Ocena skutecznosci NanoCare Plus Silver Gold

w eliminacji Enterococcus faecalis z zainfekowanych kanatéw zebowych.

M.K. Bednarski', H. Pawlicka’ ,B. Zarzycka?, A. Soska-Czop'

'Katedra Endodoncji, Uniwersytet Medyczny w £odzi ul. Pomorska 251, 92-213 £6dz
’Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Medyczny w todzi, ul. Pomorska 251, 92-213
tédz

Tel. 604 615 949 or 503 348 611, e-mail: soskaaga@gmail.com lub michbednarski@gmail.com

STRESZCZENIE:

Nanotechnologia to niezwykle szybko rozwijajgca sie gatgz technologii |
majgca ogromny wptyw na medycyne. Jednak obecnie jedynie kilka ,nanoproduktow”
jest w niej uzywanych. Najbardziej znaczacym z nich jest nanosrebro. Czasteczki
nanosrebra sg mniejsze niz 100 nm i co najwazniejsze wykazujg niezwykle
wiasciwosci chemiczne, fizyczne i co najwazniejsze dla badaczy — biologiczne.
Srodek ten wykazuje znakomite dziatanie przeciwko szerokiej gamie
mikroorganizmow. Dzieki tym cechom produkt jest bardzo szybko wprowadzany do
uzytku w medycynie i innych gateziach nauki, dlatego tez postanowilismy

przeprowadzi¢ badania i zweryfikowaé antybakteryjne dziatanie nanosrebra.

SLOWA KLUCZE:
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WSTEP:

Nanotechnologia to najbardziej obiecujgca dziedzina w zakresie tworzenia
nowych zastosowan i produktow w catej technologii, a szczegolnie w medycynie.
Stowo ,Nano” pochodzi od greckiego stowa oznaczajgcego karta i zazwyczaj
stosowane jest jako przedrostek (np. nanometr, nanotechnologia, nanorobot).
Nanometr (nm) to 10° Iub jedna bilionowa metra. Nanotechnologia to
wykorzystywanie bardzo matych, uprzednio wytworzonych czgstek o wielkosciach 5
do 100 nm, ktore nazywa sie nanoczasteczkami lub ultra matymi czgsteczkami.
Poniewaz trudno jest uswiadomi¢ sobie rzeczywistg wielkos¢, jakg jest nanometr,
warto przyrownac¢ go do innej skali. Jezeli wysokos¢ przecietnego cztowieka bytaby

rowna odlegtosci miedzy ziemig i ksiezycem, wtedy kazdy atom, z ktérego sktadatoby



sie cialo tej osoby bytby wielkosci pitki do baseballa (o srednicy ok. 10 cm).
Nanometr bytby piecioma takimi piteczkami ustawionymi w rzedzie [1]. Pojecia takie
jak nanomedycyna i nanostomatologia zostaty stworzone niedawno. Geneza
koncepcji stworzenia nanomedycyny wywodzi sie z niegdy$ wizjonerskiej idei, ze
malutkie nanoroboty i podobne im maszyny mogtyby by¢ projektowane,
produkowane a nastepnie wprowadzane do organizméw ludzkich, gdzie
dokonywatyby napraw komoérek na poziomie molekularnym. [2] Nanomedycyna
dzisiaj rozwija sie w setkach réznych kierunkow i odnosi sukcesy w zarowno w sferze
badan naukowych jak i w sferze klinicznej. W szerokim ujeciu nanomedycyna [3] to
przeprowadzanie diagnozy, leczenia i profilaktyki chordb i okaleczen, usmierzania
bélu i dbania o ludzkie zdrowie przy uzyciu narzedzi molekularnych i wiedzy na tym
poziomie. W krotszym ujeciu, nanomedycyna to praktyczne zastosowanie
nanotechnologii w medycynie. Mowigc o nanotechnologii myslimy o czasteczkach,
ktérych nie mozemy dostrzec, wiec musimy uzywaé naszej wyobrazni, aby
przewidzie¢ przysztos¢ nanomedycyny tak, jak to zrobit Richard P. Feynman prawie
50 lat temu.

W roku 1959, zdobywca nagrody Nobla fizyk Richard P. Feynman na
dorocznym spotkaniu ,the American Physical Society” (Amerykanskiego
Towarzystwa Fizycznego) przedstawit prelekcje zatytutowang "There’s Plenty of
Room at the Bottom" (,Na dole jest wiele miejsca”) [4]. Feynman zaproponowat
uzycie odpowiednich narzedzi mechanicznych do wyprodukowania mniejszych
narzedzi mechanicznych, ktore z kolei byty by wykorzystane do zbudowania jeszcze
mniejszych narzedzi i tak dalej az do poziomu molekularnego. Zasugerowat, ze w
koncu takie nanomaszyny, nanoroboty i nanosprzety mogtyby byC¢ uzyte do
stworzenia szerokiej gamy mikroskopijnych narzedzi | maszyn, ktore dziatatyby za
atomowg precyzjg. Fizyk twierdzit, ze te narzedzia mogtyby by¢ zastosowane do
stworzenia ogromnej ilosci ultramatych komputeréw i réznego rodzaju mikro- i
nanorobotow. W swoim wniosku powiedziat : ,Jest to rozwdj, ktorego jak sadze nie
da sie unikng¢”. Wtedy powstata wizja catej nanotechnologii !

Kilkadziesigt lat wstecz, ten wykiad zostat przyjety z zaskoczeniem i
sceptyzmem, jednak od tamtej pory =zrobiono wiele postepéw w kierunku
zrealizowania wersji Feynmana. Od powstania mikrokomputera, kilka dekad temu,
stalismy sie swiadkami znacznego wzrostu mocy i szybkosci komputerow. Wiasnie

to, w duzej mierze doprowadzito do ciggtego zmniejszania sie rozmiaréw



elektronicznych czesci, ktére upakowywane sg coraz gesciej na ciagle
zmniejszajacych sie silikonowych chipach. Jezeli tylko uzmystowi¢ sobie potencjalne
zastosowania nanotechnologii w medycynie, nietrudno wyobrazi¢ sobie jak
wygladataby nanostomatologia. Nie sposob przeceni¢ dtugoterminowego wptywu jaki
bedzie miata nanomedycyna na czynnosci stomatologiczne takie jak znieczulenie
miejscowe, rekonstrukcja twardych tkanek w obrebie jamy ustnej, leczenie
ortodontyczne i profilaktyka schorzeh. Zwtaszcza dziatanie nanoproduktéw przeciwko
mikroorganizmom moze sprawic, ze wiele choréb z zakresu stomatologii, ale takze
catej medycyny stanie sie mozliwymi do wyleczenia. Taka technologia moze mie¢
ogromne skutki.

Wzrastajgce zainteresowanie przysztymi medycznymi zastosowaniami
nanotechnologii doprowadzito do powstania nanomedycyny [5]. Jest to nauka i
technologie pomagajace diagnozowac, leczy¢ choroby (i zapobiegaC im i
okaleczeniom), usmierza¢ bdl i dba¢ o ludzkie zdrowie przy uzyciu materiatéw
uksztattowanych w nanoskali, biotechnologii, inzynierii genetycznej i wreszcie
ztozonych molekularnych maszyn i nanorobotéw.

Liczebnos¢ grupy naukowcdédw, ktdéra wcigz poddaje w watpliwos¢ mozliwosc
dziatania nanotechnologii ciggle maleje. Nietrudno zauwazy¢ dlaczego. Ta
technologia jest oparta na znanych nam prawach chemii i fizyki. Jakkolwiek jednak
nanotechnologia jest dynamicznie rozwijajagcym sie i obiecujagcym dziatem nauki,
jedynie kilka nanoproduktow jest obecnie uzywanych w celach medycznych.

Najbardziej znaczacym produktem jest nanosrebro. Czasteczki nanosrebra
mierzg zazwyczaj mniej niz 100 nm i zawierajg 20-15,000 atomoéw srebra. W
nanoskali, srebro wykazujg zauwazalnie niezwykte wtasciwosci fizyczne, chemiczne i
biologiczne. Dzieki swoim silnym antybakteryjnym wtasciwosciom pokrycia z
nanosrebra sg uzywane w réznych tekstyliach, ale rowniez w niektérych implantach.
Co wiecej, nanosrebro jest uzywane do leczenia ran i oparzenh lub jako $rodek im
zapobiegajacy i wprowadzone na rynek jako srodek do dezynfekcji wody i spray do
pomieszczen [6]. Z tych powoddw uzywanie nanosrebra staje sie coraz bardziej
rozpowszechnione w medycynie i w zwigzku z tym powinno zosta¢ doktadnie zbadane
w zakresie toksykologii i dziatania na $rodowisko. W kontrascie do uwagi jaka jest
poswiecana nowym zastosowaniom nanosrebra, jedynie kilka badan pokazuje jak te
czgsteczki oddziatujg z ludzkim organizmem. Biorozprowadzanie, gromadzenie sie w

tkankach, rozktad, mozliwe efekty uboczne i toksycznosé¢ sg stabo zbadane.



Srebro jest biatym i potyskliwym pierwiastkiem metalicznym, jego liczba
atomowa w uktadzie okresowym to 47 a symbol Ag, ktéry jest skrétem od stowa
L,argentum”. Podobnie jak zitoto, inny rzadki i cenny metal, srebro jest szeroko
uzywane przez cztowieka tysiecy lat. Stosuje sie je miedzy innymi do wyrobu
bizuterii, pieniedzy (monet), wypetnien stomatologicznych, w fotografii czy w
produkcji srodkéw wybuchowych. Srebro jest uzywane od wiekéw takze w
medycynie ze wzgledu na swoje wtasciwosci dezynfekujace, ktérych mechanizm nie
jest jednak do konca poznany. Srebrne naczynia byty uzywane w czasach
antycznych do ochrony wody i wina. Proszek srebrny, wedtug Hipokratesa, ojca
wspotczesnej medycyny, miat mie¢ dobroczynne wiasciwosci uzdrawiajgce i
przeciwdziatajgce chorobom, opisat go tez takze jako lek na wrzody. Ale to
zazwyczaj zwigzki srebra byly wykorzystywane w lekarskiej praktyce. Te zwigzki byty
gtdwna bronig przeciwko infekcjom ran podczas | Wojny Swiatowej, zanim
wynaleziono antybiotyki. W 1884 roku niemiecki potoznik C.S.F. Crede wprowadzit |
% roztwor azotanu srebra jako srodek do wprowadzana to oka, w celu zapobiegania
Gonococcal ophthalmia neonatorum (niemowlece bakteryjne zapalenie spojowek),
co jest prawdopodobnie pierwszym naukowo udokumentowanym medycznym
zastosowaniem srebra. Nieodwracalne przebarwienia skéry i/lub oka pod wptywem
obcowania organizmu ze srebrem nazywane Argyrig moga pojawi¢ sie przy
przedtuzonym kontakcie z srebrem lub zwigzkami srebra [7,8]. Z powodu tego
problemu wraz z pojawieniem sie antybiotykéw takich jak penicyliny i cefalosporyny
czasy swietnosci srebra jako srodka przeciwko infekcjom przeminety. Jednakze, w
trakcie rozwoju nowoczesnej nauki ponownie wprowadzono srebro do
powszechnego uzytku.

W dzisiejszych czasach metalicznemu srebru nie nadaje sie duzych
rozmiarow, ale rozdrabnia na bardzo mate czgstki, ktérych rozmiar jest mierzony w
nanometrach (nm). Jezeli te czastki majg chociazby jeden wymiar mniejszy niz 100
nm, nazywane sg nanoczgsteczkami. [9,10]. Kiedy zredukowane do nanoskali, tak
jak i inne nanomateriaty srebro wykazuje zauwazalnie niezwykle wiasciwosci
fizykochemiczne i aktywnos¢ biologiczng [12,13,14,15]. Ze wzgledu na te cechy,
zastosowania wyprodukowanych nanoczasteczek srebra (nanosrebra) zostaty
doktadnie przebadane (ten proces jednak nadal trwa) zwlaszcza, jezeli chodzi o
sektor medyczny. Produkcja i stosowanie nanoczgsteczek srebra ukazujg sie nam

jako jedna z najszybciej wzrastajgcych kategorii w catym przemysle



nanotechnologicznym. Najwazniejszg wiasciwoscig, bedaca jednoczesnie gtdwnym
kierunkiem rozwoju tych produktéw jest ich silne dziatanie przeciwko
mikroorganizmom. Szeroka gama produktéw tej kategorii juz jest dostepna na rynku.
W zakresie medycyny sg to opatrunki na rany, srodki zapobiegawcze, instrumenty
chirurgiczne i srodki do obudowy kosci - wszystkie pokryte i wypetnione nanosrebrem
[16,17,18,19,20,21,22]. W zyciu codziennym dla konsumentéw dostepne sg aerozole
do pomieszczen, detergenty do prania, srodki do czyszczenia wody i farby do Scian
[16, 23]. Czasteczki nanosrebra sg rowniez wprowadzane do tekstyliow w celu
produkcji ubran, bielizny czy skarpetek [24]. Sg rowniez pralnie uzywajgce
nanosrebra. O wiele wiecej produktéw wkrotce zostanie wprowadzonych na rynek.
Szacuje sie, ze zastosowanie nanosrebra w najwiekszej mierze i stopniu dostepnosci
ze wszystkich nanomateriatdbw ma miejsce wtasnie w sektorze medycyny i ochrony
zdrowia.

Z wyzej wymienionych powodoéw wystawienie ludzkiego ciata na dziatanie
nanosrebra gwattownie rosnie. Nanoczasteczki srebra majg w ten sposoéb duzy
dostep do tkanek, komoérek i czgsteczek w organizmie cziowieka. Jezeli jednak
chodzi o same czgsteczki niewiele prac pojawito sie na temat ich cytotoksycznosci.

Srebrne nanoczgsteczki sg syntezowane przy uzyciu wielu réznych metod
takich jak: Wyladowania iskrowe, redukcja elektrochemiczna, napromieniowanie
roztworOw czy stosowanie syntezy kriochemicznej, jezeliby wymieni¢ tylko kilka
[25,26]. Tak jak w przypadku wszystkich nanomateriatéw, gtéwna charakterystyka
tych czgsteczek to ich ultra maty rozmiar. Takie wymiary prowadzg do bardzo
duzego stosunku powierzchni do masy a takze do tego, ze duza cze$¢ atomoéw ma
kontakt ze sSrodowiskiem zewnetrznym i jest ,gotowa” do wejscia w reakcje.
Doswiadczalnie udowodniono niezwykte dziatanie nanoczasteczek srebra w

obecnoéci bakterii i wiruséw. [13,27,28].

CEL:

Celem badania byto zrewidowanie obecnej wiedzy na temat nanotechnologii i
materiatbw z nanosrebrem i uzycia ich zwtaszcza w medycynie i w zyciu
codziennym. Podczas testéw skupiliSmy sie zwtaszcza na badaniu antybakteryjnych
wiasciwosci nanosrebra i jego dziataniu przeciwko bakteriom Enteroccocus faecalis.
Podczas badan nanosrebro zostato uzyto jako srodek do ptukania kanatow zebow.

Réwnoczesnie antybakteryjne dziatanie roztworu nanosrebra zostato poréwnane z



dziataniem pasty z wodorotlenkiem wapnia w tym samym zakresie. Wodorotlenek
wapnia jest szeroko uzywany w leczeniu endodontycznym jako substancja

bakteriobdjcza i uzywany jako tymczasowe wypetnienie kanatow.

MATERIAL | METODA:

Model eksperymentu, ktoéry zostat wykonany w tym badaniu bazowat na tym
wykonanym przez OJrstavik i Haapasalo [29] ale zostat przez nas zmodyfikowany.
Uzyto trzydziestu dziewieciu Swiezo usunietych, nietknietych (prochnica) zebdw o
jednym korzeniu z zuchwy bydlecej. Po ekstrakcji zeby byty przechowywany w 0,5 %
roztworze podchlorynu sodu przez noc, w celu usuniecia resztek tkanek i
oczyszczenia ich powierzchni. Po tej procedurze zeby zostalty wyptukane w
roztworze soli fizjologicznej a ich wymiary usrednione. Czesci koronowe i
wierzchotkowe zostaty odciete (przy jednoczesnym chtodzeniu wodg) przy uzyciu
diamentowego wiertta w ksztatcie cylindra (Dentsply Maillefer, Szwajcaria)
zamontowanego do szybkoobrotowej katnicy. W ten sposéb otrzymano ,rurki” lub
Luby” z zebiny (fragmenty z kanatem wewnatrz) — kazdg o dtugosci 8 mm. Nastepnie
kanaty zostaty opracowane mechanicznie w celu usrednienia Srednicy ich Swiatta
przy uzyciu wiertet Largo (Dentsply Maillefer, Szwajcaria) az do uzyskania przez nie
rozmiaru #4 (1,3 mm). Kanaty ktére pierwotnie miaty rozmiary mniejsze niz #3 Largo
(1,1 mm) zostaly poszerzone. Cement korzeniowy zostat usuniety przy uzyciu
duzego krazka SofLex o kolorze ceglastoczerwonym (3M ESPE, USA) a zewnetrzna
powierzchnia kazdej z ,tubek” zostata spreparowana w taki sposob, aby uzyskaé
Srednice zewnetrzng 6 mm. W koncu uzyskano fragmenty zebéw o wymiarach 8 mm
dtugosci, 1,3 mm wewnetrznej srednicy i 6 mm srednicy zewnetrznej (Schemat nr 1).
Warstwa mazista zostata usunieta przez ptukanie w 17% EDTA (10 min) i 5,25%
podchlorynie sodu (10 min).

Prébki zostaty wysterylizowane w autoklawie w temperaturze 131°C, w ciggu
20 min, pod cisnieniem 1 bar. Potem trzy losowo wybrane zeby zostaty przeniesione
do trzech fiolek zawierajacych 10 ml sterylnej pozywki BHI (wyciag z mozgow i serc)
(Graso, Polska) kazdy, aby potwierdzi¢ ich sterylnosé. Ewentualne zmiany w
gestosci optycznej (zmierzone przy uzyciu turbidymetru) bulionu BHI $wiadczytyby o
niekompletnej sterylizacji. Po 24 godzinach takich zmian nie zauwazono.

Jednoczesnie przygotowano zawiesine bakterii Enterococcus faecalis ATCC

29212 w sterylnym BHI, jako srodek do zainfekowania zebow. W celu jej stworzenia



stopniowo dodawano czystg kulture E. faecalis do 100 ml wysterylizowanej pozywki
BHI az do uzyskania gestosci 0,5 wedtug skali McFarland’a (1,5x10® bakterii/ml).
Zaraz po przygotowaniu zawiesiny zawierajgca bakterie, sterylne walce zostaty
przeniesione do naczynia z nig i pozostaty tam 24 godziny w 37°C w celu zarazenia.
Po okresie kontaktu z materiatem zakaznym probki zostaty usuniete z pojemnika w
aseptycznych warunkach, wyptukane w sterylnej wodzie destylowanej i wysuszone
przy uzyciu sterylnych saczkéw papierowych i sterylnych kuleczek z waty
celulozowej. W celu potwierdzenia zakazenia tubek z zebdéw, wybrano losowo 10
prébek (grupa 1) z ktérych pobrano fragmenty i hodowano kultury bakterii w sposéb
opisany ponize;j.

26 pozostatych zakazonych prébek zostato losowo podzielono na 3 grupy ze
wzgledu na srodek zastosowany wewnatrz kanatu:

- Grupa 2 (grupa kontrolna, 13 prébek), sterylny fizjologiczny roztwér chlorku

sodu

- Grupa 3 (13 probek): NanoCare Plus Silver Gold

Po zaaplikowaniu $rodkéw wewnatrz kanatow tubek z zebdéw zostaty one
zakryte przy uzyciu kleistego wosku i umieszczone w dwoéch naczyniach (ze wzgledu
na srodek jaki w nich uzyto) zawierajgcych 100 ml soli fizjologicznej. Te grupy zebow
inkubowano nastepnie przez tydzieh w temperaturze 37°C.

Po czasie eksperymentu prébki wyjeto z naczynia i wysuszono przy uzyciu
sterylnych celulozowych wacikéw. Kanaty zostaty wyptukane przy uzyciu sterylnego
roztworu soli fizjologicznej w celu usuniecia wiekszosci pozostatosci po uzytych
srodkach a nastepnie wysuszone sgczkami papierowymi. Aby usungC wszystkie
pozostatosci po zastosowanych medykamentach kanaty opracowano przy uzyciu
wiertta Largo #5 przymocowanego do katnicy endodontycznej (TR ZX Morita,
Japonia).

Skrawki zebiny zostaty uzyskane z kanatow dzieki ich preparacji przy uzyciu
wiertta Largo #6. Kawalki z kazdego kanatu zostaty zebrane na osobne sterylne
aluminiowe folie o znanej masie. Uzyskane skrawki byly suche i wolne od
pozostatosci uzytych substancji. Folie aluminiowe wraz z kawatkami zebiny zostaty
ponownie zwazone. Na podstawie wiedzy o wadze folii bez skrawkow i z nimi

oszacowano mase kawatkow.



Kawalki zebiny z kazdego kanatu zostaty nastepnie wprowadzone do fiolki
zawierajgcej 2 ml soli fizjologicznej i przeprowadzono wirowanie (5 Hz, 30 s).
Nastepnie powstaty osad ztozony z fragmentéw zebiny wraz Enterococcus faecalis w
sterylnym roztworze soli fizjologicznej zostat wysiany na wybiorcze podtoze agarowe
Enterococosel (Graso, Poland) i inkubowany przez 24 h w 37°C.

Kawalki zebdéw z tubek uzytych jako kontrola zarazenia zostaly uzyskane,
wysiane i inkubowane w ten sam sposoéb, jedyng réznicg byto to, ze wszystkie te
procedury przeprowadzono zaraz po zainfekowaniu.

Po 24 godzinach policzono CFU (ilo§¢ kolonii bakterii), ktdrg nastepnie

przeliczono na 1 mg zebiny i obliczono srednie wyniki.

WYNIKI:

1 mg zarazonej zebiny zawierat poczatkowo (Grupa 1) 3x10° komérek E.
faecalis (Tabela 1). Aby potwierdzi¢ zywotnosci bakterii po jednotygodniowym
okresie stworzono grupe kontrolng (Grupa 2). Poziom przezywalnosci bakterii
pokazany jest w Tabeli 2. llos¢ komodrek bakteryjnych z Grupy 3 (z uzyciem
NanoCare Plus Silver Gold), ktore przezyly jest pokazana w Tabeli 3. W wyniku
analizy statystycznej, udowodniono, ze nowy produkt NanoCare Silver Plus Gold

efektywnie zabija bakterie in vitro R<0.05.

WNIOSKI | DYSKUSJA:

Nanosrebro, jako najbardziej obiecujgcy nanoprodukt stato sie przedmiotem
naszych badan. Czasteczki nanosrebra okazujg sie by¢ doskonatym srodkiem do
zwalczania bakterii i prawdopodobnie innych mikroorganizmow. Uzywanie wyzej
opisanego srodka w medycynie dopiero sie rozpoczeto i bedzie sie rozpowszechniac.

Nasze badania pokazaty, ze nanosrebro ma ogromny potencjat, jezeli chodzi o
dziatanie bakteriobdjcze, jest bardzo efektywny w zwalczaniu Enterococcus faecalis |
moze by¢ uzywany jako ptyn do ptukania kanatéw w endodoncji.

Istnieje niewiele badan, ktére moéwig o toksycznosci nanosrebra [30,31]. Wraz
z terazniejszym i przysztym rozpowszechnianiem sie nanoczgsteczek srebra w
medycynie i podobnych jej dziedzinach nalezy przyjrze¢ sie temu sSrodkowi pod
wzgledem toksykologicznym i srodowiskowym. Te aspekty powinny zosta¢ zbadane
zanim nanosrebro wejdzie do powszechnego uzytku w medycynie i zyciu

codziennym.
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Schemat. 1 — Wyglad i wymiary przygotowanej probki zeba.

& mm




Tabela 1 — Stan poczatkowe, ilo§¢ CFU wytworzonych tuz po inkubacji (CFU/1 mg
zebiny).

Numer | CFU(ilo$¢
probki | koloni)
1 41 x10°
2 26 x10°
3 35 x10°
4 27 x10°
5 21 x10°
6 40 x10°
7 21 x10°
8 32x10°
9 30x10°
10 27 x10°
Srednio | 3x10°




Tabela 2 — Sterylna sl fizjologiczna, ilos¢ wytworzonych CFU po jednym tygodniu
inkubaciji (CFU/1mg zebiny)

Numer | CFU(ilos¢
probki | koloni)
1 90x10°
2 90x10°
3 88x10?
4 86x10°
5 74x10°
6 112x10°
7 75x10°
8 121x10°
9 104x10°
10 100x10°
11 86x10°
12 75x10°
13 69x10°
Srednio | 9x10*




Tabela. 3 — NanoCare Plus Silver Gold — liczba CFU wytworzonych po jednym
tygodniu inkubacji (CFU/ 1 mg zebiny)

Numer | CFU(ilos¢
probki | koloni)
1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

9 0

10 0

11 0

12 0

13 0
Srednio | 0







