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OCENA PRZYDATNOSCI IN VITRO OPATRUNKU
LIPIDOKOLOIDOWEGO ZAWIERAJACEGO JONY SREBRA DO
ERADYKACJI BIOFILMOW MIESZANYCH PSEUDOMONAS
AERUGINOSA | STAPHYLOCOCCUS AUREUS TWORZACYCH SIE

W ZROZNICOWANYCH WARUNKACH HODOWLANYCH

IN VITRO SUITABILITY OF A LIPOCOLLOID DRESSING CONTAINING SILVER IONS FOR THE
ERADICATION OF MIXED PSEUDOMONAS AERUGINOSA AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS BIOFILMS

FORMED UNDER DIFFERENT CULTURE CONDITIONS

STRESZCZENIE: Wstep Obecno$¢ biofilméw w ranie niegojacej sie stanowi jeden z najistot-
niejszych czynnikéw wikfajacych proces gojenia i podnoszacych ryzyko przejscia infekgji z for-
my miejscowej do postaci uogoélnionej (systemowej). Jednym ze sposoboéw leczenia powi-
kfar zwigzanych z obecnoscig infekcji wywotanej przez biofilm jest zastosowanie opatrunkéw
zdolnych do eradykadji tych spotecznosci drobnoustrojéw oraz do kontroli poziomu wysieku.
Cel W niniejszej pracy doswiadczalnej in vitro poddano ocenie przydatno$¢ lipidokoloidowych
opatrunkéw zawierajgcych jony srebrowe do eradykacji biofilméw mieszanych Pseudomonas
aeruginosa oraz Staphylococcus aureus. Materiat i metody Ocenie poddano szczepy hodowa-
ne na no$niku organicznym, przypominajacym powierzchnie rany, oraz w ptynach symuluja-
cych $rodowisko rany niegojacej sie. Wyniki Uzyskane wyniki wykazaty wysokie zréznicowanie
liczby komérek tworzacych biofilm w poszczegdlnych ptynach hodowlanych oraz znacznie
wyzsza komponente komorek P aeruginosa niz S. aureus w strukturze biofilmu. Zastosowane
opatrunki cechowaty sie wysokg zdolnoscig do eradykacji biofilmu mieszanego P aeruginosa
i S.aureus, przy czym w sztucznym wysieku obserwowano petng eradykacje tej struktury. Opa-
trunki byty w stanie zaabsorbowa¢, w zaleznosci od uzytego ptynu symulujacego srodowisko
rany, od 6- do 9-krotnosci swojej suchej masy, a przechodzac w forme Zelu, nie tracity spoisto-
$ci. Wnioski Bazujac na uzyskanych wynikach, nalezy stwierdzi¢, ze opatrunki lipidokoloido-
we zawierajace jony srebra cechuijg sie wysokg zdolnoscig do eradykacji biofilmu mieszanego
P aeruginosa i S. aureus oraz wysokg zdolnoscig do kontroli poziomu wysieku.

SEOWA KLUCZOWE: biofilm mieszany, opatrunek lipidokoloidowy, rany niegojace, srebro

ABSTRACT: Introduction The presence of biofilms in a non-healing wound is considered
one of the most significant factors complicating the healing process and increasing the risk
of infection transition from the local to the generalized (systemic) form. The management
of complications associated with the presence of biofilm infection may include such moda-
lities as the use of dressings designed to eradicate these microbial communities, as well as
to control the exudate level. Aim In this in vitro experimental research, the applicability of
lipocolloid dressings containing silver ions for the eradication of mixed biofilms of Pseudo-
monas aeruginosa and Staphylococcus aureus cultures was assessed. Material and methods
Strains cultured on an organic carrier resembling the wound surface were assessed, as well
as in fluids simulating the non-healing wound environment. Results The obtained results
demonstrated a high differentiation of the number of cells forming the biofilm in the specific
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culturing fluids and a significantly higher component of P aeruginosa cells than S. aureus in
the biofilm structure. The applied dressings were characterized by a high eradication capacity
of the mixed biofilm of P aeruginosa and S. aureus, with full eradication of this structure obse-
rved in the artificial exudate. The dressings were able to absorb 6 to 9 times their dry weight,
depending on the wound-simulating fluid used, and they did not lose their cohesiveness
when transformed into a gel form. Conclusion On the basis of the obtained results, it should
be emphasized that lipocolloid dressings containing silver ions are characterized by a high
ability to eradicate the mixed biofilm of P aeruginosa and S. aureus and present a high ability

to control the exudate level.

KEY WORDS: lipo-colloid, mixed biofilm, non-healing wounds, silver

WSTEP

Postepujacy proces starzenia si¢ spoleczenistw zachodniej
hemisfery oraz coraz wyzsza czgstotliwos$¢ zapadalno$ci na
choroby cywilizacyjne, takie jak otylos¢, cukrzyca i choroby
ukladu krazenia, przekladaja si¢ na coraz wigksza liczbe ran
niegojacych si¢ oraz na rosngce obcigzenie systemow opie-
ki zdrowotnej zwigzane z opieka nad pacjentami, u ktérych
tego typu rany wystepuja.

Rana niegojaca si¢ to przerwanie ciagloéci skory (a tak-
ze tkanek podskornych), niezasklepiajace si¢ w czasie
3 miesiecy, czgsto mimo podjecia dzialania terapeutycznego
[14, 17]. Ryzyko wystgpienia rany niegojacej sie jest wyzsze
u tych pacjentéw, u ktérych wystepuja takie choroby wspét-
towarzyszace, jak niewydolno$¢ tetnicza i zylna, cukrzyca,
otyto$¢ oraz choroby ukladu odpornosciowego [2, 6-8, 12,
13, 22, 24]. Kolejnym istotnym czynnikiem podnoszacym
ryzyko wystgpienia rany niegojacej sie jest podeszty wiek
pacjentdw, u ktorych, poza wysoka czestotliwoécig wyste-
powania wzmiankowanych juz choréb uktadu immunolo-
gicznego i krwiono$nego, dochodzi do spadku elastyczno$ci
i odpornosci skory (na skutek miedzy innymi obnizonego
poziomu syntezy kolagenu) [11, 23].

Z socjologicznego oraz ekonomicznego punktu widze-
nia obecnos¢ rany niegojacej si¢ u pacjenta przeklada si¢
na podniesione ryzyko wystgpienia depresji, zmniejszenie
poziomu jakosci zycia, a takze wykluczenie zawodowe czy
obnizenie zdolnosci pracowniczej (m.in. na skutek dozna-
wanego bolu czy immobilizacji) [20]. Rana przewlekla, nie-
leczona w sposob prawidlowy, moze prowadzi¢ do ubytku
zdrowia, szeroko rozumianej niepelnosprawnosci, a nawet
do $mierci pacjenta.

U pacjentéw nieznajdujacych si¢ w grupie podwyzszo-
nego ryzyka na skutek chordb wspolistniejacych proces
gojenia si¢ rany przebiega w sposob prawidlowy dzigki
wspotdziataniu zlozonego zbioru czynnikéw komoérkowych,
wzrostu oraz modulacyjnych. W jego przebiegu mozna
wyr6zni¢ kolejne (cho¢ czesto wspdlistniejace w roznych
obszarach rany) fazy: wysiekowa, oczyszczania, prolifera-
cyjng oraz przebudowy, zakonczone zamknieciem si¢ rany.

W przypadku ran niegojacych si¢ przebieg wyzej wymienio-
nych faz (zaréwno w aspekcie kolejnosci ich wystepowania,
jak 1 efektywnodci) jest zaburzony. Prowadzi to do zatrzy-
mania procesu gojenia, a nawet pogorszenia si¢ stanu rany
(powigkszenia jej powierzchni oraz objetosci).
Obecnie nowoczesne postepowanie z rang niegojaca sie
opiera si¢ na opracowanym w 2018 r. algorytmie o akroni-
mie TIMERS (ktdry z kolei powstal na bazie poprzedniego,
opracowanego w 2003 r., algorytmu okreslanego mianem
TIME) [1]. Kazda z liter akronimu okre$la czynnoéci/pro-
cesy istotne w procesie gojenia si¢ ran:
1. Opracowanie tkanki (ang. tissue — T).
2. Kontrola infekgji i stanu zapalnego (ang. infection/in-
flammation - I).

3. Utrzymanie prawidlowego poziomu wilgotnosci w ra-
nie (ang. moisture - M).

4. Obserwacja brzegdw rany i stymulacja naskorkowania
(ang. edges - E).

5. Regeneracja (ang. regeneration — R).

6. Czynniki spofeczne (ang. social and patient-related
factors - S).

Zbyt niski lub zbyt wysoki poziom wysieku (M) w istot-
ny sposob opdznia proces gojenia, dlatego konieczne jest
zapewnienie prawidowej wilgotnosci tozyska rany. W tym
celu stosowane sa m.in. opatrunki zdolne do wydzielania
ze swojej struktury roztworéw wodnych, zapewniajacych
$rodowisko do migracji i namnazania si¢ komoérek odpo-
wiedzialnych za gojenie si¢ rany (fibroblastéw i keratyno-
cytéw) i/lub zdolnych do pochlaniania i utrzymywania
(sekwestracji) w swojej strukturze nadmiarowej objetosci
wysieku [15]. Kolejng, istotng w aspekcie omawianych za-
gadnien, cechg opatrunkdw stosowanych na rany niego-
jace sie jest zdolnoé¢ do kontroli poziomu biofilmu, czyli
ztozonych spoleczno$ci drobnoustrojow (najczeséciej two-
rzonych w ranach przez rézne gatunki bakterii, ale takze
przez bakterie oraz grzyby), ktére wykazujg — m.in. dzieki
obecnosci zewnatrzkomdrkowej macierzy - podwyzszong
tolerancje¢ na stosowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe,
przede wszystkim antybiotyki [26]. Badania ostatnich lat
wykazaly, ze tzw. biofilm mieszany w ranie niegojacej si¢
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moze by¢ tworzony nawet przez kilkana$cie gatunkéw drob-
noustrojéow [16]. Jednymi z najczesciej izolowanych bakte-
rii wywolujacych infekcje zwigzane z obecnoscia biofilmu
w ranie przewlektej sa Staphylococcus aureus oraz Pseudo-
monas aeruginosa. W biofilmie mieszanym w warunkach
klinicznych interakcje pomiedzy tymi dwoma patogena-
mi moga przyjmowaé charakter zaréwno antagonistyczny,
jak i nieantagonistyczny [18]. Obecnie brak jest spojnych
danych wskazujacych na znaczenie biofilméw miesza-
nych w patofizjologii rany przewleklej, jakkolwiek zgodnie
z koncepcja tzw. ekwiwalentnej grupy patogenicznej, kazdy
drobnoustrdj wnosi do biofilmu mieszanego cechy wlasne
o najwyzszej zjadliwosci, co przeklada si¢ na podwyzszong
(w stosunku do biofilméw jednogatunkowych) zdolnos¢ do
przetrwania i namnazania si¢ w srodowisku rany [21].

W poprzednich badaniach podjeto prébe oceny aktywnosci
przeciwbiofilmowej i zdolno$ci sekwestracyjnych aktywnych
przeciwdrobnoustrojowo opatrunkéw  lipidokoloidowych
zawierajacych jony srebra, wzgledem biofilméw jednoga-
tunkowych in vitro, w tym tworzonych przez S. aureus oraz
P, aeruginosa. Wykazano ich wysoka przydatno$¢ w tym aspek-
cie [3, 4]. Wzmiankowane opatrunki lipidokoloidowe zostaly
zaprojektowane w taki sposob, by spetnia¢ zatozenia strategii
TIMERS i cechujg si¢ wysokim poziomem zaawansowania
technologicznego. Polega ono na zastosowaniu w charakterze
rusztowania wtokien poliakrylanowych (nadajacych opatrun-
kowi elastycznos¢, spojno$é oraz oporno$¢ na rozrywanie me-
chaniczne), ktére wypelnione jest warstwg lipidokoloidowa
(TLC), skiadajacg sie z karboksymetylocelulozy rozproszo-
nej w lipofilnej warstwie petrolatum. Obecno$¢ elastycznych
wiodkien poliakrylanowych w istotny sposob ulatwia nakla-
danie i zdejmowanie opatrunku oraz mechanicznie uszkadza
strukture biofilmu i tkanki martwiczej, natomiast warstwa
lipidokoloidowa zdolna jest do wysokiej absorpcji ptynu wy-
siekowego, a po wchlonieciu wysigku przeksztalca si¢ w zel
[5, 25]. Pozwala to zachowa¢ wilgotne srodowisko w fozysku
rany oraz umozliwia namnazanie si¢ i migracje w jego obre-
bie odpowiedzialnych za proces gojenia fibroblastow. Z ko-
lei kationy srebrowe stosowane w opatrunku w charakterze
zwigzku przeciwdrobnoustrojowego cechuja sie szerokim
spektrum aktywnosci bakteriobdjczej, obejmujacym takze
gatunki bakterii, bedace najczestszymi czynnikami etiolo-
gicznymi infekcji ran przewlektych [28]. Kationy srebrowe
majg wysoka zdolnosé¢ do penetracji przez blony komérkowe
i do interakcji z bakteryjnym DNA, prowadzac do zahamo-
wania procesu replikacji materiatu genetycznego, czego efek-
tem jest $mier¢ komdrek drobnoustrojéw. Ten niespecyficzny
mechanizm dzialania w znaczacy sposdéb obniza ryzyko wy-
stgpienia opornosci bakteryjnej na srebro i przeklada sie na
wysoka skuteczno$¢ tego pierwiastka w walce z biofilmem
bakteryjnym.

Ze wzgledu na to, iz wyniki dotyczace aktywno$ci zawie-
rajacych srebro opatrunkéw lipidokoloidowych wykazaly
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ich znaczng skuteczno$¢ w eradykacji jednogatunkowych
biofilméw in vitro, w niniejszej pracy podjeto probe oceny
skutecznosci tych opatrunkéw wzgledem biofilmu miesza-
nego, tworzonego przez istotne czynniki etiologiczne zaka-
zen ran przewleklych — Pseudomonas aeruginosa oraz Sta-
phylococcus aureus [3, 4].

MATERIAL | METODY

WYTWORZENIE NOSNIKOW Z BIOCELULOZY
IMITUJACYCH POWIERZCHNIE RANY

Celuloztworczy szczep Komagataeibacter xylinus zostal
przesiany z zamrozenia -80°C na ptynna pozywke Hestrina-
-Schramma (2% glukoza (POCH Polska), 0,5% baktopepton
(Graso Biotech), 0,5% ekstrakt drozdzowy (Graso Biotech),
0,27% wodorofosforan sodu (Chempur), 0,115% kwas cy-
trynowy (Stanlab), 0,05% heptahydrat siarczanu magnezu
(Stanlab), 1% etanol (POCH Polska)), a nastepnie podda-
ny procesowi inkubacji w dotkach plytki 24-dotkowej przez
7 dni, az do wytworzenia noénika celulozowego o $redni-
cy 18 mm. Po zakonczeniu hodowli z nosnika wyplukano
wode, a komorki K. xylinus usunieto w procesie lizy alka-
licznej w 0,1 M NaOH (POCH) w temperaturze 80°C. Zal-
kalizowane no$niki poddawano wielokrotnemu przeptu-
kiwaniu wodg, az do ustalenia wartoé$ci pH na poziomie
wynoszacym 7. Tak uzyskane noéniki poddano sterylizacji,
a nastepnie przechowywano w temperaturze 8°C do czaséw
dalszych analiz.

WYBOR SZCZEPOW DO BADAN

Do celow eksperymentalnych zastosowano szczep
P aeruginosa oraz S. aureus o numerach 15442 oraz 6538,
odpowiednio, z kolekcji ATCC, a takze po 8 szczepow
nalezacych do gatunku P. aeruginosa oraz S. aureus izo-
lowanych z zakazen goleni, wchodzacych w sktad kolek-
cji szczepdéw Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farma-
ceutycznej i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu.

PRZYGOTOWANIE OPATRUNKU URGOCLEAN® Ag
PAD DO BADAN

Przed przeprowadzeniem analiz opatrunki rozpakowa-
no w warunkach aseptycznych w komorze laminarnej Mars
ScanLaf i pocieto uprzednio wyjatowionymi nozyczkami na
réwnoboczne fragmenty o wymiarze wynoszagcym 18x18
mm. Tak uzyskane fragmenty opatrunkéw przektadano do
jatowego, zamykanego pojemnika i przechowywano do cza-
su przeprowadzenia analiz.
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OCENA LICZBY KOMOREK TWORZACYCH BIOFILM
MIESZANY P AERUGINOSA | S. AUREUS

Hodowle biofilméw mieszanych prowadzono w dotkach
plytki 24-dotkowej na nosniku celulozowym przez okres
7 dni w warunkach komory wilgotnej, bez dodawania medium
w okresie hodowli. Poczatkowe inoculum bakterii obu gatun-
kéw ustalono densytometrycznie na 105 cfu/mL i wprowa-
dzano je w stosunku 1:1 (v/v) dla zawiesin zawierajacych oba
gatunkow, uzyskujac 4 ml zawiesin. Do hodowli zastosowano:

o medium Triptic Soya Broth (TSB), lub;

o Dulbeccos modified Eagle’s medium (DMEM, bez do-
datku antybiotyku/antymikotyku), lub;

o sztuczny wysiek (AE) o skladzie (v/v): 88% pozyw-
ki RPMI (Biowest), 10% plodowej surowicy bydlecej
(Bioest), 1% mucyny, 1% albuminy surowicy bydlecej;

o heparynizowang krew baranig.

Po uplywie 7-dniowego czasu hodowli ptynne pozywki
usuwano, a noénik celulozowy z bakteriami wprowadzano

do 5 ml 0,5% saponiny (Merck) w celu oderwania biofilmu
oraz rozbicia agregatow komorkowych. Zawiesing komorek
bakteryjnych wprowadzano nastepnie do szeregu rozcien-
czent w soli fizjologicznej, a nastepnie wykonywano posiew
iloéciowy na podioze McConkeya oraz Columbia agar. Pod-
toza agarowe z bakteriami inkubowano przez 24h/37°C. Po
uplywie czasu inkubacji zliczano wyroste na nich kolonie.

OCENA SKUTECZNOSCI OPATRUNKU URGOCLEAN®
Ag PAD WZGLEDEM BIOFILMU MIESZANEGO
P AERUGINOSA | S. AUREUS

Do oceny skuteczno$ci badanego opatrunkéw zastoso-
wano zmodyfikowana metode Antibiofilm Dressings Acti-
vity Measurement (ADAM), w ktérej role podtoza do roz-
woju biofilmu petnil nosnik celulozowy (wytworzony, jak
to opisano w pkt. 1), a érodowiska biofilmu: pozywki TSB,
lub DMEM, lub AE [10]. Czas kontaktowy opatrunku z bio-
filmem wynosil 24h. Biofilm w ukladzie do$wiadczalnym

Ryc. 1. Poréwnanie [%] liczby komorek d
tworzacych biofilm mieszany P aeruginosa
i S. aureus na nosniku celulozowym w réznych 100
mediach hodowlanych: TSB (wyniki przyjete
jako referencyjne, oznaczone czerwong linig,
100%), DMEM, sztucznym wysieku (AE) oraz
we krwi. a, b, ¢, d - réznice istotne statystycznie 807 a b C
(p<0,05).

60— |

2
40—
20—
0

AE krew

Ryc. 2. Biofilm mieszany P aeruginosa i S. aureus na nosniku celulozowym w sztucznym wysieku. Powiekszenie 2500 (czes¢ lewa panelu) i 5000 (cze$¢

prawa panelu), mikroskop Zeiss Auriga 60.
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hodowano przez 7 dni w temperaturze 37°C w warunkach
komory wilgotnej. Kontrole eksperymentu (100% poziom
przezywalno$ci komorek w biofilmie) stanowil uktad, w kté-
rym biofilmu nie poddano aktywno$ci $rodka przeciwdrob-
noustrojowego. Po uptywie czasu hodowli biofilm poddawa-
no procedurze posiewdw ilosciowych (jak opisano w pkt. 4)
oraz wizualizacji z wykorzystaniem mikroskopii elektrono-
wej 1 fluorescencyjnej. Réwnolegle procedurom majacym na
celu oszacowaé aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa bada-
nego opatrunku poddano biofilm jednogatunkowy tworzo-
ny przez P. aeruginosa lub S. aureus, z zachowaniem takich
samych warunkéw eksperymentalnych, jakie zastosowano
dla biofilmu mieszanego P. aeruginosa i S. aureus.

WIZUALIZACJA BIOFILMOW Z WYKORZYSTANIEM
MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ

Noéniki BC zawierajace biofilm drobnoustrojéw umiesz-
czono w 2% glutardehydzie i poddano inkubacji przez okres 4h
w temperaturze wynoszacej 4°C. Po uplywie czasu inkubacji
probki poddano przeptukiwaniu wodg 3x przez okres 2 min.
i wprowadzono do rosngcych stezen etanolu (szereg alkoholo-
wy) w sekwengcji: 2x10 min. w 10%; 1x10 min. w stezeniach:
25%, 50%, 70%, 80%, 90%, i finalnie 2x15 min. w 100% w celu
dehydratacji. Odwodnione prébki poddano suszeniu w tem-
peraturze pokojowej. Probki napylano z wykorzystaniem na-
pylarki Quorum i poddawano obrazowaniu z wykorzystaniem
skaningowego mikroskopu elektronowego Zeiss Auriga 60.

WIZUALIZACJA BIOFILMOW Z WYKORZYSTANIEM
MIKROSKOPII FLUORESCENCYJNEJ

Noséniki BC zawierajace biofilm drobnoustrojéw wprowa-
dzono do 2 ml mieszaniny barwnikéw SYTO-9 oraz jodku
propidyny (PI) (LIVE/DEAD™ BacLight™ (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific)) na czas wynoszacy 15 min. w temperaturze
pokojowej, bez dostepu do $wiatla. Po zakonczonej inkubacji
mieszaning barwnikéw usunieto z wykorzystaniem pipety au-
tomatycznej, a probki wprowadzono do dotkéw plytki 24-dot-
kowej i poddano wizualizacji z wykorzystaniem mikroskopu
Etaluma 800 z 20-krotnym powi¢kszeniem obiektywu (Olym-
pus IPC). Dtugosci fali wzbudzenia/emisji dla SYTO9 i jodku
propidyny wynosity odpowiednio 480/500 nm i 490/635 nm.

OCENA ZDOLNOSCI OPATRUNKU URGOCLEAN® Ag
PAD DO ABSORBCJI BADANYCH PtYNOW

18x18 mm fragmenty opatrunkéw zwazono z zacho-
waniem zasad aseptyki na wadze analitycznej, a nastepnie
wprowadzano na 48h do zastosowanych w badaniu ptynow
(TSB, AE, DMEM, krew baranina) w temperaturze 37°C.
Nastepnie opatrunki przetarto delikatnie jalowym papierem
i ponownie zwazono na wadze analitycznej.

©Evereth Publishing, 2022

OBLICZENIA STATYSTYCZNE

Okreélenia istotnosci statystycznej uzyskanych wynikow
dokonano z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad 8,
stosujac test Kruskala-Wallisa z analizg post-hoc Dunnetta
lub test t-studenta (p<0,05).

WYNIKI

Wyniki posiewdw ilosciowych ko-hodowli szczepow
P aeruginosa i S. aureus, przeprowadzonych w celu wy-
tworzenia biofilmu mieszanego, wykazaty, ze w przypadku
100% kombinacji specyficznego szczepu S. aureus ze spe-
cyficznym szczepem P. aeruginosa liczba komoérek Gram-
-ujemnych paleczek ropy blekitnej byla istotnie statystycznie
wyzsza (p<0,05), w poréwnaniu do liczby komoérek Gram-
-dodatniego gronkowca. W przypadku 34% ko-hodowli
w 7. (ostatnim) dniu inkubacji dochodzilo do catkowitego
zaniku komorek S. aureus w biofilmie (stawat sie on biofil-
mem jednogatunkowym, tworzonym jedynie przez P. aeru-
ginosa). W przypadku pozostatych 66% ko-hodowli $redni
stosunek liczby komorek P aeruginosa do liczby komoérek
S. aureus wynosil 7:3, odpowiednio, a w skrajnych wynikach
9:1 lub 4:6 dla komorek P. aeruginosa i S. aureus, odpowied-
nio. W oparciu o uzyskane wyniki do dalszych badan wy-
korzystano ko-hodowle szczepu klinicznego P. aeruginosa
4 (Pa4) oraz szczepu klinicznego S. aureus 22 (Sa22), w kto-
rym stosunek [%] liczby komorek obu patogenéw wynosit
[72,3+4,9]:[27,7£4,9], odpowiednio, jako reprezentatywny
dla grupy biofilméw mogacych by¢ okreslonych w zastoso-
wanym ukladzie badawczym, jako biofilmy mieszane.

W kolejnym etapie do$wiadczenia oszacowano zdolno$é
biofilmu mieszanego Pa4:Sa22 do tworzenia biofilmu na no-
$niku celulozowym w pozywce TSB. Liczbe komérek two-
rzacych biofilm w tym medium uznano jako referencyjng
wzgledem liczby komorek tworzacych biofilm w DMEM,
AE lub krwi (Ryc. 1). Wyniki wskazuja, Ze biofilm mieszany
P aeruginosa i S. aureus tworzony byl przez istotnie nizsza
liczbe komorek (p<0,05) w mediach DMEM, AE oraz krwi,
w poréwnaniu z standardowym medium mikrobiologicznym
TSB. Z kolei w sposdb istotnie statystyczny wyzsza liczba ko-
morek tworzyta biofilm mieszany w pozywce DMEM niz we
krwi oraz sztucznym wysieku, a takze wyzsza liczba komorek
tworzyla biofilm mieszany we krwi niz w sztucznym wysie-
ku (p<0,05). Jednoczesnie przeprowadzone analizy wynikéw
posiewow ilosciowych wykazaty, ze stosunek liczby komérek
P aeruginosa do liczby komorek S. aureus nie ulegal istotnej
zmianie w zaleznosci od zastosowanego medium i wynosit
$rednio 7:3. Wizualizacje biofilmu mieszanego Pa4:Sa22 na
noéniku celulozowym w sztucznym wysieku przedstawiono
na Ryc. 2. Nastepnie przeprowadzono, z wykorzystaniem
zmodyfikowanej metody Antibiofilm Dressing’s Activity
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Ryc. 3. Poréwnanie zdolnosci lipidokoloidowego opatrunku srebrowego do eradykacji biofilmu mieszanego [Pa:Sa] oraz jednogatunkowego [Pa] lub

[Sa], utworzonego w medium TSB, DMEM, sztucznym wysieku [AE] lub krwi.
Ryc. 4. Eradykacja biofimu mieszanego
P aeruginosa i S. aureus przez opatrunek
lipidokoloidowy zawierajacy srebro. A, B: biofilm
mieszany, tworzacy sie w sztucznym wysieku
lub we krwi, odpowiednio. A1, B1: pozostatosci
biofilmu po zastosowaniu opatrunku. Kolor
zielony — zywe komérki P aeruginosa i S. aureus
w biofilmie; kolor czerwony/pomarariczowy
—komodrki P aeruginosai S. aureus martwe; kolor
76tto-pomaranczowy — natozenie fluorescencji
od komorek zywych oraz martwych; czarne
przestrzenie — obszar, w ktérym brak jest
zarowno komorek zywych, jak i martwych.
-
©Evereth Publishing, 2022
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Measurement (ADAM), ocene aktywnosci przeciwbiofilmo-
wej opatrunku lipidokoloidowego zawierajacego jony srebra
wzgledem biofilmu mieszanego Pa4:Sa22 oraz biofilméw jed-
nogatunkowych tworzonych na noéniku celulozowym przez
szczep Pa4 lub Sa22 w poszczegdlnych pozywkach (Ryc. 3).
Wyniki wskazuja na wysoka zdolnos¢ badanego opatrunku
do eradykacji zaréwno biofilmu mieszanego [Pa4:Sa22], jak
i biofilméw jednogatunkowych tworzonych przez P. aerugi-
nosa 4 lub S. aureus 22. W przypadku biofilméw tworzonych
w sztucznym wysieku oraz w medium DMEM zdolnos¢ era-
dykacyjna opatrunku siegata 100%, natomiast w bogatym
medium mikrobiologicznym 80%, a w pelnej krwi — pomie-
dzy 60% a 70%. Na Ryc. 4 przedstawiono proces eradykacji
biofilmu mieszanego za pomocg mikroskopii fluorescencyj-
nej, potwierdzony dodatkowo za pomoca mikroskopii elek-
tronowej dla biofilmu mieszanego wytworzonego w sztucz-
nym wysieku (Ryc. 5).

Finalnie dokonano oceny zdolno$ci opatrunku lipido-
koloidowego zawierajacego srebro do pochifaniania ptynow
zastosowanych w niniejszej pracy, jako srodowisko do ho-
dowli biofilmu. Wyniki analizy przedstawiono na Ryc. 6.
Opatrunek lipokoloidowy cechowat si¢ zdolnoscig pochta-
niania badanych plynéw przekraczajacg 6-krotnie swoja

sucha mase w inkubacji w obecno$ci krwi, 7-krotnie, gdy
zastosowanym ptynem byl sztuczny wysigk, oraz 8- i 9-krot-
nie, gdy opatrunek inkubowany byl w obecno$ci DMEM lub
TSB, odpowiednio.

DYSKUSJA

Trudnosci terapeutyczne z eradykacja biofilméw wikla-
jacych proces gojenia ran spowodowane s3 nie tylko spe-
cyficznymi cechami umozliwiajacymi tym spolecznos$ciom
drobnoustrojéw przetrwanie w $rodowisku rany (macierz
zewnatrzkomoérkowa, zréznicowanie aktywno$ci metabo-
licznej komorek), ale takze w duzej mierze warunkami pa-
nujacymi w tej niszy. Na warunki te wplyw maja zaburzenia
pracy uktadu krwiono$nego i odpornosciowego, z ktérymi
boryka si¢ znaczna cze$¢ pacjentéw, a ktére prowadza do
wytworzenia rany niegojacej si¢ [24]. Powyzsze zaburze-
nia pozwalaja drobnoustrojom rozwija¢ si¢ i tworzy¢ bio-
film na skutek braku adekwatnej reakcji ze strony zaréwno
komoérkowych komponentéw ukiadu immunologicznego,
jak i komponentéw niekomdrkowych (przeciwcial, ukla-
du dopelniacza). Zastosowany w niniejszej pracy model

0,2
Y 1
suchamasa +TSB +DMEM +AE
©Evereth Publishing, 2022

Ryc. 5. Powierzchnia nosnika zasiedlonego
uprzednio przez  biofilm  mieszany po
zastosowaniu opatrunku  lipidokoloidowego
zawierajacego  jony srebra.  Skaningowy
Mikroskop Elektronowy Zeiss Auriga 60.

Ryc. 6. Réznice w masie opatrunku suchej i
mokrej po inkubacji w obecnosci medium TSB,
DMEM, sztucznego wysieku (AE) lub krwi.

krew
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eksperymentalny in vitro pozwala w duzej mierze na odtwo-
rzenie warunkéw panujacych w ranie niegojacej sie poprzez
zastosowanie pozywek, do pewnego stopnia przypomina-
jacych swym sktadem wysi¢k z rany (DMEM, AE), oraz
krwi, ktérg wysiek moze (cho¢ nie musi) by¢ podbarwio-
ny. Dodatkowo przeprowadzone eksperymenty wykonano
na noéniku celulozowym, ktérego nieregularna, porowata,
elastyczna struktura odwzorowuje w okreslonej mierze po-
wierzchni¢ topograficzng lozyska rany (stanowi ponadto
odwzorowanie w wigkszym stopniu, niz stosowana w stan-
dardowych modelach in vitro plaska i gladka powierzchnia
plytki polistyrenowej). W 2021 r. zespdt Palecznej i wsp. wy-
kazal, ze sktad i wlasciwosci ptynu, w ktérym hodowany jest
biofilm, przektada si¢ zaréwno na poziom jego biomasy, jak
i aktywnos$ci metabolicznej [19]. Réwniez wyniki przedsta-
wione na Ryc. 1 wskazuja na istotnie wyzsza liczbe komorek
tworzonych w bogatym, zawierajacym wysokie stezenie glu-
kozy medium mikrobiologicznym (TSB) niz w ptynach ma-
jacych symulowa¢é wysigk z rany (DMEM, AE) oraz we krwi.
Z kolei wyzsza liczba komorek tworzacych biofilm we krwi
niz w sztucznym wysigku (AE) moze by¢ spowodowana fak-
tem wykorzystania przez komorki drobnoustrojow elemen-
tow morfotycznych (ktérych brak jest w AE) jako zrédta
pozywienia. Uzyskane dane dotyczace réznic w liczebnosci
komorek tworzacych biofilm, hodowanych w poszczegol-
nych pozywkach, pozwalaja na potencjalny wglad w mozli-
wosci tworzenia biofilmu u pacjentéw z ranami, w ktérych
dochodzi do gromadzenia si¢ réznych typéw wysieku (np.
wysiek podbarwiony krwig badz nie, wysiek zawierajacy
podwyzszone stezenie glukozy itp.). Co wiecej, jak przed-
stawiono to na Ryc. 2, obraz biofilmu mieszanego wytwo-
rzonego na elastycznym, porowatym nosniku celulozowym
w sztucznym wysieku znaczgco odbiega od obrazéw (w tym
tych prezentowanych przez autoréw niniejszego artykutu)
biofilmu wytworzonego na plaskiej powierzchni polisty-
renu w pelnym medium mikrobiologicznym [9]. Biofilmy
tworzace si¢ w warunkach nasladujacych rane przewlekia
cechuja sie nizszg liczba tworzacych je komorek, jednak re-
latywnie obfitszg macierza komoérkowsa. Wykonanie badan
przedstawionych na Ryc. 1 i 2 bylo konieczne do zrozumie-
nia proceséw zachodzacych po ekspozycji biofilméw utwo-
rzonych w poszczegdlnych pozywkach na lipidokoloidowy
opatrunek zawierajacy srebro (Ryc. 3). Eradykacja biofilmu
mieszanego, wytworzonego w pelnym medium, osiagata
$redni poziom 73% (w 24-godzinnym czasie kontaktowym)
oraz 77% oraz 82%, gdy ekspozycji na opatrunek podda-
no biofilmy jednogatunkowe P. aeruginosa oraz S. aureus,
odpowiednio. W przypadku biofilméw jednogatunkowych
jest to wynik korelujacy z danymi, ktére przedstawione zo-
staly w poprzednich pracach autoréw; nizsze niz 10% roz-
nice w liczbie komoérek wynika¢ moga zaréwno z czulto$ci
metody, jak i z faktu zmienno$ci wewnatrzgatunkowej po-
szczegolnych szczepdw P aeruginosa czy S. aureus, ktéra

przejawia si¢ m.in. w zréznicowanej wrazliwosci na $rod-
ki przeciwdrobnoustrojowe [3, 4]. Poziom eradykacji bio-
filméw mieszanych i jednogatunkowych (wytworzonych
w sztucznym wysieku i DMEM) po zastosowaniu opatrun-
ku lipidokoloidowego zawierajacego srebro wynosil ponad
90%; w przypadku biofilméw jednogatunkowych rosngcych
w sztucznym wysieku zaobserwowano pelna (100%) erady-
kacje. Poziom eradykacji biofilmu mieszanego rosnacego
w tym medium (cho¢ wynosit ponad 90%) byt nizszy w przy-
padku biofilméw jednogatunkowych, co sugerowaé moze
podwyzszong tolerancje biofilméw mieszanych na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Stosunek komérek gronkowca do
komorek pateczki ropy blgkitnej w biofilmie stanowit 3:7.
Na tym etapie badan i analizy wynikéw nie mozna wysnu¢
wnioskéw co do udzialu komoérek gronkowca np. w tworze-
niu ochronnej macierzy zewnatrzkomoérkowej, wymagaloby
to zastosowania zaawansowanych metod spektroskopowych
i pozwoliloby na okre§lenie réznic strukturalnych w matri-
xie oraz oszacowanie wkiadu poszczegélnych gatunkéw pa-
togenéw w tworzenie tej struktury [27]. Biofilmy mieszane
hodowane we krwi cechowaly si¢ wyzszg tolerancja na za-
stosowany opatrunek, niz biofilmy hodowane w sztucznym
wysigku oraz w pozywce DMEM, a zblizona (okolo 70%)
do tej obserwowanej w przypadku biofilméw utworzonych
w pelnym medium, mimo Zze liczba komérek w ostatnim
z wymienionych typéw biofilméw byla wyzsza o okoto 50%.
Moze to by¢ zwigzane ze zdolnoscia obu patogenéw do in-
korporowania elementéw morfotycznych krwi do struktury
macierzy i wykorzystywania ich w celach ochronnych. Na-
lezy jednak zauwazy¢, ze aktywno$¢ opatrunku lipidokolo-
idowego zawierajacego srebro wzgledem biofilmu utworzo-
nego we krwi pozwolila na istotne obnizenie liczby komoérek
tworzacych go, co ma istotne znaczenie, bioragc pod uwage
fakt wymiany opatrunkéw i czasu, jakiego biofilm potrze-
buje do odtworzenia swojej pelnej struktury w warunkach
in vivo. Z kolei na Ryc. 4, obrazujacej biofilmy utworzo-
ne w sztucznym wysieku badZz we krwi, mozna zauwazy¢
istotne zmniejszenie liczby zywych komoérek patogenow
(w przypadku sztucznego wysicku — pelng eradykacje), ale
takze przestrzenie (widoczne w obrazie fluorescencyjnym
jako czarne obszary), w ktorych doszto nie tylko do pelnego
u$miercenia komorek bakteryjnych na skutek aktywno$ci
jonoéw srebrowych, ale takze do ich dezintegracji i usunie-
cia z uktadu eksperymentalnego. Dane te znalazly réwniez
potwierdzenie w obrazowaniu wykonanym za pomoca ska-
ningowego mikroskopu elektronowego (Ryc. 5), na ktérym
mozna dostrzec bezkomorkowe pozostatosci zdezintegro-
wanego biofilmu.

Ze wzgledu na fakt, iz nadmiar ptynu (wysigku) istot-
nie uposledza proces gojenia si¢ rany, w ostatnim etapie
badan przeprowadzono oceng zdolnosci lipidokoloidowe-
go opatrunku zawierajacego jony srebrowe do pochlania-
nia plynéw wykorzystanych w niniejszej pracy do hodowli

©Evereth Publishing, 2022
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