 мг/см3 у тканині зони затримки росту мікроорганізмів складали  до 6 мм;
3. Високі антимікробні властивості тканин з нанесеними на них іонами срібла або у поєднанні срібла та міді дозволяють рекомендувати їх для зовнішнього використання в медицині як одноразового матеріалу;

4.  Матеріали з НЧ, тобто термічно відновленими іонами срібла або срібла і міді на поверхні бавовняних тканин, можуть бути багатовикористаними, що має економічний ефект та зручність у застосуванні.

Результати досліджень, наведені в даному розділі, були представлені  в наступних публікаціях: 

1. Антимикробное действие композитных смесей на основе наносеребра / Сурмашева О.В. Корчак Г.И. Романенко Л.И., Михиенкова А.И. // Екологічна безпека: проблеми та шляхи вирішення. IX Міжнародна науково-практична конференція: Зб. тез доп. - Алушта, 2013.- С. 64-67. 
2. Бактерицидна активність наночасток срібла та міді / Сурмашева О.В.,  Міхієнкова А.І., Ніконова Н.О.,  Романенко Л.І.,  Олійник З.А. // Інфекційні хвороби: невичерпні проблеми (діагностика, етіопатогенетичні особливості, лікування, профілактика): Зб. тез доп. наук.-практ. конф. 10-11 жовтня 2013 р. – К., 2013. - С 32-36. 
3. Stabilization of  Cu and Ag Nanoparticles Using Cysteine and the Effect of  this Amino  Acid on their  Bactericidal Activity / I. Petrik,  N. Smirnova,            A. Eremenko, L. Romanenko et аl. // International conference on vacuum microbalance and thermoalytical techniques (ICVMTT 34). – Kyiv. -2014. – p. 150.

РОЗДІЛ 5
ВИВЧЕННЯ   ВЛАСТИВОСТЕЙ КАОЛІНА   ЯК    ПРИРОДНОГО НАНОСОРБЕНТА  ТА КОМПОЗИТУ З НАНОСРІБЛОМ

5.1 Визначення адсорбційної активності препарату «Кремневіт» на основі каоліна
Моделлю каоліна (білої глини) слугував препарт «Кремневіт», який застосовується як біологічна добавка.

Як відомо, деякі зразки білої глини володіють бактерицидною активністю, тому вважали першорядним завданням виявити у дослідного препарату «Кремневіт» наявність такої дії, оскільки вона може суттєво впливати на результати досліджень та їх аналіз.

Результати, наведені в табл. 5.1, свідчать, що «Кремневіт»  не пригнічує використані тест-мікроорганізми. Що стосується E. coli, то цей вид розмножувався як у контролі (фізіологічний розчин з pH 7,2), так і в суспензіях глин. E. coli невимоглива до поживних речовин, наявність фізіологічної активності у фізіологічному розчині  є звичайним явищем.
S. aureus однаково відмирав і в досліді і в контролі, оскільки життєдіяльність цього мікроорганізму вимагає необхідного складу живильного середовища.

                                                                                                                   Таблиця 5.1 
Виживання мікроорганізмів в суспензіях «Кремневіту» та контролі
	Зразки
	Тест-штами мікроорганізмів, КУО/0,1 см3  , M ± m     

	
	E. coli
	S. aureus

	
	одразу
	через 24 год
	через 30днів
	одразу
	через 24 год
	через 30 днів

	Кремневіт
	1990+300
	1800+260
	зливний ріст
	2300+160
	200+350
	відсутність росту

	Контроль
	2700+150
	2300+220
	зливний ріст
	2800+950
	2300+430
	відсутність росту


Наступним етапом роботи було вивчення залежності адсорбційної активності «Кремневіту»  від його концентрації та бактеріального навантаження.
Дані, наведені в рис. 5.1, свідчать про високу адсорбційну активність препарату до обох видів мікроорганізмів (вихідна концентрація на рівні 1000 КУО/0,1 см3). Навіть така незначна концентрація як 0,01 % дозволяє отримувати задовільний результат, особливо щодо S. aureus.
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Рис. 5.1.  Адсорбційна активність «Кремневіту» щодо E. coli та S. aureus 
в залежності від концентрації зразка

Результати визначення адсорбційної активності препарату при збільшенні бактеріального навантаження  на  частинки   «Кремневіту»  до  десятків  тисяч мікроорганізмів в  0,1 см3 наведені в табл. 5.2. З поданих даних випливає, що вказана чисельність мікроорганізмів не є тією межею, яка вичерпує можливість препарату активно адсорбувати мікроорганізми даної групи. Результати вказують також на більш активну взаємодію «Кремневіту»  зі стафілококом порівняно з кишковою паличкою. Різниця є достовірно, t = 4,69.

                                                                                                                   Таблиця 5.2
Адсорбційна активність 0,1 %  розчину препарату «Кремневіт» 
до тест-мікроорганізмів S.aureus та E.coli
	Вихідна концентрація

S. aureus
(КУО/0,1 см3)
	% 

адсорбції
	Вихідна концентрація 
E. coli
(КУО/0,1 см3)
	% адсорбції

	32000

27000

44000
	99,04

99,23

99,12
	58000

43000

51000
	94,22

94,2

94,9

	M+m
	99,13+0,08
	M+m
	94,44+0,33

	t=4,69


При застосуванні каоліну  як профілактичного та лікувального засобу при дисбактеріозах, шлунково-кишкових інфекціях та інтоксикаціях іншої етіології важливим стає вивчення активності препарату за умов, які є наявними у шлунково-кишковому тракті людини.  Тому поряд з викладеним  вивчено вплив на адсорбцію мікроорганізмів таких факторів як органічне навантаження та концентрація водневих іонів (pH).

Моделлю органічного навантаження був вибраний альбумін сироватки великої рогатої худоби в концентраціях 0,03  та 0,3 %. Концентрація альбуміну 0,03 % практично не впливала на кількісну адсорбцію обох видів мікроорганізмів порівняно з контролем, тому немає сенсу наводити ці результати.  Вплив органічного навантаження (0,3 % концентрації альбуміну) на адсорбцію E. coli та S. aureus наведений в табл. 5.3 та табл. 5.4.

                                                                                                                  Таблиця 5.3
Вплив органічного навантаження на адсорбційну активність препарату «Кремневіт» по відношенню до тест-мікроорганізму E. сoli (%)

	Об’єкт

дослідження
	Відсоток

адсорбованих

E. coli, КУО/0,1 см3
	Статистичні дані

	
	
	М+m
	t

	0,1 % розчин

препарату «Кремневіт»
	98,5
	98,8
	94,5
	97,27+1,39
	3,35


	0,1 % розчин

препарату «Кремневіт» +

0,3 % альбуміну
	92,3
	93,2
	91,5
	92,33+0,49
	


                                                                                                                   Таблиця 5.4 
Вплив органічного навантаження на адсорбційну активність препарату «Кремневіт» по відношенню до до тест-мікроорганізму S. аureus (%)

	Об’єкт

дослідження
	Відсоток

адсорбованих

E.coli, КУО/0,1 см3
	Статистичні дані

	
	
	М+m
	t

	0,1 % розчин

препарату «Кремневіт»
	99,61
	99,63
	99,78
	99,67+0,05
	5,79

	0,1 % розчин

препарату «Кремневіт» +

0,3 % альбуміну
	96,1
	97,6
	97,3
	97+0,46
	


Статистична обробка отриманих результатів вказує на наявність різниці між активністю адсорбції мікроорганізмів в розчинах без органічного навантаження та з органічним  навантаженням (0,3 % альбуміну) (t-=3,35 та 5,79). Але відсоток адсорбованих мікроорганізмів залишався високим (92,33 - 97,0 %), в абсолютних значеннях це є лише десятки КУО/0,1 см3.

Незважаючи на те, що отримані результати вказують на деяке зниження адсорбції мікроорганізмів в середовищі з альбуміном, ми надаємо високу оцінку каоліну як сорбенту органічних сполук (в даному разі білкової природи). 
У підтвердження сказаного виконано визначення перманганатної окислюваності в різних варіантах водних сумішей (табл. 5.5).

                                                                                                                     Таблиця 5.5
Результати аналізу перманганатної окислюваності в водних витяжках
	№ п/п
	Назва зразку
	Одиниця виміру
	М+m
	Порівняння значень

окиснюваності водних витяжок
	t

	1
	Дистильована вода
	мгО2/дм3
	1,2 ± 0,029
	1 / 2
	-1,51

	2
	Дистильована вода + 0,1 % розчин глини
	
	1,2 ± 0,057
	1 /4
	-61,6

	3
	Дистильована вода + 0,1 % розчин глини + 0,3 % р-н альбуміну
	
	322 ± 5,7
	2 / 3
	-55,56

	4
	Дистильована вода + 0,3 % розчин альбуміну
	
	410,33 ± 6,64
	3 / 4
	10,04


Різниця між окислюваністю води з 0,3 % альбуміну та такого ж розчину, до якого додано 0,1 % каоліну, складала близько 88 мгО2/дм3. Якщо перерахувати на 1,0 г каоліну, то отримуємо зниження перманганатної окислюваності на 880 мгО2/дм3. Це підтверджує високу адсорбційну активність «Кремневіту» по відношенню до органічних сполук (t =10,04).

Одним з факторів, який діє на «Кремневіт»  при його застосуванні як ентеросорбента, є вплив концентрації водневих іонів (pH), притаманній шлунково-кишковому тракту: pH шлунку дорівнює – 2,0-4,0; дванадцятипалої кишки – 4,0-6,0, тонкого кишківника – 7,0-8,0, товстого кишківника - 8,0-9,0.

Для отримання достовірних результатів попередньо виконано дослідження впливу pH на життєздатність мікроорганізмів при вказаних значеннях pH. Встановлено, що тільки pH 2,0 призводила до відмирання тест-культур через дві години контакту, тому випробовували дію pH від 4,0 до 9,0 на адсорбцію мікроорганізмів. Отримані результати відображені на (рис. 5.2).
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Рис. 5.2.  Адсорбція E. coli та S. aureus при різних значеннях pH
Як слідує з даних рис. 5.2, активність адсорбції E. сoli зменшувалася по мірі зміни pH з кислотної реакції до лужної. На відміну від результатів, отриманих стосовно E. сoli, такі ж спостереження відносно S. аureus дали інший результат. При всіх значеннях pH адсорбція стафілококів проходила з однаковою інтенсивністю: в надосадовій рідині виявлені поодинокі мікроорганізми. 

Взаємодія мікроорганізмів і часток каоліну залежить від багатьох факторів, притаманних багатьом об’єктам: величини заряду, просторової орієнтації і характеру структурних груп, наявності супутніх факторів середовища та ін. Кристали каолініту (основної складової каоліну) мають два заряди – позитивний та негативний. Крім того, вони володіють значним катіонним обміном. Це забезпечує адсорбцію каоліном багатьох різних бактерій та елементів.

Незважаючи на те, що адсорбція мікроорганізмів каоліном не носить специфічного характеру, зміна pH від кислої реакції до лужної призвела до послаблення адсорбції E. сoli, порівняно з S. аureus. Вище також було зазначено, що за інших умов  дослідів адсорбція каоліном E. сoli дещо слабша, ніж S. аureus. Виявлене, на наш погляд, пояснюється різною будовою клітинної стінки E. сoli та S. аureus. Клітинна стінка E. сoli складається з бімолекулярного шару пентидоглікану без тейхоєвої кислоти. Клітинна стінка S. аureus складається переважно з багатьох шарів пентидоглікану (до 40 шарів) і містить унікальні полімерні тейхоєві кислоти. Наявність значної кількості полімерних сполук у клітинній стінці S. аureus забезпечує її більш високу адсорбційну активність. На адсорбцію може також впливати форма та загальна площа поверхні мікроорганізму. В цьому випадку перевага за S. аureus.
Гранулометричний склад препарату «Кремневіт», як було вказано, виконано на аналізаторі Zetasizes із застосуванням технології лазерного розсіювання світла. Використано три методи підготовки зразків: звичайне струшування, обробка ультразвуком 5 хв, обробка ультразвуком з послідовним розбавленням. Використовували наступні вихідні концентрації зразків: 1,0; 0,1 та 0,01 г в 100,0 см3 фосфатно-буферного розчину з pH 8,2. Порівняльний аналіз отриманих згрупованих результатів визначення розмірів часток дав підставу надати перевагу дослідженню зразків з концентрацією 0,01 % з послідовним розбавленням (табл. 5.6 та 5.7).

                                                                                                                     Таблиця 5.6 
Розмір та мас % часток препарату «Кремневіт»  (М+m)

	Методи обробки зразка
	Розміри, нм

	
	<  100
	100 – 200
	200 –  500
	500 –  1000
	> 1000

	
	М + m

	Звичайне струшування
	0
	6,7 ± 0,23
	30,8 ± 6,26
	40,27 ± 8,31
	22,3 ± 4,79

	Обробка ультразвуком
	0
	15,6 ± 3,15
	39,5 ± 8,37
	31,73 ± 6,73
	12,9 ± 1,097

	Обробка ультразвуком + розбавлення
	1,2
	14,23 ± 2,45
	64,4 ± 12,35
	19,83 ± 3,37
	0,4 ± 0,008


                                                                                                                    Таблиця 5.7 
Розмір та мас % часток препарату «Фармацевтична біла глина»

(М+m)

	Методи обробки зразка
	Розміри, нм

	
	<  100
	100 – 200
	200 –  500
	500 –  1000
	> 1000

	
	М + m

	Звичайне струшування
	0
	0
	7 ± 1,15
	57 ± 7,5
	36,1 ± 5,89

	Обробка ультразвуком
	0
	0
	0
	34,5 ± 5,97
	65,6 ± 12,93

	Обробка ультразвуком + розбавлення
	0
	16 ± 3,46
	18,3 ± 4,24
	58,73 ± 7,99
	6,9 ± 0,29


Найбільш характерним для  частинок «Кремневіту»  був розмір від 200 до 500 нм, але були також частинки менше 100 нм та від 100 до 200 нм. Частинки фармацевтичної білої глини, які вимірювали для порівняння з «Кремневітом» , здебільшого досягали розміру від 500 до 1000 нм, виявлені також частинки від 100 до 200 нм, що цілком природньо для каоліну.

Крім гранулометричного складу визначений також в обох зразках фазовий склад. Встановлено, що «Кремневіт»  містить мас % 97,64 каолініту, 0,92 гідрослюди та 1,24 кварцу. В той же час фармацевтична біла глина має мас % каолініту – 91,15, гідрослюди – 4,03, кварцу – 4,82. 

В табл. 5.8 наведені сорбційно-структурні характеристики досліджуваного «Кремневіту» у порівнянні з фармацевтичною білою глиною.

Питома поверхня – відношення загальної поверхні пористого субстрату до його об’єму. Вона зворотньо пропорційна розміру часток дисперсної фази. В нашому випадку «Кремневіт» має задовільну питому поверхню, вона в два рази більша, ніж у фармацевтичної білої глини.

                                                                                                   Таблиця 5.8 
Сорбційно-структурні характеристики досліджуваних каолінів
	Показники
	«Кремневіт»
	Фармацевтична біла глина

	Питома поверхня за азотом (м2/г)
	18,0
	9,0

	Сумарний об’єм пор (см3/г)
	0,07
	0,02

	Розмір пор (нм)
	8,0
	5,0

	Кислотність (мкмоль/г)
	1,29
	0,97


Найважливішими показниками вважаються сумарний об’єм пор та їх розмір. Розмір пор «Кремневіту» відноситься до мезопор (8,0 нм), що відповідає вимогам до медичних мінералів. Оскільки розмір наночасток Ag в нашому композиті, що буде викладено нижче,  є на рівні 20-60 нм, що значно більше пор мінералу, це вказує на переважну адсорбцію НЧ на поверхні часток «Кремневіту», що, на наш погляд, забезпечує більшу антимікробну дію в порівнянні з частками срібла 3-5 нм, які в значній мірі проникають у пори і це може зменшувати очікувану антимікробну дію.

Кислотність свідчить про наявність гідроксильних груп, які беруть участь у катіонному обміні. Встановлені показники фармацевтичної білої глини є меншими, ніж у «Кремневіту», що надає дещо більшу перевагу останньому.

5.2 Антимікробна активність композиту на основі «Кремневіта»  та наносрібла
Висока адсорбційна активність глинистих мінералів, зокрема препарату «Кремневіт»,  не тільки до мікроорганізмів, а також до багатьох хімічних сполук та велика адсорбційна ємність надали підставу вважати доцільним та перспективним створити композит на основі «Кремневіту»  та наночасток срібла.

Обґрунтуванням вибору саме «Кремневіту»  слугували його перевага перед фармацевтичною білою глиною, перш за все, завдяки незначній кількості слюди та кварцу в його складі, а також гранулометричному складу та сорбційно-структурній характеристиці, що доведено в розділі 5.1.

До уваги брали також відоме застосування глини як сорбента при лікуванні опіків, інших уражень шкіри та як ентеросорбента при шлунково-кишкових захворюваннях, дисбактеріозах та як постачальника в організм мікро- та макроелементів.

Поряд з перерахованим, «Кремневіт» як препарат білої глини не належить до бактерицидних глин, а володіє бактерицидністю опосередковано. Адсорбуючи на собі мікроорганізми на якийсь час, блокує їх життєдіяльність та механічно виводить їх з організму чи з ураженої поверхні. Тому, маючи в розпорядженні такий препарат нами, сумісно з Міжнародном центром електронно- променевих  технологій  при  Інституті    електрозварювання       ім. О.Е. Патона створено композит з НЧ срібла на основі «Кремневіту» [146].
Технологія електронно-променевого випарювання в вакуумі з послідовним осадженням парової фази з успіхом застосовується при отриманні покриттів НЧ неорганічних сполук. В якості такої, як вже було вказано, запропонований препарат білої глини «Кремневіт». Останнім часом велике практичне значення набули подібні композиції, які складаються з різнорідних, навідь  слабко взаємодіючих структурних елементів.

Після отримання композиту «Кремневіт»+НЧAg» були виконані електронномікроскопічні дослідження самого препарату «Кремневіт» та композиту з використанням проникаючого електронного мікроскопу. Зображення часток «Кремневіту»  представлено на рис. 5.3, на якому відмічені розміри наночасток.
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Рис. 5.3.  Частки «Кремневіту», розмір часток від 60 нм до 140 нм. Електронна мікроскопія (збільшення х 58000)
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Рис. 5.4.  «Кремневіт»  з НЧ Ag сферичної форми, розмір часток від        14 нмдо 61 нм. Електронна мікроскопія (збільшення х 152000)

Електронномікроскопічне зображення НЧ Ag, адсорбованих на частках «Кремневіту»,  представлено на   рис. 5.4, на якому відмічені  НЧ  від 14 нм    до 60 нм. Щодо форми НЧ, то вона сферична. Частки такої форми здійснюють найменшу токсичну дію на клітини теплокровних. За даними літератури, частки такої форми розміром вище за 10 нм не вважаються шкідливими для організму.

Середній розмір наночасток срібла залежить від часу експозиції при отриманні композиту. При використанні даної технології середній розмір наночасток срібла за три хвилини експозиції, як правило, дорівнює 25 нм, при збільшенні часу експозиції до 10 хвилин спостерігається зростання часток до 50-60 нм. В нашому випадку час експозиції становив десять хвилин.
В наше розпорядження для дослідження бактерицидної активності надійшов зразок композиту з концентрацією НЧ Ag 271,0 ± 5,18 мкг/г (0,0271 % Ag).

Антимікробну дію зразків досліджували суспензійним методом. Контролем слугував AgNO3. Зі всіх зразків та контролю готували розчини з концентрацією 27,0 мкг/см3 за кількістю срібла. Послідовні розбавлення робили на дистильованій воді.

Попередньо зроблені розбавлення на фосфатному буфері були забраковані, так як AgNO3 вступав в реакцію з фосфатами, що призводило до утворення осаду. Вважаємо, що така ж реакція відбувалася із НЧ Ag, але частки глини її маскували.

В табл. 5.9 представлені результати визначення антимікробної активності композиту з вихідною концентрацією НЧAg 271,0 ± 8,43 мкг/г. E. coli було залучено до досліджень, як представника умовно-патогенних грамнегативних мікроорганізмів, серед яких все більше різновидів стають етіологічним фактором інфекційних процесів. Визначали бактерицидний ефект погодинно та протягом семи діб. 

                                                                                                 Таблиця 5.9 
Антимікробна дія композиту на  тест-мікроорганізм E. coli , КУО/см3
	Концентрація НЧ Ag,

мкг/см3
	Композит, час спостереження

	
	2 год
	4 год
	6 год
	24 год
	48 год
	7 діб

	0,27
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0,13
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0,07
	зл.р.*
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	0
	0

	0,035
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.

	0,017
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.

	Контроль культури 4,6·106




*зл.р. - зливний ріст

Отримані результати свідчать про те, що концентрації 0,27 та 0,13 мкг/см3 вже через дві години контакту призводили до повної загибелі E. coli. Відмічена наявність пролонгованого ефекту. Через 48 год діючою концентрацією була також 0,07 мкг/см3. Ефект зберігався до сьомої доби (граничний строк спостереження). Органічне забруднення в певній мірі нейтралізувало дію срібла – бактерицидна концентрація складала 0,27 мкг/см3 НЧ срібла.

В таблиці 5.10 наведені результати, отримані стосовно дії композиту на 
P. аeruginosa.

                                                                                                         Таблиця 5.10
Антимікробна дія композиту на  тест-мікроорганізм P. аeruginosa, КУО/см3
	Концентрація НЧ Ag,

мкг/см3
	Композит, час спостереження

	
	24 год
	48 год
	7 діб

	0,27
	0
	0
	0

	0,13
	0
	0
	0

	0,07
	60
	0
	0

	0,035
	560
	зл.р.*
	зл.р.

	Контроль культури 3·106


*зл.р. - зливний ріст

Одними з основних збудників хірургічних інфекцій є P. аeruginosa. Серед грамнегативних збудників частка P. аeruginosa складає близько 24 %. Внаслідок наявності у псевдомонад різних механізмів резистентності їх характерною особливістю є швидке формування стійкості до більшості, а іноді і до всіх антибіотиків. Тому пошук альтернативних антибіотичних препаратів є надто перспективним, особливо по відношенню до псевдомонад внаслідок вищезазначених властивостей цього збудника інфекцій. Діючою концентрацією, яка призводила до знищення збудника вже через 24 год контакту і утримувалась на такому рівні до кінця терміну спостереження була 0,07 мкг/см3. Органічне навантаження призвело до зниження діючої концентрації НЧ до 0,13 мкг/см3.

Наступним дослідженим нами представником збудників ВЛІ були дріжджеподібні гриби роду Candida. Основним біотопом кандид є слизова ротової порожнини. Вони зустрічаються в середньому у 25,7 % людей. У зв’язку з широким застосуванням антибіотиків, до більшості з яких Candida резистентні, кандидози стали однією з найбільших проблем клінічної патології. Candida можуть вражати не тільки слизові оболонки ротової порожнини, вагіни, стравоходу, шлунку та кишечника але й вісцеральні органи (легені, підшлункову залозу та ін.).

В той же час за отриманими раніше нами даними  та результатами інших авторів Candida дуже чутливі до ураження НЧ срібла. Досліджуваний нами композит також пригнічував їх ріст в дуже малій концентрації – 0,035 мкг/см3 (табл. 5.11). 

                                                                                                      Таблиця 5.11 
Антимікробна дія композиту на тест-мікроорганізм C. albicans, КУО/см3
	Концентрація НЧ Ag,

мкг/см3
	Композит, час спостереження

	
	24 год
	48 год
	7 діб

	                  1
	2
	3
	4


                                                                                           Продовження табл. 5.11
	1
	2
	3
	4

	2,7
	0
	0
	0

	0,27
	0
	0
	0

	0,13
	0
	0
	0

	0,07
	0
	0
	0

	0,035
	13,0
	0
	0

	0,017
	зл.р.*
	0
	0

	0,0085
	зл.р.
	зл.р.
	зл.р.

	Контроль культури 8,1·105


*зл.р. - зливний ріст

Через 48 год ця концентрація знизилась до 0,017 мкг/см3 і утримувалась такою до семи діб. Зазвичай органічне навантаження частково нівелювало цей ефект до 0,27 мкг/см3, який знизився до 0,13 мкг/см3 через 48 год.

Чутливість  C. albicans до НЧ срібла  обумовлена  взаємодією НЧ з  цис-теїновими залишками в мембрані мікроорганізму,  які містять SН- групи. 

Найбільш стійким до композиту був S. aureus (табл. 5.12). Діюча концентрація 2,7 мкг/см3 була на порядок більша, ніж на інші досліджені збудники. Пошук ефективних антибіотичних сполук до S. aureus є на менш актуальним, ніж до P. аeruginosa, оскільки цей збудник вважається найчастішим етіологічним фактором виникнення внутрішньолікарняних інфекцій.

                                                                                                  Таблиця 5.12 
Антимікробна дія композиту на тест-мікроорганізм S. аureus, КУО/см3
	Концентрація НЧ Ag,

мкг/см3
	Композит,

час спостереження 24 год

	1
	2

	27,0
	0


                                                                                          Продовження табл. 5.12
	1
	2

	2,7
	0

	0,27
	515

	0,13
	зл. р.*

	Контроль культури 2,4·106


*зл.р. - зливний ріст

Відома висока антимікробна ативність AgNO3, тому проведено порівняння активності іонного срібла та наночасток срібла (табл. 5.13). 
                                                                                                                   Таблиця 5.13
Антимікробна активність AgNO3
	Концентрація

іонів Ag, мкг/см3
	Експозиція
	Кількість E. coli, КУО/см3

	
	
	дослід
	контроль

	2,71
	24 год.
	0
	4,5·106

	0,27
	
	0
	

	0,13
	
	430
	

	0,07
	
	460
	

	0,035
	
	зливний ріст
	


Застосування контролю AgNO3, вважали обов’язковим з двох причин: 
-розчин AgNO3 давав уявлення щодо кількості срібла в зразку;

-порівняння обох результатів дозволяло робити висновок стосовно антимікробної активності іонного срібла (розчин AgNO3) та НЧ Ag (розчин суспензії глини з НЧ срібла).

Антимікробна активність AgNO3, в порівнянні з активністю композита, за даними таблиць 5.9-5.13, майже в 2 - 7 разів менша. Отримані результати співпадають з даними інших дослідників  і вказують на доцільність та перевагу створення композиту з препарату «Кремневіт» та НЧ Ag.

Враховуючи здатність НЧ до агрегації у водних чи інших розчинах, провели визначення фактичних розмірів та стабільності структури у водній суспензії часток «Кремневіту» з адсорбованими на них наночасточками срібла методом лазерної кореляційної спектроскопії на спектрометрі «Zeta Sizer-3».

Досліджували 0,01 % та 0,001% розчин суспензії, який виявляв високу бактерицидну активність, оскільки попередньо було встановлено, що завдяки малій концентрації розчину суспензії, великі частинки не маскують нанорозмірні частинки. Досліджено зразок, який був щойно отриманий та ретельно перемішаний (зразок 1), зразок, який відстоювався 24 год (зразок 2) та зразок, який відстоювався 22 доби (зразок 3). В зразках 2 та 3 досліджували надосадову рідину. Визначали такі параметри: розмір часток за фракціями, кількість часток кожної фракції, об’єм, який займає кожна з фракцій.       Отримані результати представлені в таблиці  5.14 - 5.16.

                                                                                                                   Таблиця 5.14 
Зразок № 1. Комплексна характеристика показників вихідної суспензії композиту після перемішування

	Фракція
	Розмір, нм
	Кількість, %
	Об’єм, %

	1
	170-1400
	92,4
	14,3

	2
	1400-4500
	7,6
	85,7


                                                                                                                Таблиця 5.15
Зразок № 2. Комплексна характеристика показників вихідної суспензії через 24 год відстоювання композиту

	Фракція
	Розмір, нм
	Кількість, %
	Об’єм, %

	1
	190-650
	90,8
	58,0

	2
	650-1600
	9,2
	42,0


                                                                                                                   Таблиця 5.16 
Зразок № 3. Комплексна характеристика показників вихідної суспензії композиту через 22 доби відстоювання

	Фракція
	Розмір, нм
	Кількість, %
	Об’єм, %

	1
	30-100
	87,7
	7,1

	2
	100-1000
	12,3
	92,9


Порівняльний аналіз трьох послідовних за часом вимірювань свідчить про поступове осадження великих за розміром часток та можливість виявлення за цей рахунок нанорозмірних часток «Кремневіту» .

Так, зразок № 3 (табл. 5.16) складається з двох фракцій: НЧ розміром 30-100 нм, їх кількість 87,7 % та фракція наночасток розміром 100-1000 нм у кількості 12,3 %. Визначені фракції є носіями НЧAg.

Отримані результати вказують на можливість використання «Кремневіту»  як стабілізатора наночасток металів та як суспензії для внутрішнього застосування з великою адсорбційною та бактерицидною активністю.

Додатково декілька зразків було передано для визначення концентрації НЧ Ag в суспензіях композита в Інститут медицини праці НАМНУ. Концентрацію срібла визначали методом атомно-емісійної спектрометрії з індуктивно-зв´язаною плазмою (АЕС-ИСП) на приладі Optima 2100 DV  фірми Perkin Elmer (США) за відповідною методикою. 

На дослідження були направлені проби, які відстоювалися 50 діб після приготування відповідних розбавлень зразків композита з НЧ Ag (табл.5.17). 

                                                                                                                  Таблиця 5.17 
Визначення НЧ срібла в зразках композиту (50 діб відстоювання)
	Статус зразка
	Ступінь розбавлення суспензії, %
	Концентрація срібла в розбавленні, мкг/см3
	Концентрація срібла в надоосадовій рідині, мкг/см3

	1
	2
	3
	4


                                                                                                             Продовження табл. 5.17
	1
	2
	3
	4

	Суспензія композиту
	0,01 
	2,7
	0,22  ±  0,012

	Суспензія композиту
	0,001
	0,27
	0,054 ± 0,011

	Вихідний зразок  композиту
	-
	-
	379 ± 5,12


Отримані результати, наведені в табл. 5.17,  з яких випливає наступний висновок: частки каоліна та НЧ Ag активно взаємодіють, що сприяє утворенню стабільної структури, яка володіє антимікробною активністю. Такі результати вважаємо перспективними для розробки різних модифікацій медичних препаратів.

Таким чином, каолін (біла глина)  як природний нанооб’єкт, якість якого вивчена на прикладі препарату «Кремневіт», заслуговує на високу оцінку. Перш за все, необхідно відмітити можливість отримання з каоліну препаратів з достатньо високою кількістю дрібнодисперсних фракцій та покращення його фазового  складу.  Звичайне  струшування «Кремневіту»  дозволяє отримати (мас %) 6,7 частинок розміром 100-200 нм та 30,8 розміром 200-500 нм, проти 0 та 7,0 відповідно при струшуванні фармацевтичної білої глини. Завдяки своїй структурі та мінералогічному складу «Кремневіт» може бути препаратом довготривалого застосування, на відміну від монтморилонітових глин.Такий склад забезпечує високу адсорбційну активність до мікроорганізмів, сприятливу дію на слизові оболонки та дозволяє рекомендувати до широкого застосування в різних галузях медицини та біології не тільки як ентеросорбента, а також при пошкодженні слизових оболонок, шкіри та таке інше.

Комплекс виконаних досліджень вказує на наявність достатньо високої антимікробної активності отриманого композита на основі «Кремневіта» та наносрібла. Кристали каолініту, основного компонента «Кремневіта», складаються з багатьох шарів декількох видів накладання  та мають два типа зарядів – позитивний і негативний. Структура каолініта та присутність пор між контактуючими частинами дають підставу вважати наявність стійкої адсорбції НЧ Ag на частинках.  Це підтверджує електронна мікроскопія та збереження бактерицидної дії суспензії тривалий час, про що свідчать результати визначення срібла в надосадовій рідині після 50 діб зберігання.

Висновки до розділу 5

1. Дослідженнями властивостей препарату каоліну «Кремневіт» встановлена його висока адсорбційна активність до E. coli та S. aureus на рівні 94,44  - 99,13 % при вхідіній кількості мікроорганізмів 34 тис. – 50 тис. в 0,1 см3 0,1 % суспензії препарату.
2.  Виявлено збереження адсорбційної активності препарату при наявності 0,3 % альбуміну та в широкому діапазоні pH (від 2,0 до 9,0), що вказує на його ефективність при застосуванні як ентеросорбента.
3. Встановлено, що препарат «Кремневіт», поряд з наявністю дрібнодисперсних  фракцій  мірнералу  на  рівні  100-500  нм  в     кількості  78,6 мас. %, має також низьку кількість кварцу та гідрослюди (1,24; 0,92 мас % відповідно), що обумовлює його високу активність до мікроорганізмів, органічних сполук та знижує можливу подразнюючу дію на слизові оболонки шлунково-кишкового тракту.
4. Висока адсорбційна активність препарту каоліну «Кремневіт» до мікроорганізмів та органічних сполук в широкому діапазоні pH, незначна кількість домішок кварцу та гідрослюди дозволяють рекомендувати його застосування в медицині як ентеросорбента (профілактика, лікування інфекцій, токсикозів, отруєнь, дисбактеріозів та ін.), а також в інших галузях біології та промисловості.
Результати досліджень, наведені в даному розділі, були представлені  в наступних публікаціях: 

1. Адсорбційна активність каоліну (мікробіологічні дослідження) / Корчак Г.І., Сурмашева О.В., Романенко Л.І., Маринін А.І., Олішевський В.В., Марченко А.Б. // Довкілля та здоров’я. - 2014. – № 4. – С. 37-41. 
2.  Антимікробна активність композиту на основі каоліну та наночасток срібла / О.В.Сурмашева, Л.І.Романенко, Г.І.Корчак, Н.А.Ніконова, А.К.Горваль, Г.Г.Дідікін // Довкілля та здоров´я, - 2015. – № 4. – С. 13-17. 
3. Отримання екологічно безпечного розчину наносрібла / Сурмашева О.В., Корчак Г.І., Міхієнкова А.І. Ніконова Н.О., Романенко Л.І. // Гігієнічна наука та практика: сучасні реалії: Мат.XV з’їзду гігієністів України (Львів, 20 - 21 вересня 2012 р.). – Львів: Друкарня Львівського національного медичного університету ім. Данила Галицького, 2012. - С. 437-438. 

4. Сучасні напрямки науково-дослідних робіт в лабораторії санітарної мікробіології в сфері нанотехнологій / Сурмашева О.В.,  Міхієнкова А.І.,  Корчак Г.І., Романенко Л.І. // Інфекційні хвороби: невичерпні проблеми (діагностика, етіопатогенетичні особливості, лікування, профілактика): Зб. тез доп. наук.-практ. конф. 10-11 жовтня 2013 р. – К., 2013. – С. 45-49. 

РОЗДІЛ 6
УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ ТА ГІГІЄНІЧНА ОЦІНКА  ЕФЕКТИВНОСТІ АНТИМІКРОБНОЇ ДІЇ НАНОЧАСТОК МЕТАЛІВ З РІЗНИМИ СПОЛУКАМИ
Для профілактики і лікування інфекційно-запальних захворювань необхідні нові підходи і нові лікарські засоби, які відрізняються більш високою ефективністю.  Розвиток нанотехнології дозволив відкрити декілька нових аспектів боротьби та попередження хвороб, використовуючи молекулярні якості матеріалів. Було доведено, що  срібло має сильну біоцидну дію до більшості мікроорганізмів; за цієї причини срібловмісні препарати використовувалися для обробки опіків і профілактики різноманітних інфекцій. 

Оцінку антимікробної активності  наночасток металів з різними сполуками проводили на моделі різних за фізико-хімічними  і  біологічними властивостями зразках композитів, а саме:

-    композитах на основі концентрованого колоїдного розчину наносрібла в гліцерині «Срібний щит-1000»,  отриманого за допомогою модуля плазмового диспергування,   та антимікробних препаратів  різних груп;

-  імпрегнованих НЧ срібла та міді тканинах,  отриманих шляхом термічного відновлення іонів срібла або  міді на поверхні бавовняних тканин; 

-  композиту з НЧ Ag на основі препарату каоліна «Кремневіт», отриманого методом електронно-променевого випаровування з послідовним фізичним  осадженням парової фази. 

Для медичних препаратів дуже важливою є  їх хімічна чистота. Композити не є винятком, оскільки поєднуються сполуки різні за структурою та фізико-хімічними властивостями. Враховуючи складність взаємодії складових між собою та з організмом людини, доцільно йти шляхом створення композитів, дія компонентів яких якщо не досконально вивчена, то передбачувана [3, 5, 51, 66, 76]. До таких відносяться запропоновані нами композити. Серед наявних наночасток металів при створенні композитів перевагу віддали сріблу, яке володіє антимікробною активністю та має протизапальну та регенируючу дію. Крім того, відома низька ймовірність виникнення резистентності мікроорганізмів до цього бактерициду [3, 8, 56, 82].

Важливим аспектом вивчення властивостей наночасток є використання адекватних мікробіологічних методів. В проаналізованих нами джерелах літератури, нажаль,   методи визначення антимікробної активності наноматеріалів та композитів на їх основі не описувались. За нашим припущенням, автори робіт не звертали увагу читача на цей аспект, оскільки дослідження різних за фізико-хімічними властивостями наночасток потребує, як правило, підбору індивідуального мікробіологічного методу.

Проведені експериментальні дослідження  дозволили визначити мікробіологічні методи, прийнятні для випробування як  композитів, та і їх компонентів. За результатами досліджень підхожими методами виявились суспензійний метод  для рідких  засобів та метод агарових пластин, придатний тільки для оцінки ефективності антимікробних тканин. 
Оцінка методів вивчення антимікробної активності композитів на основі наночасток срібла показала, що на результати досліду впливають такі  фактори  як  властивості та концентрація НЧ, фізико-хімічна характеристика другого компонента композита,  розчинника, рівень мікробного навантаження у досліді,  наявність ростових та інгібуючих факторів середовища, яке використовується, термін та умови експозиції і інкубації, тощо. Такий важливий фактор як стабілізація НЧ, був обумовлений самим складом композитів. 

Останнім часом дослідники з різних країн приділяють велику увагу вивченню питання зниження токсичної дії антибіотиків на організм людини та, одночасно, підвищення їх активності, розробляючи різні композити на основі наночасток [11, 58, 81, 86].  Більшість досліджень стосуються вивчення  композитів з НЧ, отриманих хімічними методами. Оригінальність проведених досліджень полягає у використанні НЧ срібла, отриманих фізичним методом плазмового диспергування, перевагою якого є хімічна чистота одержуваного наноматеріалу та відсутність проблеми стабілізації НЧ.  

Узагальнюючи результати випробувань антимікробної дії композиційних систем на основі колоїдного розчину срібла «Срібний щит-1000» з антимікробними препаратами груп аміноглікозидів та цефалоспоринів відносно тест-мікроорганізмів, можна констатувати перевищення сукупної дії композитів порівняно з дією його складових, тобто було встановлене явище синергізму.  Спостерігалося  зниження діючих концентрацій антимікробних препаратів («Стрептоміцин», «Канаміцин», «Цефазолін») в 2 – 7 разів при збереженні їх властивостей.

Поряд з вивченням антимікробної активності композитів антибіотиків з НЧ срібла,  нами була побудована математична модель залежності загибелі тест-мікрорганізмів від тривалості експозиції та концентрації антибіотика. За результатами числових розрахунків параметрів моделі та отриманого коефіцієнта ефективності можна стверджувати, що активність композита в декілька разів вище, ніж одного антибіотика.   За значеннями параметрів моделі підтверджена оцінка характеру спільної дії розчину «Срібний щит-1000» й антибіотика «Цефазолін»,  яка свідчить про синергічний ефект  композиційної системи.  Можна заключити, що побудова моделей подібних процесів має рацію і дозволяє математичними методами визначити ефективні концентрації діючої речовини.

Серед різноманітних методів отримання НЧ і композитів на їх основі останнім часом перспективним є  розвиток напрямку отримання тканин з антимікробними властивостями. Існує декілька різновидів методів отримання таких тканин. Найбільш простим та дешевим способом отримання тканин з НЧ є застосування тепературного фактора   [5, 103, 104]. 

Нами вивчено антимікробну активність імпрегнованих НЧ срібла та/або  міді бавовняних тканин, отриманих економічним та доступним методом термічного відновлення іонів. 
За результатами досліджень, отримані тканини  з НЧ срібла володіли антимікробною  активністю  до  всіх вивчених тест-мікроорганізмів (S.aureus, P. аeruginosa та C. аlbicans).   В той же час, тканини, просочені НЧ міді, антимікробною активністю по відношенню до вивчених  тест-мікроорганзмів не володіли; зони затримки росту навколо та під зразками  були відсутні.

Найбільшу антимікробну активність мали зразки бавовняних тканин, імпрегнованих комбінацією наночасток срібла  і міді.   Зони затримки росту  за різних концентрацій комбінацій наночасток складали 6 мм  для тест-мікроорганізму S. aureus, та   4.5 мм  для тест-мікроорганізму P. аeruginosa; найменш чутливим до дії  Ag/Cu був тест-мікроорганізм E. coli.

Метод термічного відновлення іонів срібла та/або  міді дозволив отримати тканини з міцно закріпленими НЧ на її поверхні. Це також підтверджується стійкістю тканин,  імпрегнованних НЧ срібла та/або  міді, до механічного тертя шляхом прання у пральній машині  та довготривалими строками збереження антимікробної активності.  Зразки з часу їх одержання зберігалися протягом 14 тижнів при кімнатній температурі на повітрі і проявляли антимікробну активність співмірну активності свіжоприготовлених зразків, що свідчить про можливість зберігання антимікробних властивостей імпрегнованих тканин тривалий час. Отже, імпрегновані танини відповідали обов'язковій вимозі – зберігати антимікробну активність після прання.
Таким чином перевагою імпрегнованих  НЧ тканин є той факт, що тканини, які були просочені іонами срібла та іонами срібла і міді після прання втрачали антимікробну  активність.

Для створення ще одного композиту на основі НЧ срібла у якості другого компонента був запропонований препарат білої глини «Кремневіт». Останнім часом дослідники віддають перевагу складовим композиту на природній основі, а саме – мінералам.  «Кремневіт» є моделлю каоліну (білої глини) і застосовується як біологічна добавка [10].  Але, перш ніж запропонувати «Кремневіт» у якості компонента композита, нами було вивчено та обґрунтовано переваги цього зразку у порівнянні  із  схожим за фізико-хімічними властивостями препаратом «Фармацевтичної білої глини». «Кремневіт»   виявив перевагу завдяки вмісту незначної кількості слюди та кварцу, гранулометричному складу, високій адсорбціїї мікроорганізмів. Він  не має застережень до застосування, входить до дозволених препаратів фармакопеями багатьох країн світу.  На електронномікроскопічному зображенні  препарату «Кремневіт», проведеного з використанням растрового електронного мікроскопу,  відмічені   частки розміром від 60 нм до 140 нм, що може характеризувати каолін, як природний нанооб’єкт. В той же час біла глина не має бактерицидної активності. Носій наночасток «Кремневіт», максимально очищений від домішок і має широке застосування при лікуванні опіків, інших уражень шкіри та як ентеросорбент  при шлунково-кишкових захворюваннях, дисбактеріозах, постачальником в організм мікро- та макроелементів.

Композит було отримано за допомогою технології електронно-променевого випарювання в вакуумі та осадження НЧ на підложку з «Кремневіта», який  одночасно є стабілізатором НЧ Ag. На електронномікроскопічному зображенні НЧ Ag, адсорбованих на частках «Кремневіту" відмічені  НЧ розміром від 14 нм    до  60 нм.  Срібло здійснює протизапальну дію, особливо при загоєнні ран, опіків, що посилює аналогічну дію каоліну. Отримані НЧ срібла мають сферичну форму [22], яку вважають найменш активною та токсичною по відношенню до біологічних структур [58, 68, 76].  Токсичність залежить також від концентрації НЧ. В наших дослідженнях концентрація срібла у вигляді наночасток була дуже низька, і в той же час мала високу бактерицидну дію.

Антимікробну дію зразків досліджували суспензійним методом. Вихідна концентрація НЧAg визначалась розрахунковим методом. Контролем слугував AgNO3. Зі всіх зразків та контролю готували розчини за кількістю срібла, послідовні розбавлення робили на дистильованій воді.

Попередньо зроблені розбавлення на фосфатному буфері були забраковані, так як AgNO3 вступав в реакцію з фосфатами, що призводило до утворення осаду. Вважаємо, що така ж реакція відбувалася із НЧAg, але частки глини її маскували.

В даній серії експериментів була запланована експозиція 24 год і шість послідовних розбавлень, оскільки не було уявлення щодо бактерицидності НЧ срібла в створеній композиції. Аналогічні дії були проведені з контролем - AgNO3.

Застосування контролю AgNO3, вважали обов’язковим з двох причин:

1. розчин AgNO3 давав уявлення щодо кількості срібла в зразку;

2. порівняння обох результатів дозволяло робити висновок стосовно антимікробної активності йонного срібла (розчин AgNO3) та НЧ Ag (розчин суспензії глини з НЧ срібла).

Композит з НЧ срібла чинив бактерицидну дію на вивчені збудники внутрішньо лікарняних  інфекцій  у  концентраціях  за  сріблом  від  0,035  до 2,7 мкг/см3. За 24 год контакту внесена кількость мікроорганізмів зменшувалась на 5 lg , про що свідчила повна відсутність росту мікроорганізмів на живильних середовищах. Інтенсивність антимікробного ефекту на мікроорганізми можна розташувати наступним чином: C. albicans > E. coli > P. аeruginosa > S. aureus. Стосовно C. аlbicans, P. аeruginosa та E. coli спостерігали ефект пролонгації дії вже через 48 год контакту, який зберігався до семи діб (кінцевого строку спостереження). Білкове навантаження (0,3 % БСА) призводило до підвищення мінімальної діючої концентрації від 2 до 10 раз.

В даному випадку мали підтвердження залежності антимікробної дії срібла від будови клітинної стінки мікроорганізму: грамнегативні МО (E. coli,  P. аeruginosa) були більш чутливим до срібла ніж грампозитивні (S. aureus). Високу стійкість S. аureus можна пояснити наявністю в клітинній стінці 80 % однорідного шару пептидоглікану та тейхоєвих кислот, що суттєво відрізняється від складу клітинної стінки грамнегативних мікроорганізмів.

Щодо високої чутливості C. аlbicans до НЧ срібла, то механізм такої дії на сьогодні вважається недостатньо вивченим. Відомий високий афінітет срібла до груп NH3. Дослідженнями А.А. Ревіна з співав. [84], присвяченому вивченню особливостей дії кластерного срібла на дріжджові клітини C. аlbicans показано, що йонне срібло адсорбувалось на поверхні клітинної стінки, зафіксовано його проникнення в периплазматичний простір, в той час як НЧ срібла руйнували мембрану, що призводило до зупинки росту та відмирання клітин. Чутливість кандида до срібла встановлена, як вказувалось, в раніших наших дослідженнях та дослідах деяких інших авторів.

Встановлена антимікробна активність композиту має комбінований характер. Спостерігаємо бактерицидну дію срібла за рахунок взаємодії між позитивно зарядженим Ag+ та від’ємно зарядженою поверхнею бактеріальної клітини. Одночасно каолін міцно адсорбує НЧ срібла та мікроорганізми, що в свою чергу посилює антимікробний ефект.

Дослідження проб, які відстоювалися 50 діб після приготування відповідних розбавлень зразків композита, підтвердили попередні результати випробувань. Частки «Кремневіта» та НЧ Ag активно взаємодіють, що сприяє утворенню стійкої стабільної структури, яка володіє антимікробною активністю. Такі результати вважаємо перспективними для розробки різних модифікацій медичних препаратів.

НЧ  срібла розміром  20-60 нм  адсорбовані  на  частинках каоліну 200-500 нм, що унеможливлює механічне проникнення НЧ Ag через цитоплазматичну мембрану – найбільш уразливу складову бактеріальної клітини. Вважаємо, що відбувається ураження поверхневої та внутрішньої мембран клітинної стінки, яке порушує дифузію необхідних для життєдіяльності сполук і це призводить до загибелі мікроорганізмів.

Композит повинен відповідати ряду вимог: мати високу антимікробну активність, його застосування не повинно сприяти утворенню антибіотикорезистентних штамів, не мати токсичних компонентів, викликати механічного подразнення тканин чи будь-яку іншу токсичну дію на організм людини.

Отримані результати виконаних досліджень  дозволяють зробити висновки відносно антимікробної активності, зручності в роботі та перспективності розробки препаратів  на основі вивчених  композитів.

Поєднання антибіотика з наносріблом дозволило отримати композит, сукупна бактерицидна дія якого  вища, ніж сума його складових компонентів. Це дасть можливість послабити побічну дію антибіотиків. На основі викладеного є всі підстави вважати перспективними подальші дослідження з представниками антибіотиків групи цефалоспоринів.

Метод термічної обробки іонів срібла або  міді на поверхні бавовняних тканин, в результаті якої отримані НЧ, являється специфічним, але є дуже простим та економічнім.   Високі антимікробні властивості тканин з нанесеними на них іонами срібла або у поєднанні срібла та міді дозволять рекомендувати їх для зовнішнього використання в медицині як одноразового матеріалу. Матеріали з НЧ , тобто термічно відновленими іонами срібла або срібла і міді на поверхні бавовняних тканин, можуть бути використаними багаторазово, що має економічний ефект та зручність у застосуванні. Такі тканини можуть бути застосовані для   виготовлення виробів із тривалим строком експлуатації.   Це може бути різна білизна (чоловіча, жіноча, дитяча, столова, постільна), одяг  для медичного персоналу, породілей і немовлят, а також устилки, шкарпетки й т.д.

Комплекс виконаних досліджень щодо композиту на основі «Кремневіта» та наносрібла, отриманого методом випаровування і конденсації металевого срібла у вакуумі, дозволив оцінити його переваги, а саме,  високу антимікробну активність у поєднанні з високими сорбційними властивостями.  Кристали каолініту, основного компонента „Кремневіта”, складаються з багатьох шарів декількох видів накладання  та мають два тапа зарядів – позитивний і негативний. Структура каолініта та присутність пор між контактуючими частинами дають підставу вважати наявність стійкої адсорбції НЧ Ag на частинках.  Це підтверджує електронна мікроскопія та збереження бактерицидної дії суспензії тривалий час, про що свідчать результати визначення срібла в надосадовій рідині після 50 діб зберігання.

Результати проведених досліджень антимікробної та специфічної дії  композитів на основі НЧ срібла і міді, отриманих трьома методами, дозволили оцінити їх переваги. Поєднання наночасток срібла та міді з антимікробними препаратами, бавовняними тканинами, «Кремневітом»  дозволило  отримати  композити з характеристиками, які значно переважали антимікробний рівень їх компонентів, або мали комбіновану антимікробну і сорбційну дії. Отримані  композити на основі наночасток срібла та міді володіють антимікробною активністю відносно мікроорганізмів, які в умовах стаціонару  є збудниками внутрішньолікарняних інфекцій.

Вивчені композити можуть бути використаними для розробки лікарських форм у вигляді суспензії, порошків, мазі, супозиторіїв, пов’язок  різного типу та ін. Ці препарат будуть доцільні в  усіх ланках гігієнічних заходів лікувальних установ для попередження утворення та поширення антибіотикорезистентних мікроорганізмів, що дозволить покращити умови оточуючого середовища,  забезпечити безпечність перебування у лікувальному закладі, продуктивно проводити лікувальний процес.

ВИСНОВКИ

В дисертації вирішена актуальна наукова задача – дана гігієнічна оцінка антимікробної дії наночасток срібла, отриманих трьома фізичними методами, та композитів на основі наночасток з антимікробними препаратами, тканинами та препаратом каоліна «Кремневітом».

1. Визначено найбільш чутливий, доступний і достовірний метод для виявлення бактерицидної активності наносрібла у рідкій фазі та композитів на його основі – суспензійний метод, який дозволяє визначити кількісну характеристику рівня антимікробної дії зразку та уникнути впливу інактивуючих факторів на НЧ срібла ( NaCl  у  розчиннику і білкового навантаження в рідких та щільних поживних середовищах).

2. Доведено наявність ефекту синергізму в отриманих  композитах з наносрібла «Срібний щит-1000» і антибіотиків груп  цефалоспоринів та  аміноглікозидів. Найбільш вираженим був антимікробний ефект у комбінації наносрібла з  цефазоліном. Бактерицидна концентрація антибіотика в композиті знизилась у чотири рази і  складала 0,78 мкг/см3,  проти 3,125 мкг/см3 ізольованого антибіотика, що дає можливість послабити побічні токсичні ефекти антибіотикотерапії. 

3. Побудована математична модель, за якою визначено антимікробну активність композита  в залежності від тривалості дії та його концентрації. За результатами числових розрахунків параметрів моделі отримано коефіцієнт ефективності антимікробної дії композиту, яка до десяти разів  вище, ніж дія одного антибіотика. За значеннями параметрів моделі підтверджена оцінка характеру спільної дії розчину «Срібний щит-1000» й антибіотика «Цефазолін»,  яка свідчить про синергічний ефект  композиційної системи.

4. Виявлена висока антимікробна активність відносно тест-мікроорганізмів S. aureus, E. coli,  P. аeruginosa  та  C. аlbicans зразків бавовняних тканин, імпрегнованих НЧ срібла, срібла та міді, отриманих економічним методом термообробки. Виявлено ефект підвищення антимікробної активності сумісної дії срібла та міді. За концентрації наночасток 1,08 мг/см2 у тканині зони затримки росту мікроорганізмів складали  до 6 мм. Довготривале зберігання протягом 14 тижнів та автоматичне прання тканин, імпрегнованих НЧ, не зменшувало їх антимікробні властивості, що дозволяє рекомендувати їх для розробки засобів для зовнішнього багаторазового використання та розробки виробів медичного призначення з антимікробною дією.  Високі антимікробні властивості тканин з нанесеними на них іонами срібла або у поєднанні іонів срібла і міді дозволяють рекомендувати їх для розробки виробів медичного призначення одноразового використання.

5.  Доведена наявність  у  складі  препарату «Кремневіт» часток розміром 100-500 нм у мас % 79,8. Встановлена висока адсорбційна активність  «Кремневіту» до умовно-патогенних мікроорганізмів: 0,1 % суспензія адсорбує 94-99 % мікроорганізмів, ефект зберігається за присутності органічних  сполук (0,3 % альбуміну) та при зміні pH середовища від 4,0 до 9,0. 

6. Встановлено, що нанокомпозит на основі препарату каоліна «Кремневіт» та наночасток срібла сферичної форми розміром 20 – 60 нм має високу антимікробну активність до S. aureus, E. colі, P. aeruginosa, C. albicans за концентрації 0,035 – 2,7 мкг/см3. За 24 год контакту кількість мікроорганізмів, що загинула, зменшилась на 5 lg від вихідного рівня. Антимікробна активність мала комбінований характер: спостерігалася  бактерицидна дія НЧ срібла по відношенню до негативно зарядженої поверхні бактеріальної клітини. Одночасно каолін міцно адсорбував НЧ срібла та мікроорганізми, що посилювало антимікробний ефект.

7. Показана висока антимікробна активність композитів, складовими яких є  НЧ срібла та/або міді і речовини різного хімічного складу. Виявлено бактерицидний та дріжджецидний ефекти композитів до представників умовно-патогенних мікроорганізмів, які можуть бути збудниками внутрішньолікарняних інфекцій. Доведено ефект синергізму складових у вивчених композитах щодо антимікробної дії. 
8. Гігієнічна оцінка антимікробної дії та стабільності композитів, до складу яких входять НЧ металів, дозволяє рекомендувати їх для розробки профілактичних та лікувальних засобів різних форм для зовнішнього і внутрішнього використання.

СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ

1. Наноматериалы. Регуляторные вопросы / В.И. Масычева, Е.Д. Даниленко, А.О. Белкина и др. // Ремедиум. - 2008. - № 9. - С. 12-23.
2. Біопротекторна дія цинку в макро- і наноаквахелатній формі на ембріогенез щурів за умови свинцевої інтоксикації / Е.М. Білецька, І.С. Чекман, Н.М. Онул та ін. // Медичні перспективи. – 2013. – №2. – С. 114-119.
3.  Mode of antiviral action of silver nanoparticles against HiV-1 / H.H. Lara, N.V. Ayala-Nunes, L. Ixtepan-Turrent, C. Rodriguez-Padilla // J. Nanobiotechnology. – 2010. - № 8. - P. 1-10.
4.  Противірусна активність наночасток металів: погляд на проблему /  І.С. Чекман, В.Ф. Марієвський, С.Л. Рибалко

HYPERLINK "http://www.umj.com.ua/article/writer/maleckaya-z-v"  та інш. // Український мед. часопис. – 2015. - № 5. – С. 45-48.

5. Наночастицы серебра и золота в кремнеземных матрицах: синтез, свойства и применение / А.М. Еременко, Н.П. Смирнова, Ю.П. Муха, Г.Р. Яшан  // Теор. эксперим. химия. – 2010. – Т. 46, № 2 – С. 67–86.

6. Садохин В.В. Управление физико-химическими свойствами наночастиц ме- таллов в процессе получения коллоидных растворов методом ионно-плазменной диспергации / В.В. Садохин, О.Б. Логинова, Л.Д. Кистерская // 7. Перспективы науки. - 2013. - № 11(50). - С. 104-107.
7.  Мовчан Б.А.   Электронно-лучевая нанотехнология и новые материалы в медицине — первые шаги / Б.А. Мовчан // Вісн. фармакології і фармації. – 2007. - № 12. – С. 5–13.
8.  Synthesis and effect of silver nanoparticles on the antibacterial activity of different antibiotics against Staphylococcus aureus and Escherichia coli / A.R. Shahverdi, A. Fakhimi, H.R. Shahverdi, S. Minaian // Nanomedicine. – 2007. – Vol. 3 (2). – Р. 168-171. 
9.  Synergistic antibacterial effects of β-lactam antibiotic combined with silver nanoparticles / P. Li, J. Li,  Ch. Wu et al.  // Nanotechnology. – 2005. – Vol. 16 ( 9). – P.  1912-1917.
10. Властивості природного нанооб'єкта - каоліну / Г. І. Корчак // Довкілля та здоров'я. - 2014. - № 4. - С. 45-48.

11.  Медичне застосування наночастинок срібла: токсикологічний аспект / І.С. Чекман, А.О. Прискока, В.Ф. Бабій та ін. // Современные проблемы токсикологии. — 2010. — № 4. — С. 10—13.
12.  Silver nanoparticles: partial oxidation and antibacterial activities /  C.N. Lok, C.M. Ho, R. Chen et al.  // J. Biol. Inorg. Chem. – 2007. – Vol.12. – P. 527–534. 
13. The bactericidal effect of silver nanoparticles / J.R. Morones, J.L. Elechiguerra, A. Camacho  et al.  // Nanotechnology. -  2005. – Vol. 16. – P. 2346–2353.

14. Dunn K. The role of ActicoatTM with nanocrystalline silver in the management of burns /  K. Dunn, V. Edwards-Jones // Burns. – 2004. – Vol. 30 (1). - S1 – S9.

15. Стожковска В. Соли серебра сульфонамидов в местном лечении ожогов / В. Стожковска // Новости фармации и медицины. – 1994. – Т. 28, № 6 (149). – С. 146 - 152.
16. Препарати срібла: вчора, сьогодні і завтра / О.Б. Щербаков, Г.І. Корчак, І.М. Скороход та інш. // Фармацевтичний журнал. - 2006. - № 5. – С. 55 – 67.

17. Chopra I. The increasing use of silver-based products as antimicrobial agents: useful development or a cause for concern? / I. Chopra  // J. Antimicrob. Chem. – 2007. – Vol. 59. – P. 587-590. 
18. Серебро в медицине / Е.М. Благитко, В.А. Бурмистров, А.П. Колесников  и др. –  Новосибирск :  Наука-Центр,  2004.  - 254 с.

19.  Білоус С.Б. Вітчизняні лікарські засоби подібного складу на ринку України відсутні / С.Б. Білоус // Перспективи розробки м’яких лікарських засобів для зовнішнього застосування з наночастинками срібла : зб. наук. праць співробіт. НМАПО ім. П. Л. Шупика. – К., 2013. – Вип. 22 (4). - С. 354-361.

20.  The inhibitory effects of silver nanoparticles, silver ions, and silver chloride colloids on microbial growth / O. Choi, K.K. Deng, N.J. Kim et al. // Water Res. – 2008. – Vol. 42. – P. 3066–3074.

21.  Трахтенберг І.М. Наночастинки металів, методи отримання, сфери застосування, фізико-хімічні та токсичні властивості / І. М. Трахтенберг, Н. М. Дмитруха // Укр. журн. з пробл. медицини праці. - 2013. - № 4. - С. 62-74.

22.  The impacts of silver nanoparticles and silver ions on wastewater biological phosphorous removal and the mechanisms / Y.G. Chen, H. Chen, X. Zheng, H.J. Mu  // J. Hazard. Mater. – 2012. – Vol. 239. – P. 88–94. 
23.  Acute toxicity of Ag and CuO nanoparticles suspensions against Daphnia magna: The importance of their dissolved fraction varying with preparation methods / H.J. Jo, J.W. Choi, S.H. Lee, S.W. Hong // J. Hazard. Mater. – 2012. – Vol. 227. – P. 301–308. 
24.  Joshi N. Enhanced resistance to nanoparticle toxicity is conferred by overproduction of extracellular polymeric substances / N. Joshi, B.T. Ngwenya, C.E. French // J. Hazard. Mater. – 2012. – Vol. 241. – P. 363–370.
25.  Exposure of engineered nanoparticles to human lung epithelial cells: Influence of chemical composition and catalytic activity on oxidative stress / L.K. Limbach,  P. Wick,  P. Manse et al. // Environ. Sci.  Technol. – 2007. – Vol. 41. – 
P. 4158–4163.  

26.  Артисюк М.В. Цитотоксична активність наносрібла щодо культури клітин СНО К1 / М.В. Артисюк // YouthNanoBioTech-2010. Молодіжний форум з нанобіотехнологій : матер. конф. 19 травня 2010 р., Київ // Український науково-медичний молодіжний журнал. – 2010. - Спеціальний випуск. - С. 20-21.
27.  Нанометали: стан сучасних досліджень та використання  в біології, медицині та ветеринарії / В.Ф. Шаторна, В.І. Гарець, В.В. Крутенко та інш. // Вісник проблем біології і медицини. – 2012. – Вип. 3. – Т. 2. – С. 29-33. 
28.  Kondow T. Structures and dynamics of molecules on liquid beam surfaces / T. Kondow, F. Mafune // Ann. Rev Phys Chem. - 2000. - Vol. 51. – P. 731-761. 

29.  Studies on the biocompatibility and the interaction of silver nanoparticles with human mesenchymal stem cells (hMSCs) / C. Greulich, S. Kittler, M. Epple et al. // Langenbecks Arch Surg. - 2009. - Vol. 394. – P. 495-502. 
30.  Міхієнкова А.І. Залежність антимікробних властивостей колоїдних розчинів наночасток срібла від походження стабілізаторів / А.І. Міхієнкова // Актуальні питання гігієни та екологічної безпеки України : зб. тез доп. наук.-практ. конф. (Київ, 20-21 травня 2010 р.). - К., 2010. - Вип. 10. – С. 86-88.
31. Андрусишина И.Н. Наночастицы металлов: способы получения, физико-химические свойства, методы исследования и оценка токсичности / И.Н.Андрусишина // Сучасні проблеми токсикології. – 2011. - № 3. – С. 5-13.

32.  Сергеев Г.Б. Нанохимия : учебное пособие. - 3-е изд.  / Г.Б. Сергеев. -   М. : КДУ, 2009. – 336 с.
33. Синтез и свойства наночастиц серебра: достижения и перспективы / Ю. А. Крутяков, А. А. Кудринский, А. Ю. Оленин и др. // Успехи химии. – 2008. – Т. 77, № 3. - С. 242 – 269.
34.  Synthesis and antibacterial properties of silver nanoparticles / C. Baker, A. Pradhan, L. Pakstis et al. // J. Nanosci Nanolcchnol. - 2005. – Vol 5. – P. 244-249. 

35.  Biomimetic synthesis and patterning of silver nanoparticles /  R.R. Naik,   S.J. Stringer,  G. Agarwal et al.  // Nat Mater. – 2002. – N 1(3). – P. 169–172. 
36. Peptide-mediated reduction of silver ions on engineered biological scaffolds / K.T. Nam, Y.J. Lee, E.M. Krauland et al. // ACS Nano. – 2008. – № 2 (7). – P. 1480–1486. 
37. Greener approach for synthesis of antibacterial silver nanoparticles using aqueous solution of neem gum (Azadirachta indica L.)  / P. Velusamy, J. Das, R. Pachaiappan et al.  //   Industrial Crops and Products. - 2015. - Vol. 66 (1). -  Р. 103–109.

38.  Lactic acid bacteria as reducing and capping agent for the fast and efficient production of silver nanoparticles / L. Sintubin, W. De Windt, J. Dick et al. // Appl Microbiol Biotechnol. – 2009. – Vol. 84(4). – P. 741–749. 
39.  Extracellular biosynthesis of functionalized silver nanoparticles by strains of Cladosporium cladosporioides fungus / D.S. Balaji, S. Basavaraja, R. Deshpande  et al.  // Colloids Surf B Biointerfaces. – 2009. – Vol. 68(1). – P. 88–92. 
40. Sintubin L. Biologically produced nanosilver: current state and future perspectives / L. Sintubin, W. Verstraete, N. Boon // Biotechnol Bioeng. – 2012.  –Vol. 109 (10). -  P. 2422–2436. 
41.  Shankar S.S.  Geranium leaf assisted biosynthesis of silver nanoparticles / S.S. Shankar, A. Ahmad, M. Sastry // Biotechnol Prog. – 2003. – Vol. 19 (6). – P. 1627–1631. 
42.  Nanda A. Biosynthesis of silver nanoparticles from Staphylococcus aureus and its antimicrobial activity against MRSA and MRSE / A. Nanda, M. Saravanan // Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine. – 2009. – Vol. 5 (4). - P. 452–456.
43. Albrecht M.A. Green chemistry and the health implications of nanoparticles / M. A. Albrecht, C. W. Evans, C. L. Raston // Green Chemistry. - 2006. - Vol. 8, No. 5. -  P. 417–432. 
44.  Sharma V.K.  Silver nanoparticles: green synthesis and their antimicrobial activities / V.K. Sharma, R.A. Yngard RA, Y. Lin // Adv. Colloid Interface Sci. - 2009. – Vol. 145. – P. 83–96.
45.  Pal S. Does the antibacterial activity of silver nanoparticles depend on the shape of the nanoparticles? A study of the gram-negative bacterium Escherichia coli / S. Pal, Y.K. Tak, J.M. Song // Appl Environ Microbiol. - 2007. - Vol. 73. – P. 1712-1720. 
46.  Salata 0. Applications of nanoparticles in biology and medicine / 0. Salata // J Nanobiotechnology. - 2004. -  Vol. 2. – P. 1-6.
47.  Unger C. Inhibitory effects of silver ions on Legionella pneumophila grown on agar, intracellular in Acanthamoeba castellanii and in artificial biofilms / C. Unger, C. Luck // J. Appl. Microbiol. – 2012. – Vol. 112. – P. 1212–1219. 
48.  Asharani P.V. Anti-proliferative activity of silver nanoparticles / P.V. Asharani, M.P. Hande, S. Valiyaveettil // BMC Cell Biol. – 2009. - Vol. 10. – P. 65-79.
49.  Gajbhiye M. Fungus-mediated synthesis of silver nanoparticles and their activity against pathogenic fungi in combination with fluconazole / M. Gajbhiye, J. Kesharwani, A. Ingle // Nanomedicine. – 2009. – Vol. 5. – P. 382-386.
50.  Lara H.H. Silver nanoparticles are broad-spectrum bactericidal and virucidal compounds / H.H. Lara, E.N. Garza-Trevino, L. Ixtepan-Turrent, D.K. Singh // J. Nanobiotechnol. – 2011. - № 9. – P. 30-37
51.  Silver nanoparticles inhibit hepatitis В virus replication / L. Lu, R.W. Sun, R. Chen et al. // Antivir. Ther. - 2008. - Vol. 13. – P. 253-262. 

52.  Silver nanoparticles: The powerful nanoweapon against multidrug-resistant bacteria / M.K. Rai, S.D. Deshmukh, A.P. Ingle, A.K. Gade // J. Appl. Microbiol. -2012. – Vol. 112. – P. 841–852.

53. Bactericidal effect of silver nanoparticles against multidrug-resistant bacteria / H. H. Lara, N.V. Ayala-Núñez, L. I.T. del Carmen, C. Rodríguez Padilla // World Journal of Microbiology and Biotechnology. – 2010. – Vol. 26. – P. 615-621.

54.  Yamanaka M. Bactericidal actions of a silver ion solution on Escherichia coli, studied by energy-filtering transmission electron microscopy and proteomic analysis / M. Yamanaka, K. Hara, J. Kudo // Appl Environ Microbiol. - 2005. - Vol. 27. – P. 7589-7593.
55.  Antibacterial effect of silver nanoparticles on Staphylococcus aureus / W.R. Li, X.B. Xie, Q.S. Shi et al.  // Biometals. – 2011. – Vol. 24. – P. 135–141. 
56. Sond I. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a case study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria / I. Sond, B. Salopek-Sondi // J Colloid Interface Sci. - 2004. - Vol. 275. – P. 177-182.

57.  Role of reactive oxygen species in the antibacterial mechanism of silver nanoparticles on Escherichia coli  O157:H7 / H.Y. Xu, F. Qu, H. Xu et al. // Biometals. – 2012. – Vol. 25. – P. 45–53. 
58. Illingworth B. In vivo efficacy of silver-coated fabric against Staphylococcus epidermidis / B. Illingworth, R.W. Bianco, S. Weisberg // J Heart Valve Dis. – 2000. - Vol. 9 (1). – Р. 135-141.

59. Novel templating synthesis of necklace-shaped mono- and bimetallic nanowires in hybrid organic-inorganic mesoporous material / A. Fukuoka, Y. Sakamoto, S. Guan et al. // J Am Chem Soc. - 2001. - Vol. 123. – P. 3373-3374.

60.  Прискока А.О. Исследование острой токсичности наночастиц серебра при внутривенном введении / А.И. Прискока // Фармакологія та лікарська токсикологія. - 2014. - № 3. – С. 43-44.

61.  Size-dependent antibacterial activities of silver nanoparticles against oral anaerobic pathogenic bacteria / Z. Lu, K. Rong, J. Li et al. // J. Mater. Sci. Mater. Med. – 2013. – Vol. 24. – P. 1465–1471.
62. The apoptotic effect of nanosilver is mediated by a ROS- and JNK-dependent mechanism involving the mitochondrial pathway in NIH3T3 cells / Y.H. Hsin, C.F. Chen, S. Huang et al. // Toxicol Lett. - 2008. - Vol. 179. – P. 130-139. 

63.  Kawata K. In vitro toxicity of silver nanoparticles at noncytotoxic doses to HepG2 human hepatoma cells / K. Kawata, M. Osawa, S. Okabe // Environ Sci 61. Technol. - 2009. - Vol. 43. – P. 6046-6051.

64.  Miura N. Cytotoxic effect and apoptosis induction by silver nanoparticles in HeLa cells / N. Miura, Y. Shinohara // Biochem Biophys Res Commun. – 2009. – Vol. 390. – P. 733-737.

65. Unique cellular interaction of silver nanoparticles: size-dependent generation of reactive oxygen species / C. Carlson, S.M. Hussain, A.M. Schrand et al. // J. Phys. Chem. В. – 2008. - Vol. 112. – P. 13608-1361.

66.  Impact of silver nanoparticles on human cells: effect of particle size / W. Liu, Y.Wu, L.Wang et al. // Nanotoxicology. – 2010. – Vol. 4(3). – P. 319-330.

67.  Surface charge-dependent toxicity of silver nanoparticles / M. Amro, E.І. Badawy, R.G. Silva et al. // Environ Sci Technol. – 2011. – Vol. 45(1). – P. 283-287.

68. Експериментальне дослідження ранозагоювальної дії гелю з наночастками срібла та глюкозаміном / Л.О. Булига, В.П. Черних, С.Ю. Штриголь та ін. // Фармакологія та лікарська токсикологія. - 2015. - № 2. – С. 49-54.

69.  Nanotoxicity of Inert Materials: The Case of Gold, Silver and Iron / M. Umair, I. Javed, M. Rehman et al.  // Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Sciences. – 2016. – Vol. 19 (2). – P. 161-180.
70. Halawani E. M. Nanomedicine Opened New Horizons for Metal Nanoparticles to Treat Multi-Drug Resistant Organisms / E.M. Halawani // Int. J. Curr. Microbiol. App. Sci. – 2016. – Vol. 5 (2). – P. 397-414.

71.  Antimicrobial activity of extracellularly synthesized silver nanoparticles using Lactobacillus species obtained from VIZYLAC capsule / P.R. Chaudhari, S.A. Masurkar, V.B. Shidore, S.P. Kanble // J. Applied Pharmaceutical Science. – 2012. – Vol. 2 (3). – P. 25-29.
72. Kong H. Synthesis and antimicrobial properties of novel silver/polyrhodanine nanofibers  / H. Kong, J. Jang // Boimacromolecules. – 2008. – Vol. 9 (10). – P. 2677-2681.

73. Conduction electron spin resonance of small silver particles / M. Danilczuk, A. Lund, J. Sadlo et al. //  Spectrochim Acta A. Mol Biomol Spectrosc. - 2006. – Vol. 63 (1). – P. 189-91.
74. The bactericidal effect of silver nanoparticles / J.R. Morones, J.L. Elechiguerra, A. Camacho et al. // Nanotechnology. - 2005. – Vol. 16. – P. 2346–2353.
75.  Rai M. Silver nanoparticles as a new generation of antimicrobials / M. Rai, A. Yadav, A. Gade // Biotechnol. Adv. - 2009. –Vol. 27. – P. 76–83 .
76.  Чекман  І. С. Фармакологічні властивості нанометалів (срібла, міді, заліза) / І.С. Чекман // Наука та інновації. - 2015. - Т. 11, № 1. - С. 72-77.
77. Characterization and evaluation of silver release from four different dressings used in burns care / C. Rigo, M. Roman, I. Munivrana et al. // Burns. – 2012. – Vol. 38. – P. 1131-1142.

78. Wright J.B. The comparative efficacy of two antimicrobial barrier dressings : in-vitro examination of two controlled release of silver dressings / J.B. Wright, D.L. Hansen, R.E. Burrell // Wounds  A Compend Clin Res Pract. – 1998. – Vol. 10. – P.179-188.

79.  Wright J.B.   Wound management  in an era of increasing bacterial antibiotic resistance: a role for topical silver treatment / J.B. Wright,  K. Lam, R.E. Burrell // Am J Infect Contorol. – 1998. – Vol. 26. – P. P. 572-577.

80.  Sekhon B.P. Metalloantibiotics and antibiotic mimics - an overview / B.P. Sekhon // J Pharm Educ Res. – 2010. – Vol. 1(1). – P. 1-20.
81.  Biogenic synthesis of silver nanoparticles and their synergistic effect with antibiotics: a study against gram-positive bacteria / A.M. Fayas, K. Balaji, M. Girial et al. // Nanomedicine. – 2010. – Vol. 6(1). – P. 103-109.

82.  Synergistic antibacterial etfects of beta-lactam antibiotic combined with silver nanoparticles / P. Li, J. Li, C. Wu et al. // Nanotechnology. - 2005. – Vol. 16 (9). - P. 1912-1917.

83.  Coping with antibiotic resistance: combining nanoparticles with antibiotics and other antimicrobial agents / A.M. Allahverdiyev, K.V. Kon, E.S. Abamor et al. // Expert Rev Anti Infect Ther. – 2011. – Vol. 9 (11). – P. 1035-1052.
84. Некоторые особенности воздействия кластерного серебра на дрожжевые клетки Candida utilis [Электронный ресурс] / А.А. Ревина, Е.К. Баранова, А.Л. Мулюкин, В.В. Сорокин // Электронный журнал "Исследовано в России". – 2005. – Вып. 139. – С. 1403-1409. – Режим доступа - http://elibrary.lt/resursai/Uzsienio%20leidiniai/MFTI/2005/139.pdf.
85.  Biogenic synthesis of silver nanoparticles and their synergistic effect with antibiotics: a study against gram-positive and gram-negative bacteria / A. M. Fayaz, K. Balaji, M. Girilal et al. // Nanomedicine. - 2010. – Vol. 6. – P. 103-109.
86.  Сердюк А.М. Наночастицы серебра: характеристика и стабильность антимикробного действия композиции на основе высокодисперсного кремнезема / А.М. Сердюк, А.И. Михиенкова // Довкілля та здоров’я. - 2011. - № 3. - С. 8-11.

87. Сравнительная характеристика антимикробной активности механохимически модифицированных и сорбированных на наноструктурированных частицах диоксида кремния форм цефтазидима на примере экспериментального сепсиса у мышей (СВА х С57 BL/6)F1 / А.В. Душкин, Н.З. Лыков, О.Н. Ларина и др. // Фундаментальные исследования. - 2012. - № 4, часть 1. - С. 47-52.

88. Сравнительная антимикробная активность антибиотиков группы цефалоспоринов, модифицированных механическим измельчением с сорбцией на наноструктурированных частицах диоксида кремния / А.В. Душкин, А.П. Лыков, О.Н. Ларина и др. // Фундаментальные исследования. - 2011. - № 9, часть 2. - С. 234-237.
89.  Лекарственные препараты серебра на органических и неорганических носителях / П.П. Родионов, Г.В. Одегова. В.А. Бурмистров и др. // Научно-практ. конф. с международным участием «Серебро и висмут в медицине». – Новосибирск, 2005. – С. 87-104.

90. Development, characterization and antimicrobial activity and wound healing nanocomposite membranes xanthan: silver using porcine model / Klebson Silva Santos, Malone Santos Pinheiro, Andriele Mendonça Barbosa et al. // BMC Proceedings. – 2014. – N 8(Suppl. 4). – P. 218-222. 
91.  Coated cotton gauze with Ag/ZnO/Chitosan nanocomposite as a modern wound dressing / M. Abbasipour, M. Mirjalili, Ramin Khajavi, M. Mehdi Majidi // Journal of Engineered Fibers and Fabrics. – 2014. – Vol. 9, Issue 1.  – P. 124-130.

92.  Biomedical applications of chitin and chitosan based nanomaterials – a short review / R. Jayakumar, D. Menon, K. Manzoor et al. // Carbohydrate polymers. – 2010. – Vol. 82. – P. 227-232.

93.  Joshi M. Ecofriendly antimicrobial finishing of textiles using bioactive agents on natural products / M. Joshi, S.W. Ali, R. Purwar // Indian J. Fiber and Textile Research. – 2009. – Vol. 34. – P. 295-304.

94.  Hu Z. Nanocomposite of chitosan  and silver oxide and its antibacterial property / Z. Hu, W. Lai, Y. Shan // J. Applied Polymer Science. – 2008. – Vol. 108. – P. 52-56.

95.  Modrzejewska Z. Synthesis of silver nanoparticles in a chitosan solution / Z. Modrzejewska, R. Zarzycki, J. Sielski // Progress on Chemistry and Application of Chitin. – 2010. – Vol. XV. – P. 63-72.

96. Preparation, characterization and antimicrobial activities of chitosan/Ag/ZnO blend films / L.H. Li, D.C. Deng, H.R. Deng et al. // Chemical Engineering J. – 2010. – Vol. 160. – P. 378-382.

97.  Antibacterial an anti-mildew behavior of chitosan/nano-TiO2 composite emulsion / L. She, Y. Zhao, X. Zhang et al. // Korean J Chem. Eng. – 2008. – Vol. 25. – P. 1434-1438.

98.  Yu D.G. Formation of colloidal silver nanoparticles stabilized by Na+ poly(-glutamic acide)-silver nitrate complex via chemical reduction process / D.G. Yu // Colloids and Surfaces B : Biointerfaces. – 2007. – Vol. 59. – P. 171-178.

99.  Regiel A. Chitosan-silver nanocomposites modern antibacterial materials / A. Riegel, A. Kuziol // Chemik. – 2013. – Vol. 67(8). – P. 683-692.

100.  Chitosan-hyaluronic acid/nano silver composite sponges for drug resistant bacteria infected diabetic wounds / B.S. Anisha, R. Biswas, K.P. Chennazhi, R. Jayakumar // Int J Biol Macromol. – 2013. – Vol. 62. – P. 310-320.

101. Le Hoang Linh Fabrication of silver nanoparticles-curcumin-agar nanocomposite film and its super antimicrobial activities / Le Hoang Linh, Toshiaki Taniike, Nguyen Ba Trung // Int J Nanotechnol. – 2015. – Vol. 12. – P. 380-390.

102.  Antimicrobial properties of hydrated cellulose membranes with silver nanoparticles / R. Jung, Y. Kim, H.S. Kim, H.J. Jin // J Biomater Sci Polym Ed. - 2009. – Vol. 20. – P. 311-324.

103.  Functional finishing of cotton fabrics using silver nanoparticles / N. Vigneshwaran, A.A. Kathe, P.V. Varadarajan et al. // J Nanosci Nanotechnol. – 2007. –Vol. 7 (6). – P. 1893-1897.

104.  Emam H.E. Ag(0) nanoparticles containing cotton fabric; synthesis, characterization, color data and antimicrobial action / H.E. Emam, M.K. Zahran // Int J Biol Macromol. – 2015. – Vol. 75. – P. 106-114.

105.  Антибиотикорезистентность. Новые возможности  антибактериаль-ного воздействия / В.К. Окулич, В.П. Булавкин, А.В. Фролова, А.Н. Косинец // Вестн. Витебск. гос. мед. ун-та. – 2014. - № 2. – С. 70-77.

106. Жилякова Е.Т. Определение технологических и сорбционных показателей медицинских глин / Е.Т. Жилякова, О.О. Новиков, А.В. Бондарев // Научные ведомости Белгород. ун-та. Сер. Медицина. Фармация. – 2013. - № 18, вып. 23. – С. 229-234. 

107.  Бородин Ю.И. Энтеросорбенты для медицины / Ю.И. Бородин, Л.Н. Рачковская // Новые химические системы и процессы в медицине : матер. науч.-практ. конф., 21-22 дек. 2001 г., Новосибирск. – Новосибирск : СибУПК, 2002. – С. 158-165.

108.  Беляков Н.А. Энтеросорбция / Н.А. Беляков  //  Центр сорбционных технологий. – Ленинград, 1991. – 325 с. 

109.  Мовчан Б.А. Наноструктурированные покрытия серебра и меди на порошках неорганических и органических веществ, осаждаемых из паровой фазы в вакууме / Б.А. Мовчан, И.С. Ковинский // Физико-химические проблемы современного материаловедения. – В 2-х т. – Т. 2. – К. : Академпериодика, 2013. – С. 127-130.

110.  Praus P. Preparation of silver montmorillonite nanocomposites by reduction with formaldehyde and borohydride / P. Praus, M. Turicova, M. Klementova // J Brasilian Chemical Society. – 2009. – N 7. – P. 1351-1357.

111.  Королькова С.В. Коллоидно-химические свойства монтмориллонит-иллитовых глин, активированных солевыми растворами : автореф. дисс. … канд. тех. наук / С.В. Королькова. – Белгород, 2012. – 19 с.

112.  Antimicrobial Properties of Zeolite-X and Zeolite-A Ion-Exchanged with Silver, Copper, and Zinc Against a Broad Range of Microorganisms / S. Demirci, Z. Ustaoğlu, G.A. Yılmazer et al. // Appl. Biochem. Biotechnol. – 2014. – Vol. 172, No 3. – P. 1652–1662.
113.  Корчак  Г. І.  Властивості  природного  нанооб'єкта   –  каоліну  / 
Г.І. Корчак . // Довкілля та здоров'я. - 2014. - N 4. - С. 45-48.

114.  Synthesis and characterization of silver/talc nanocomposites using the wet chemical reduction method  / K. Shameli , M. Ahmad, Int J Nanomedicine.W. Yunus

HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ibrahim%20NA%5Bauth%5D" et al. //  – 2010. -  Vol. 5 (5). – P. 743-751.

115. Patakfalvi R. Synthesis and characterization of silver nanoparticle/kaolinite composites / A. OszkóR. Patakfalvi

HYPERLINK "http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927775703000566" \l "AFF2" \o "Affiliation: b", , I. Dékány // Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects. – 2003. – Vol. 220, Issue 1–3. – P. 45–54.
116.  Fabrication of silver nanoparticles doped in the zeolite framework and antibacterial activity / K. Shameli, M. B. Ahmad, M. Zargar   et al. // Int J Nanomedicine. – 2011. – №  6. – P. 331–341.

117.   Synthesis of silver/montmorillonite nanocomposites using γ-irradiation / K. Shameli, M.  Ahmad, W. Yunus et al. // Int J Nanomedicine. – 2010. – № 5. – P. 1067–1077.
118. Talebi J. Sonochemical synthesis of silver nanoparticles in Y-zeolite substrate / J. Talebi,   R. Halladj,  

HYPERLINK "http://www.researchgate.net/researcher/77146378_Sima_Askari"S. Askari // Journal of Materials Science . – 2010. – Vol. 45 (12). -  P. 3318-3324.

119.  Грим Р.Э. Минералогия и практическое использование глин / Р.Э. Грим; под ред. В.И. Петрова. - М. : Мир, 2007. - 511 с.

120.   McLaren A.D. The adsorption and reactions of enzymes and proteins on clay minerals. IV. Kaolinite and montmorillonite / A.D. McLaren, G.H. Peterson, I. Barshad // Soil. Sci. Soc. Am. Proc. - 1958. - Vol. 22. - P. 239 - 243.

121.   Mortensen J.L. Adsorption of hydrolyzed polyacrylonitrile on kaolinite / J.L. Mortensen // Clays Clay Miner. - 1961. - Vol. 9. - P. 530 - 545.

122.   Adamis Z. Investigations of the effects of quartz, aluminium silicates and colliery dusts on peritoneal macrophages / Z. Adamis, M. Timar // The in vitro effects of mineral dusts / R.C. Brown, L.P. Gamely. – London : Academic Press, 1980. - P. 13-18.

123.   The influence of temperature and time on the adsorption of paraquat, 2,4-D and prometone by clays, charcoal, and an anionexchange resin / J.B. Weber, A.D. McLaren, G.H. Peterson, I. Barshad // Soil. Sci. Soc. Am. Proc. - 1965. - Vol. 29. - P. 678-688.

124.   Steel R.F. The interaction between kaolinite and Staphylococcus aureus / R.F. Steel, W. Anderson // J. Pharm. Pharmacol. - 1972. - Vol. 24 (Suppl.). - P. 1 -129.

125. Lipson S.M. Adsorption of reovirus to clay minerals: Effect of cationexchange capacity, cation saturation, and surface area / S.M. Lipson, G. Stotzky // Appl. Environ. Microbiol. - 1983. - Vol. 46. - P. 673-682.

126.   Schiffenbauer M. Adsorption of coliphages T1 and T7 to clay minerals / M. Schiffenbauer, G. Storzky // Appl. Environ. Microbiol. - 1982. - Vol. 43. - P. 590-596.

127.   Назаревич Р.А. Глина - первое лекарство земли / Р.А. Назаревич, А.И. Шалагин. - Ялта - Запорожье : Друкенбург, 2007. - 160 с.
128.   What makes a natural clay antibacterial? / L.B. Williams, D.W. Metge, D.D. Eberl et al. // Environ. Sci. Technol. - 2011. - Vol. 45. - P. 3768 - 3773.
129.  Park S. High levels of intracellular cysteine promote oxidative DNA damage by driving the Fenton reaction / S. Park, J.A. Imlay // J. Bacteriol. - 2003. – Vol. 185. - P. 1942-1950.
130.  A common mechanism of cellular death induced by bactericidal antibiotics / M.A. Kohanski, D.J. Dwyer, B. Hayete et al. // Cell. - 2007. - Vol. 130. - P. 797 -810.

131.   Chemical and mineralogical characteristics of French green clays used for healing / L.B. Williams, E. Shelley, S.E. Haydel et al. // Clays Clay Miner. - 2008. - Vol. 56. - P. 437-452.
132.   pH-dependent metal ion toxicity influences on the antibacterial activity of two natural mineral mixtures / T.B. Cunningham, J.L. Koehl, J.S. Summers, S.E. Haydel // PLos-ONE. - 2010. - Vol. 5 (3). - P. 9456.

133.  Haydel S.E. Broad-spectrum in vitro antibacterial activities of clay minerals against antibiotic-usceptible and antibiotic-resistant bacterial pathogens / S.E. Haydel, CM. Remenih, L.B. Williams // J. Antimicrob. Chemother. - 2008. - Vol. 61. - P. 353-361.
134. Williams L.B. Evalution of the medicinal use of clay minerals as antibacterial agents / L.B. Williams, S.E. Haydel // Intern. Geol. Rev. - 2010. - Vol. 52 (7/8). - P. 745-770.
135.  Killer clays! Natural antibacterial clay minerals / L.B.  Williams, M. Holland, D.D. Eberl et al. // Mineral. Soc. Bull. - 2004. - Vol. 139. - P. 3 - 8.

136.  Microbial and copper adsorption by smectitic clay - an experimental study / A. Hassen, F. Jamoussi, N. Saidi et al. // Environmental Technology. - 2003. - Vol. 24. - P. 1117-1127.

137.  Syngouna V.I. Interaction between viruses and clays in static and dynamic batch systems / V.I. Syngouna, C.V. Chrysikopoulos // Environ. Sci. Technol. - 2010. - Vol. 44 (12). - P. 4539 - 4544.

138.  Тарасевич Ю.И. Природные сорбенты в процессах очистки воды / Ю.И. Тарасевич - К. : Ібріс, 2001. - 301 с.

139.  Heterogeneous precipitation of silver nanoparticles on kaolinite plates / B. Cabal, R. Torrecillas, F. Malpartida, J.S. Moya // Nanotechnology. - 2010. - Vol. 21(47). - P. 475-705.

140.  Evaluating the oxidation state of antibacterial minerals / D.W. Metge, R.W. Harvey, D.D. Eberl et al. // Geochim. Cosmochim. Acta. - 2009. - Vol. 73. - P. A875.

141.  Clark C.J. Chemisorption of Cu2+ and Co2+ on allophane and imogolite / C.J. Clark , M.B. McBride // Clays Clay Miner. - 1984. - Vol. 32. - P. 300-310.
142. Пат. UA 80513 C2 Одностадійний спосіб приготування висококонцентрованих суспензій нанорозмірних часток електропровідних матеріалів на основі водорозчинних і водо нерозчинних рідин та пристрій для його здійснення / Д.А. Дудко, В.П. Садохін, Л. Кістерські. – опубл.   25.09.2007.; Бюл. № 15, 2007.

143. Пат. 102532 Україна. МПК А61L 15/18 . Спосіб одержання бактерицидного матеріалу на основі нанорозмірного композиту срібла і міді / Г.М. Єременко,  Н.П. Смирнова, І.С. Петрик, О.В. Сурмашева, Г.І. Корчак, Л.І. Романенко ; заявник і патентовласник ДУ "ІГМЕ НАМН України". - Опубл. 10.11.15, Бюл. № 21.
144. Пат. 101592 Україна. МПК А61Р 17/02.  Спосіб одержання бактерицидного матеріалу на основі нанорозмірного срібла  / Г.М. Єременко, Н.П. Смирнова, І.С. Петрик, О.В. Сурмашева, Г.І. Корчак, Л.І. Романенко ; заявник і патентовласник ДУ "ІГМЕ НАМН України". —  заявл. 06.03.15, опубл. від 25.09.15, Бюл. № 18.
145. Пат. 88967 Україна. МПК А61К31/695   Препарат білої глини "Кремневіт" / А.Б. Марченко, О.В. Сурмашева, Г.І. Корчак ; заявник і патентовласник ДУ "ІГМЕ НАМН України". — № U201311893; заявл. 10.04.2014; опубл. 10.04.2014, Бюл. No 7. 

146.   Пат. 103107 Україна. МПК А61К33/38.  Композит з антимікробною дією та адсорбційною активністю /  О.В. Сурмашева, Г.І. Корчак, Л.І. Романенко, А.Б. Марченко, Г.Г. Дідікін ; заявник і патентовласник ДУ "ІГМЕ НАМН України" ; заявл. 06.03.15, опубл. від 10.12.15, Бюл. №23.
147.   Навашин, С. М. Рациональная антибиотикотерапия: справочник. - 4-е изд., перераб. и доп. / С.М. Навашин, И.П. Фомина. - М. : Медицина, 1982.  - 495 с. 

148. Визначення чутливості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів: методичні вказівки МВ 9.9.5 – 143 / Л.С. Некрасова, В.М. Свита, Т.Г. Глушкевич та ін. – К., 2007. – 74 с.

149.   ДСТУ EN 1040:2004. Засоби хімічні дезінфекційні та антисептичні. Основна бактерицидна активність. Частина 1. Метод випробовування та вимоги (стадія 1) (EN 1040:1997, IDT).  
150. Инструкции по определению бактерицидных свойств новых дезинфицирующих средств / Минздрав СССР. – Утв. приказом от 6 мая 1968 г. N 739-68.









PAGE  

_1543591672.xls
Диаграмма3

		10.79		10.79		10.79

		1.08		1.08		1.08

		0.11		0.11		0.11

		0.01		0.01		0.01



S.aureus

P.aeruginosa

C. allbicans

концентрація, мг/см3

зони затримки росту, мм

4

4

7

3

4

4

3

3

4

0

0

0



Лист1

		1		2.5		2.5		0

		3		2.5		2		0

		6		5		3		0

																				НЧ срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист1

		



S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист2

		4		3		3		0

		4		4		3		0

		7		4		4		0

																						іони срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист2

		



S.aureus

P.aeruginosa

C. allbicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист4

		4.5		5		3		1

		4.5		3		3		0

		3		2.5		1		0

																				НЧ срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист4

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист5

		4.5		6		2		0

		3		4		1.5		0

		5		2		1.5		0

																						іони срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист5

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист6

		





Лист3

		






_1543591683.xls
Диаграмма5

		10.79		10.79		10.79

		1.08		1.08		1.08

		0.11		0.11		0.11

		0.01		0.01		0.01



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, мг/см3

зони затримки росту, мм

4.5

4.5

3

5

3

2.5

3

3

1

1

0

0



Лист1

		1		2.5		2.5		0

		3		2.5		2		0

		6		5		3		0

																				НЧ срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист1

		



S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист2

		4		3		3		0

		4		4		3		0

		7		4		4		0

																						іони срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист2

		



S.aureus

P.aeruginosa

C. allbicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист4

		4.5		5		3		1

		4.5		3		3		0

		3		2.5		1		0

																				НЧ срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист4

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист5

		4.5		6		2		0

		3		4		1.5		0

		5		2		1.5		0

																						іони срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист5

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист6

		





Лист3

		






_1543591653.xls
Диаграмма1

		10.79		10.79		10.79

		1.08		1.08		1.08

		0.11		0.11		0.11

		0.01		0.01		0.01



S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

концентрація,    мг/см3

зони затримки росту, мм

1

3

6

2.5

2.5

5

2.5

2

3

0

0

0



Лист1

		1		2.5		2.5		0

		3		2.5		2		0

		6		5		3		0

																				НЧ срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист1

		



S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист2

		4		3		3		0

		4		4		3		0

		7		4		4		0

																						іони срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист2

		



S.aureus

P.aeruginosa

C. allbicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист4

		4.5		5		3		1

		4.5		3		3		0

		3		2.5		1		0

																				НЧ срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист4

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист5

		4.5		6		2		0

		3		4		1.5		0

		5		2		1.5		0

																						іони срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист5

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист6

		





Лист3

		






_1543241510.xls
Диаграмма4

		10.79		10.79		10.79

		1.08		1.08		1.08

		0.11		0.11		0.11

		0.01		0.01		0.01



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, мг/см3

зони затримки росту, мм

4.5

3

5

6

4

2

2

1.5

1.5

0

0

0



Лист1

		1		2.5		2.5		0

		3		2.5		2		0

		6		5		3		0

																				НЧ срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист1

		



S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист2

		4		3		3		0

		4		4		3		0

		7		4		4		0

																						іони срібла

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист2

		



S.aureus

P.aeruginosa

C. allbicans

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист4

		4.5		5		3		1

		4.5		3		3		0

		3		2.5		1		0

																				НЧ срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист4

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист5

		4.5		6		2		0

		3		4		1.5		0

		5		2		1.5		0

																						іони срібла та міді

								0.1

								0.01

								0.001

								0.0001





Лист5

		



S. aureus

P. aeruginosa

E. coli

концентрація, моль/л

зони затримки росту, мм



Лист6

		





Лист3

		






