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Nanoczastki stwarzaja nowe perspektywy i mozliwosci rozwoju lecznictwa weterynaryjnego,
czesto bardzo odmienne od juz istniejacych, dajac niepowtarzalna szans¢ na widoczna
poprawe metod walki z chorobami zakaznymi zwierzat, lepsza kontrole bezpieczenstwa
zywnosci oraz inng niz dotychczas stosowana, forme terapii przeciwbakteryjnej
i immunoprofilaktyki przeciw zakazeniom zwierzat.

iodace osrodki naukowe na $wiecie

nieustannie daza do poprawy zdro-

wotnosci zwierzat i ludzi, zapobiegajac
chorobom oraz poprawiajac jakos¢ i bezpieczen-
stwo zywnosci i pasz, widzac i doceniajac coraz
czesciej ich zwiazek przyczynowy z powstawa-
niem zaburzen zdrowotnych. W walce z bakte-
riami odpowiedzialnymi za choroby powszechnie
stosuje si¢ antybiotyki, ktérych mechanizm polega
na oddziatywaniu na kluczowe procesy zachodza-
ce w komorce bakteryjnej, takie jak synteza $cia-
ny komorkowej bialek i replikacja materiatu gene-
tycznego, a ingerencja w te procesy prowadzi do
destrukeji komdrki. Zbyt powszechne stosowanie
antybiotykoterapii, a zwlaszcza antybiotykéw o
szerokim spektrum dziatania, w zwalczaniu cho-
réb ludzi i zwierzat wywolywanych przez bakterie
powoduje, ze wyksztalcaja one mechanizmy opor-
nosci na te zwiazki. Antybiotykooporno$¢ moze
by¢ kodowana zaréwno w genomie drobnoustro-
jow jak i na ruchomych elementach genetycznych,
tj. plazmidach i transpozonach (Frost i wsp., 2005).
W niektérych krajach, w tym réwniez w Polsce,
rosnie odsetek drobnoustrojow, ktére wyksztalci-
ly oporno$¢ nawet na wiecej niz trzy grupy anty-
biotykéw i nazywamy je mianem bakterii wielo-
opornych. Z takimi szczepami bakterii mamy do
czynienia zaréwno w przypadku licznych infekeji u

czlowieka, jak i u zwierzat, a sa to takie gatunki jak:
Escherichia coli, Klebsiella pnewmoniae, Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococ-
cus pneumoniae, Helicobacter pylori, Salmonella,
Mycobacterium bovis i Mycoplasma bovis. Problem
wielolekoopornosci dotyczy réwniez patogenéw
przenoszonych za posrednictwem pozywienia,
np.. Campylobacter jejuni, E. coli, Salmonella, En-
terococcus faecium. W obliczu rosnacej opornosci
drobnoustrojéow na stosowane antybiotyki istnieje
potrzeba poszukiwania nowych, alternatywnych
srodkéw zwalczajacych drobnoustroje, po ktérych
stosowaniu ryzyko powstania opornosci mogloby
by¢ skutecznie minimalizowane.

Dzieki zastosowaniu nanoczasteczek roznych me-
tali, ich tlenkéw oraz innych zwiazkéw pokrewnych
pojawity si¢ nowe mozliwosci uzycia ich w medy-
cynie ludzi i zwierzat. Pozwala to mie¢ nadzieje na
skuteczniejsza walke z réznymi czynnikami cho-
robotworczymi zaréwno o charakterze zakaznym,
jak tez niezakaznym. Dodatkowym udzialem tych
czastek jest mozliwo$¢ zastosowania ich jako no-
$niki wielu substancji czynnych dajac asumpt do
rozwoju roznych alternatywnych dziedzin nauki,
i to nie tylko w zakresie poszukiwania nowocze-
snych lekéw przeciwdrobnoustrojowych innych
niz antybiotyki, ale tez szersze wykorzystanie ich
jako nowe formy adiuwantéw w skladzie szczepio-



nek czy tez bardziej skutecznych lekéw immuno-
modulujacych.

Nanoczastki to molekuly, ktérych $rednica miesci
sie w zakresie od 1 do 100 nm. W procesie techno-
logii mozliwe jest manipulowanie m.in. ich wielko-
$cia i struktura, co wplywa na ich powinowactwo,
rozpuszczalnos¢ i inne wiasciwosci fizykoche-
miczne. Odpowiednio przeprowadzony proces
technologiczny pozwala kierowa¢ mechanizmem
uwalniania lekéw z tak skonstruowanego nosni-
ka bezposrednio w miejscu docelowym. Mozliwy
jest tez wplyw na dziatanie ukladu odpornoscio-
wego poprzez przylaczenie ich do efektorowych
komoérek odpornosciowych, takich jak leukocyty.
Obecnie jest juz dostepnych wiele danych potwier-
dzajacych przeciwbakteryjna aktywnos¢ nanocza-
steczek metali, gtownie zlota, srebra oraz tlenku
cynku, tlenku miedzi, tlenku zelaza i dwutlenku
tytanu (Usman i wsp., 2013; Yun i wsp., 2013; Besi-
nis i wsp., 2014).

Nanoczasteczki srebra

Wsrod nanoczasteczek metali, nanoczasteczki jo-
néw srebra (AgNPs; Ag nanoparticles) stanowia
najbardziej obiecujaca alternatywe dla antybioty-
kow, gdyz wykazuja najsilniejsze dziatanie w zwal-
czaniu infekeji bakteryjnych (Hajipour i wsp., 2012).
Ich wykorzystanie jest szerokie i zwigzane z mozli-
woscia tworzenia przez nie roznych nanoksztattéow
o potencjalnie odmiennych wilasciwosciach, jak:
nanocylindry, nanotalerze, nanoprety, nanoopony,
nanopasy (Rai i wsp., 2009). Mechanizm dziatania
nanoczasteczek srebra na bakterie nie zostal do
konca wyjasniony, wiadomo jednak, ze moga one
prowadzi¢ do destrukeji bakterii poprzez wplyw
na funkcje zyciowe bakterii oraz utrate przez nie
zdolnosci do replikacji DNA (Feng i wsp., 2000).
Uwaza sieg, ze przylaczenie sie ich bezposrednio do
blony komoérkowej bakterii wptywa na hamowa-
nie syntezy tej struktury bakteryjnej, a nastepnie
jej dezintegracje. Z drugiej strony moga one pro-
wadzi¢ do formowania sie reaktywnych form tlenu
(ROS), co jest uwazane za jedna z gléwnych przy-
czyn naruszenia integralnosci btony komoérkowej
bakterii i prowadzi do obumarcia takiej komorki
(Kim i wsp., 2007). Inne badania wykazaly, ze an-
tybakteryjne wlasciwosci nanosrebra zwiazane sa
z fatwoscia laczenia sie tego metalu z enzymami
mikroorganizméw prowadzac do ich dezaktywacji
(Rai i wsp., 2009).
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W badaniach Yuan'a i wsp. wykazano, ze nanoczg-
steczki srebra wykazuja dziatanie bojcze réwniez
na wielolekooporne szczepy bakterii S. aureus
oraz P. aeruginosa, ktére zostaly wyizolowane od
koéz z subklinicznych przypadkéw mastitis. W ba-
daniach tych zastosowano kuliste czastki srebra
wyprodukowane z wykorzystaniem kwercytyny
(nalezacej do flawonoidéw) jako stabilizatora, ma-
jace wielkos¢ 11 nm. Dla P. aeruginosa osiagnieto
MIC (minimalne stezenie hamujace) o wartosci
1 pg/ml, z kolei dla S. aureus — 2 pg/ml. Badania
te sa obiecujace, poniewaz udalo sie uzyskac
zahamowanie wzrostu tych lekoopornych bakterii
juz przy niskich wartosciach MIC. Dzieki temu
zwiazkowi mozliwa bedzie skuteczniejsza walka
z mastitis, choroba, ktéra stanowi istotny problem
w hodowli bydta i kéz w wielu krajach. Wywoty-
wana jest ona przez wiele drobnoustrojow, zarow-
no wirusowych, bakteryjnych, jak i grzybiczych.
Glownymi czynnikami wywolujacymi stany za-
palne gruczotu mlekowego sa: S. aureus, Strepto-
coccus agalactiae, E. coli, P. aeruginosa, Coryne-
bacterium bovis oraz Bacillus cereus. Choroba ta
generuje znaczne straty ekonomiczne z powodu
spadku produkcji mleka i pogorszenia jego jakosci.
Aby wyeliminowa¢ drobnoustroje chorobotwércze
z gruczotu mlekowego, w leczeniu mastitis czesto
stosowana jest antybiotykoterapia, niejednokrot-
nie z wykorzystaniem antybiotykéw o szerokim
spektrum dziatania. Uzycie takiego rodzaju anty-
biotykéw sprzyja powstaniu szczepow wieloleko-
opornych, co utrudnia walke z patogenami zaan-
gazowanymi w rozwdj mastitis (Yuan i wsp., 2017).
W badaniach Zarei i wsp. zbadano wplyw na-
noczasteczek srebra w roznych stezeniach oraz
w réznym czasie ekspozycji na patogeny, kto-
re moga pojawi¢ sie w zywnosci, tj.. Listeria (L.)
monocytogenes, E. coli, Salmonella Typhimurium
i Vibrio parahaemolyticus. Badania te wykazaly
wysoka efektywnos¢ juz po 5-7 godzinach ekspo-
zycji tego zwiazku na badane bakterie (Zarei i wsp.,
2014). Z kolei w badaniach Saleem’a i wsp. nad zaka-
zeniami wywolanymi przez drobnoustroje oporne
na leki, zwlaszcza szczepy bakterii S. aureus opor-
ne na metycyline (MRSA; methicyllin-resistant S.
aureus), uzyskano dobre efekty dla penicyliny pota-
czonej ze strukturami nanoczasteczek poliakrylu.
Bowiem nanokompleksy penicyliny lub doksycyli-
ny pozwalaja na destrukcje komorek Brucella me-
litensis stagocytowanych przez makrofagi (Seleem
i wsp., 2009). Z kolei emulsje nanoczasteczek po-
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liakrylu kowalentnie skoniugowane z penicylina-
mi cechuje w warunkach in vitro silna aktywnos¢
w stosunku do wielolekoopornych szczepéw S. au-
reus (Turos i wsp., 2007).

Nanoczasteczki w leczeniu ran
Przykladem zastosowania nanoczasteczek w me-
dycynie weterynaryjnej jest wykorzystanie ich ak-
tywnosci antybakteryjnej w leczeniu ran. Dowodza
tego badania in vivo w pochirurgicznej terapii sero-
waciejacego zapalenia weztéw chlonnych u owiec
i koz (caseous lymphadenitis) i u matych przezuwa-
czy, choroby, ktérej czynnikiem etiologicznym jest
Gram-dodatnia bakteria Corynebacterium pseudo-
tuberculosis. Do badan wykorzystano 29 koz i owiec
z klinicznymi objawami tej choroby. Zwierzeta pod-
dano zabiegowi chirurgicznemu polegajacemu na
wycieciu zmian chorobowych, poczym na zaopa-
trzone rany zastosowano mas¢, w ktérej skladzie
byly nanoczasteczki srebra z mieszanina naturalnych
woskow i olejow. Z kolei u zwierzat z grupy kontrol-
nej pooperacyjne rany byly leczone tradycyjnie 10%
r. jodu. W wyniku przeprowadzonego doswiadcze-
nia wykazano, ze terapia preparatem zawierajacym
nanoczasteczki srebra prowadzi do szybszego wy-
leczenia ran, zmniejsza odsetek wtornych infekeji
i dodatkowo nie wykazuje dzialania toksycznego na
tkanki zwierzat (Santos i wsp., 2019).

Skuteczno$¢ nanoczasteczek srebra dowiedziono
réwniez poprzez zahamowanie zywotnosci wielo-

lekoopornych bakterii, takich jak Prevotella mela-
ningogenica i Trueperella pyogenes oraz zdolnosci
do tworzenia przez nie formy biofilmu. Bakterie
te zostaly wyizolowane z wydzielin z macic kréow
i sa jednymi z najczestszych czynnikow wywoltu-
jacych infekcje w obrebie tego narzadu u bydta.
Eksperyment ten dowiddl, ze srebro w formie na-
noczasteczek w pofaczeniu z apigening, substancja
pochodzenia roélinnego z klasy flawonéw, moze
by¢ skuteczna alternatywa dla antybiotykoterapii
w przypadkach zapalenia macicy u bydfa, nawet
w tych o dominujacym udziale bakterii opornych na
wiele grup antybiotykéw (Gurunathan i wsp. 2018).

Nie tylko nanoczasteczki srebra dzialaja
Podobne wlasciwosci posiadaja rowniez nanocza-
steczki tlenku cynku (ZnO), ktore stosunkowo
dobre wiasciwosci przeciwbakteryjne zawdziecza-
ja jonom cynku. Jony te wykazuja m.in. szkodliwe
dziafanie na $ciane komorkowa bakterii oraz wply-
waja na produkcje reaktywnych form tlenu maja-
cych dziatanie toksyczne dla bakterii (Sirelkhatim
i wsp, 2015). Ich efektywne hamujace dzialanie
udokumentowano réwniez przeciwko grzybom
Candida spp., a zaleta ich stosowania jest kowalent-
ne wiazanie z powierzchnia krzemionki, co w efek-
cie zmniejsza dostepnos¢ rozwoju bakterii zaréwno
w $rodowisku jak i w organizmie gospodarza (Don-
nadio i wsp., 2019). Z kolei korzystne dziatanie ma-
gnetycznych nanoczasteczek srebra w pofaczeniu
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z dwutlenkiem krzemu oraz zwiazkami zelaza zo-
stato udowodnione w przypadku hamowania wzro-
stu bakterii S. aureus i E. coli. Zwiazek ten moze
znalez¢ zastosowanie jako srodek dezynfekujacy do
odkazania powierzchni laboratoryjnych i hodowla-
nych (Shatan i wsp., 2019). Nanoczasteczki jonow
srebra wykazuja tez dzialanie przeciwgrzybicze,
czego dowiedziono w badaniach Pandcek’a i wsp.
nad wplywem tych jonéw na grzybni¢ Candida al-
bicans (Pandcek i wsp., 2009). Nanoczasteczki krze-
mionki, charakteryzujace sie niska toksycznoscig,
tatwoscia produkcji i dostepnoscia wielu form mor-
fologicznych, wykazuja tez dzialanie przeciwno-
wotworowe, pozwalajac na zastosowanie réznych
terapii celowanych w réznych rodzajach nowo-
tworzenia (Castillo i wsp., 2019; Montalvo-Quirds
i wsp. 2019). Z kolei nanoczasteczki dwutlenku
krzemu (Zn-d-SiO,) w polaczeniu z nanoczastecz-
kami cynku wykazuja dzialanie antybakteryjne
i przeciwgrzybicze. Udalo sie to m.in. wykazac
w odniesieniu do wzrostu Aspergillus niger, Candi-
da prapasilosis, Bacillus subtilis oraz E. coli (Arsha-
daiwsp., 2018).

Nanoczasteczki ztota wykazuja dziatanie przeciw-
bakteryjne poprzez rézne mechanizmy. Posiadaja
one m.in. aktywno$¢ analogiczna dla niektorych
enzyméw zwiekszajacych produkcje reaktywnych
form tlenu, ktorych obecno$¢ wyzwala warunki
zblizone do stanu stresu oksydacyjnego wplywaja-
cego ostatecznie negatywnie na stabilnos¢ struktur
komorkowych bakterii. Dodatkowo, nanoczastecz-
ki zfota przytaczaja sie bezposrednio do struktur
biatkowych bakterii, zaburzajac ich cykl tlenowy,
a wywolujac réwniez stres oksydacyjny powoduja
w efekcie destrukcje bakterii (Zheng i wsp., 2017).
Przeciwbakteryjne dziatanie nanoczasteczek zlota,
zaréwno na bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-u-
jemne, tj. E. coli, P. aeruginosa i S. aureus, stwier-
dzono w badaniach Hameeda i wsp. (2020). O ile
antybiotyki dzialaja na bakterie, ktére wystepuja
w postaci planktonicznej, duzy problem, zaréwno
ekonomiczny jak i epidemiologiczny na calym swie-
cie stanowi opornos¢ bakterii zyjacych w postaci
biofilmu. Podczas gdy wystapienie mechanizméw
opornosci na antybiotyki u bakterii planktonicz-
nych, wolnozyjacych, wynika z mutacji genowych
lub wymiany genéw antybiotykoodpornosci, to u
bakterii rozwijajacych si¢ w postaci biofilmu opor-
nos¢ na antybiotyki wynika z ich struktury. Sa one
w stanie obroni¢ sie przed mechanizmami immu-
nologicznymi gospodarza bardziej efektywnie niz
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komorki planktoniczne, a tolerancja na antybio-
tyki wzrasta wraz z dojrzewaniem biofilmu (Le-
wis, 2008; Cox i Wright, 2013). Zdolnos¢ bakterii
do tworzenia biofilmu utrudnia stosowanie kon-
wencjonalnej terapii antybiotykowej, szczegolnie
w przebiegu chorob przewleklych. Z tego powodu
istnieje potrzeba wprowadzenia i testowania no-
wych, alternatywnych strategii walki z bakteriami
lekoopornymi. Dostepne sa doniesienia dokumen-
tujace, ze nanoczasteczki tlenku cynku maja dziata-
nie przeciwbakteryjne i degradujace biofilm takich
bakterii, jak: P. aeroginosa, Streptococcus oneumo-
niae, L. monocytogens, Salmonella enteritidis oraz
E. coli (Bhattacharyya i wsp., 2018; Jin i wsp., 2009).
Wykazuja one réwniez dzialanie hamujace wzrost
biofilmu grzyboéw, takich jak Candida tropicalis
i Aspergillus niger (Applerot i wsp., 2012; Jothipra-
kasam i wsp., 2017). Dzialanie to polega na zmniej-
szeniu adhezji mikroorganizméw do podloza, osta-
bieniu ich zdolno$ci do namnazania i formowania
biofilmu. Nanoczasteczki tlenku cynku niszcza
$ciang bakteryjna poprzez produkcje reaktywnych
form tlenu oraz wydzielanie jonéw Zn*, ale na
ich aktywnos¢ przeciwbakteryjna wpltywaja rozne
czynniki, tj. $wiatlo UV, naswietlenie, ksztalt, wiel-
kos¢ i modyfikacje powierzchniowe (Campoccia
i wsp., 2013; Mahamuni-Badiger i wsp., 2020). Ba-
dania Azam’a dowiodly, Ze nanoczasteczki tlenku
cynku wykazuja maksymalng aktywnos¢ przeciw-
bakteryjna przeciwko Gram-dodatnim bakteriom
S. aureus i Bacillus subtilis oraz Gram-ujemnym:
E. coli i P. aerogenosa.

Zbadano réwniez, ze ich rozmiar ma wplyw na ak-
tywno$¢ przeciwbakteryjng, a maksymalna strefe
inhibicji wykazuja czastki o rozmiarze okoto 18
nm, przy zastosowaniu relatywnie niskiej ich kon-

centracji (Azam i wsp., 2012).

»,Nanobiotyki”

Inna strategia jest zastosowanie tzw. nanosyste-
mow okreslanych jako ,nanoantybiotyki”. Podjeto
juz takie badania, w ktorych sprawdzano aktyw-
nos¢ nowych struktur stworzonych przez potacze-
nie krzemu z antybiotykiem (lewofloksacyna), wy-
kazujac ich duza aktywno$¢ przeciwko S. aureus.
Szczegdlnie wazne wydaje sie w tym przypadku
odkrycie, ze dzieki glebokiej penetracji tego zwiaz-
ku do wnetrza biofilmu, ta bardzo oporna zwykle
na inne $rodki antybakteryjne forma bakterii, ule-
gla catkowitej degradacji (Pedraza i wsp., 2018).
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Nanoczasteczki w zywieniu

W hodowli zwierzat gospodarskich, zwlaszcza by-
dfa, duzy problem stwarza obecnie wystepowanie
mykotoksyn, produktéw przemiany materii grzy-
béw. Moga one pojawic¢ si¢ w nieprawidlowo prze-
chowywanych paszach, zaréwno produkcji wlasnej
jak i pochodzacych z zakupu. Problem kontaminacji
paszy dla zwierzat mykotoksynami wystepuje na ca-
lym $wiecie, ich spozycie moze spowodowa¢ wysta-
pienie przewlektych lub ostrych zatru¢ i objawia sie
utrata apetytu, pogorszeniem dobowych przyrostow
masy ciala zwierzat, pojawieniem si¢ biegunek, wy-
miotéw, zmian skornych i spadku odpornosci. Spo-
zywanie przez zwierzeta duzej ilosci mykotoksyn
moze wplyna¢ na uszkodzenie waznych narzadéw
organizmu, takich jak nerki, watroba, mozg a tak-
ze wplywa¢ niekorzystnie na ukfad rozrodczy, blo-
ne $luzowa przewodu pokarmowego oraz zofadek.
Aflatoksyna to jedna z najbardziej pospolitych my-
kotoksyn, ktora powoduje przed wszystkim immu-
nosupresje ukladu odpornosciowego makroorgani-
zmu. Nanokompozyty tlenku magnezu i dwutlenku
krzemu (MgO-SiO2) maja duze powinowactwo do
adsorbcji aflatoksyny Bl. Dzieki temu moga one
znosi¢ efekt toksyczny tej toksyny na uktad immu-
nologiczny zwierzat i prowadzi¢ do zmniejszenia
zmian histologicznych w ich watrobie, $ledzionie
ijelitach (Essa i wsp., 2017).

Innym zastosowaniem nanoczasteczek réznych
metali jest wykorzystanie ich jako dodatkéw pa-
szowych dla zwierzat. Dzieki wplywowi nano-
czasteczek stosowanych w dodatkach paszowych
na poprawe parametréw produkeyjnych zwierzat,
a zwlaszcza wieksze przyrosty masy ciala, czy tez
korzystny wptyw na skfad mikroflory jelitowej, sta¢
si¢ one moga w przyszlo$ci naturalng alternatywa
dla antybiotykéw paszowych, ktorych stosowanie
byto do niedawna (do 2006 r.) zalecane w postaci
tzw. promotoréw wzrostu. Wykazano na przyktad,
ze jedna z form krzemionki (krzemionka piroge-
niczna) wykazuje wlasciwosci bakteriobdjcze na
wiele bakterii patogennych, w tym E. coli, Sal-
monella oraz Clostridium (Williams i wsp., 2015;
Tyagi i wsp., 2016). Zastosowanie tej formy krze-
mionki jako dodatek paszowy dla prosiat wraz
z enzymami poprawiajacymi trawienie spowodo-
walo wieksze przyrosty masy ciafa, a dodatkowo
odnotowano mniejszy odsetek $miertelnoscii przy-
padkow biegunek w okresie odsadzenia badanych
zwierzat (Szczurek i wsp., 2016). Korzystne dziala-

nie nanoczgsteczek w zywieniu zwierzat potwier-
dzaja rowniez badania Lecloux'a dotyczace zmian
w skladzie mikroflory jelit myszy, ktére polegaty na
zmniejszeniu ilo$ci Gram-ujemnych bakterii nale-
zacych do rodzaju Bacteroides, a zwigkszeniu ilosci
Gram-dodatnich bakterii nalezacych do typu Fir-
micutes. Z kolei po zastosowaniu zywienia zawie-
rajacego nanoczasteczki krzemu zaobserwowano
zmniejszenie ilo$ci Actinobacteria spp. (Lecloux
i wsp., 2015). Korzystny wplyw nanoczasteczek
selenu na owce zostat zbadany przez Shi wykazu-
jac, ze stosowanie tego preparatu w ilosci 3 g/kg
suchej masy spowodowatl spadek pH zwacza do
6.68—6.80, poprawiajac istotnie procesy trawienia
utych zwierzat (Shiiwsp., 2011). Z kolei podawanie
15 do$wiadczalnym $winiom dodatku paszowego
zawierajacego nanoczasteczki srebra spowodowa-
to zwiekszenie ich dziennych przyrostéw masy cia-
ta (Fondevila i wsp., 2009). Efektem zastosowania
nanoczasteczek tlenku cynku u odsadzonych pro-
siat byto réwniez uzyskanie zwiekszonych przyro-
stow masy ciala u tych zwierzat, a czestotliwosc
biegunek ulegla zmniejszeniu. Dodatkowa zaleta
stosowania tych nanoczasteczek jako dodatku pa-
szowego jest ich aktywno$¢ przeciwbakteryijna,
ktéra zbadano zaréwno w warunkach in vivo jak
i in vitro w odniesieniu do E. coli i S. aureus (Ouy-
ang i wsp. 2021).

Nanoczasteczki a ukad odpornosciowy
Nanoczasteczki moga réwniez wykazywac wia-
$ciwoéci usprawniajace dziatanie ukfadu odpor-
nosciowego, maja lepsza biodostepnos¢, a wiec
moga by¢ stosowane w mniejszych dawkach. Na
przyklad podanie nanoczastek chromu w dawce
200 pg u $win spowodowalo wzrost stezenia im-
munoglobulin klasy IgM i IgG w surowicy tych
zwierzat (Wang i wsp., 2007). Istnieja tez doniesie-
nia potwierdzajace, ze zastosowanie nanoczaste-
czek chromu, miedzi lub tlenku cynku poprawito
parametry produkcyjne prosiat (Wang i wsp., 2004;
Gonzales-Eguia i wsp., 2009). W innych badaniach
wykazano wplyw tych zwiazkéw cynku na ilos¢
bakterii tlenowych w weztach chtonnych krezko-
wych oraz zwigkszona ekspresje niektérych cyto-
kin (II-1B, IL-10, TNF-q). Z kolei w doswiadczeniu
dotyczacym zastosowania tego zwiazku u odsa-
dzonych prosiat wykazano wzmocnienie ich od-
powiedzi immunologicznej (Li i wsp., 2016; Wang
i wsp., 2018). Badania nad nanoczasteczkami cyn-




ku byty przeprowadzone réwniez u bydta mleczne-
go w kontekscie przeciwdziatania zapaleniom gru-
czotu mlekowego. Dowiedziono korzystny wplyw
tych zwigzkow cynku na ukfad odpornosciowy
w obrebie gruczotu mlekowego krow, prowadza-
cy do obnizenia liczby komorek somatycznych,
poprawy jakosci i ilosci produkowanego mleka
w subklinicznych przypadkach mastitis (Rajendran
iwsp., 2013).

Nanoszczepionki
Istotnym z punktu widzenia profilaktyki swoistej
choréb zakaznych bydta jest mozliwos¢ wykorzy-
stania nanoczasteczek réznych pierwiastkéw do
produkcji nowatorskich formulacji szczepionek
podjednostkowych. Zastosowanie takie znalazly
dla przyktadu czasteczki krzemu, ktore wykorzy-
stano do produkcji szczepionki podjednostkowej
nowej generacji, tzw. nanoszczepionki, skierowa-
nej przeciwko zakazeniom wirusem wirusowej
biegunki bydfa (BVDV). W tym celu opracowano
specjalny ,no$nik” dla najbardziej immunogennego
bialka wirusa BVDV - glikoproteiny E2 (antygen),
w oparciu o pecherzyki krzemionkowe o srednicy
50 nm i cienkiej $cianie poréw ponizej 6 nm, ktory
mial spetnia¢ dodatkowo funkcje adiuwantu. We
wstepnych badaniach in vitro wykazano wysokie
zdolnosci adsorpcyjne wspomnianego nosnika
w odniesieniu do biatka E2 BVDV, a takze wystar-
czajaco dobre wilasciwosci absorpcyjne oraz brak
toksycznego oddzialywania wzgledem komérek
nerki bydlecej. Z kolei badania dotyczace desorpcii
wykazaly zdolno$¢ do uwalniania antygenu szcze-
pionkowego przez ww. pecherzyki rzedu ponad
95% (Mody i wsp., 2014). Dotychczas wykazano
bowiem, ze zdolno$¢ do stopniowego uwalniania
antygenu szczepionkowego przez pecherzyki krze-
mionkowe mozliwa jest dzieki specjalnej, sztywnej
jej strukturze, ktéra chroni antygen szczepionkowy
przed degradacja w obrebie przewodu pokarmowe-
go (Slowing i wsp., 2008). Omawiany nanono$nik
nie wplywal réwniez toksycznie na Zywotno$c
badanych linii komorkowych. Wszystkie te cechy,
w polaczeniu ze zdolnoscia omawianych peche-
rzykow krzemionkowych do zachowania integral-
nosci wlasnej struktury, potwierdzaja ich zakfa-
dane przeznaczenie jako efektywnego nosnika dla
antygenu szczepionkowego. W oparciu o wyniki
uzyskane w badaniach in vitro przeprowadzono
doswiadczenie w warunkach in vivo na myszach,
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gdzie wykazano istotna stymulacje wzrostu miana
specyficznych przeciwcial klasy IgG w nastepstwie
trzykrotnej iniekcji tej nanoszczepionki. Wzmo-
zona produkcja przeciwcial utrzymywala si¢ az
do konca doswiadczenia, tj. jeszcze w 6. tygodniu
po immunizacji i byta wyraznie wyzsza w porow-
naniu do zwierzat, ktore otrzymaly szczepionke
na bazie konwencjonalnego adiuwantu jakim jest
saponina (QuilA”) (Mody i wsp. 2014). Dodatkowo
iniekcja nanoszczepionki nie wywolywata zmian
wmiejscupodania, cobytodotychczas obserwowane
w przypadku szczepionek opartych na niektérych
konwencjonalnych adiuwantach (Reed i wsp., 2009).
Zwierzeta immunizowane szczepionka opracowa-
na na bazie pecherzykéw krzemionkowych zacho-
wywaly prawidlowy stan kliniczny, a ich masa ciala
utrzymywata si¢ w zakresach wartosci referencyj-
nych przez caly okres doswiadczenia (Mody i wsp.,
2014). Ponadto w nastepstwie trzykrotnego poda-
nia omawianej nanoszczepionki obserwowano wy-
raznie wieksza liczbe komorek $ledziony zdolnych
do produkeji IFN-y, co wskazywalo na efektywna
stymulacje takze komorkowej odpowiedzi immu-
nologicznej u immunizowanych zwierzat, zaleznej
od limfocytéw T pomocniczych typu 1 (Thl), waz-
nej rowniez z punktu widzenia odpornosci prze-
ciwwirusowej. Wyniki te potwierdzily zatem za-
lozenie, ze opracowane pecherzyki krzemionkowe
spelniaja funkcje zarowno odpowiedniego nosnika
dla antygenu BVDV jak i efektywnego adiuwan-
tu, przez co stanowia znacznie lepsza alternatywe
dla powszechnie stosowanych konwencjonalnych
adiuwantow. Dodatkowo w badaniach tych wyka-
zano brak synergistycznego oddziatywania miedzy
nanono$nikiem stworzonym na bazie krzemionki a
zastosowanym w badaniach tradycyjnym adiuwan-
tem (Mody i wsp., 2014).

Kontynuacja badan z wykorzystaniem opracowa-
nej juz nanoszczepionki na bazie pecherzykow
krzemionkowych miafa na celu redukcje liczby
jej podan, wydtuzenie czasu trwania odpornosci
poszczepiennej, a takze liberalizacje wymagan
zwiazanych z przechowywaniem; dotychczasowe
bowiem dos$¢ restrykcyjne zalecenia dla szczepio-
nek podjednostkowych wymagaja spelnienia bez-
wzglednych warunkéw chfodniczych. Dlatego tez,
dla omawianej szczepionki opracowano dodatkowa
jej liofilizowana forme, co mialo skutecznie pomoc
w przezwyciezeniu dotychczasowych trudnosci
zawiazanych z jej przechowywaniem. W tym celu
przygotowano ja w postaci mieszaniny trehalozy



Lecznica duzych zwierzat 3/2022 F

z glicyna i dowiedziono, ze forma ta nie naruszata
w zadnym stopniu pierwotnej struktury i spojno-
$ci pecherzykow krzemionkowych, jak tez uzytego
w nanoszczepionce antygenu (Mody i wsp., 2015).
Z kolei w celu zminimalizowania liczby podan
szczepionki, przeznaczone do doswiadczenia my-
szy immunizowano dwukrotnie, a nie jak dotych-
czas w kolejnych trzech iniekcjach, potwierdzajac,
ze przyjety schemat jest wystarczajacy (Mody
i wsp.,, 2014, 2015). Potwierdzono tez, ze zadna
z obu badanych postaci nanoszczepionki — czy to
zliofilizowana czy niezliofilizowana — nie wplywa-
ly negatywnie na stan kliniczny immunizowanych
zwierzat. Podobnie w obrazie sekcyjnym pobra-
nych narzadéw nie obserwowano zmian patolo-
gicznych. Natomiast, niezaleznie od zastosowanej
formy nanoszczepionki, wykazano wyrazna sty-
mulacje humoralnej odpowiedzi immunologicznej
u myszy poddanych immunizacji, ktéra utrzymy-
wala sie jeszcze w 6. miesiacu po drugiej jej iniekcji.
Podobnie ksztattowata sie komorkowa odpowiedz
immunologiczna zalezna od limfocytéw Thl, co
bylo wyrazone istotna stymulacja produkcji IFN-
-y przez komorki $ledziony, chociaz odpornos¢ ta
byla silniej aktywowana w przypadku szczepionki
nie poddanej liofilizacji. Zaprezentowana szcze-
pionka nowej generacji przygotowana w oparciu
o pecherzyki krzemionkowe jawi si¢ zatem jako
doskonaty kandydat na odpowiedni nosnik dla
antygenu szczepionkowego (Mody i wsp., 2015).
Z drugiej strony, w pofaczeniu z odpowiednim an-
tygenem spetnia funkcje adiuwantu, ktérego doda-
tek jest zwykle potrzebny dla szczepionek podjed-
nostkowych w celu skutecznej aktywacji komoérek
dendrytycznych, prezentacji antygenu w obrebie
narzadéw limfatycznych i w konsekwencji wytwo-
rzenia efektywnej odpowiedzi immunologicznej
specyficznej dla danego drobnoustroju (Foged,
2011; Mody i wsp., 2015).

Ocene efektywnosci szczepionki podjednostkowej
opracowanej na bazie nanoczasteczek dwutlenku
krzemu wzbogaconych o grupy aminowe oraz bial-
ka E2 BVDV-1, przeprowadzono na zwierzetach
gospodarskich (owce). Badania te mialy postuzy¢
do pozniejszego, praktycznego wykorzystania pro-
totypu badanej nanoszczepionki w immunopro-
filaktyce zakazen BVDV-1 u bydla w warunkach
terenowych, z uwagi na powszechnos¢ jego wy-
stepowania rowniez w populacji owiec i potrzebe
jego skutecznego zwalczania w oparciu o nowe,
innowacyjne rozwiazania. Nanoszczepionke opra-

cowano w dwdch postaciach, niezliofilizowanej
oraz zliofilizowanej, otrzymanej po dodaniu mie-
szaniny trehalozy i glicyny. Punktem odniesienia
dla obydwu nanoszczepionek byla szczepionka
powstala na bazie tego samego antygenu szcze-
pionkowego oraz saponiny (Quil-A). Owce immu-
nizowano trzykrotnie droga podskornej iniekcji
(Mahony i wsp., 2015). Wyboru wlasnie tej drogi
podania nanoszczepionek dokonano w oparciu
o wczesniejsze badania tego samego autora prze-
prowadzone na myszach (Mahony i wsp., 2014).
W nastepstwie iniekcji obu postaci nanoszcze-
pionek wykazano wyrazna stymulacje miana
specyficznych przeciwcial anty-E2, a otrzyma-
ne wartosci nie réznily sie statystycznie istotnie
w poréwnaniu do szczepionki na bazie konwencjo-
nalnego adiuwantu. W nastepstwie podania na-
noszczepionki nie obserwowano zmian poszcze-
piennych w miejscu iniekcji, co oznacza, ze byta
ona dobrze tolerowana przez owce. Dodatkowo
nie obserwowano zaburzen zdrowotnych u szcze-
pionych zwierzat oraz zmian w masie ciata wykra-
czajacych poza zakresy referencyjne. Podanie na-
noszczepionki powodowato réwniez dtugotrwata
odpowiedZ poszczepienna (ponad 4 miesiace po
podaniu trzeciej dawki), wyrazong réwniez stymu-
lacja odpowiedzi komérkowej zaleznej od aktyw-
nosci limfocytéw Th1l. Odpowiedz ta byla najsilniej
wyrazona u owiec immunizowanych liofilizowana
forma nanoszczepionki. Wyniki te w potaczeniu
z obserwacjami wskazujacymi na dostateczng
odpowiedZz humoralna dowodza skutecznosci
opracowanej nanoszczepionki,  potwierdzajac
przy tym wlasciwe dobranie nosnika antygenu
oraz efektywnego adiuwantu. Dodatkowa korzy-
$cig dla zliofilizowanej formy tej nanoszczepionki
jest mozliwos¢ jej przechowywania w temperatu-
rze pokojowej, co rozwiazuje problemy zwiazane
z tym aspektem (Mahony i wsp., 2015). Obiecujace
wyniki wykazaly tez inne badania, tym razem nad
szczepionka przeciwko leptospirozie bydta. Ekspe-
rymentalna szczepionka skonstruowana na bazie
polimerowych mikroczasteczek diaminosiarczku
i antygenu Leptospira spowodowala stymulacje
odpowiedzi humoralnej i komorkowej, podobnej
do tej otrzymanej w wyniku podania tradycyjnej
szczepionki. Ponadto po zastosowaniu wyzej wy-
mienionej szczepionki doswiadczalnej u buhajow
zaobserwowano pojawienie sie komorek pamieci
immunologicznej na antygeny Leptospira (Wilson-
-Welder i wsp. 2020).
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Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze nanocza-
steczki juz teraz z powodzeniem znalazly zastoso-
wanie w lecznictwie weterynaryjnym, poczynajac
od szerokiego wykorzystania ich wlasciwosci prze-

ciwbakteryjnych, poprzez

wieloptaszczyznowe

dziatania immunomodulujace, a na wakcynologii
konczac. b
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