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STRESZCZENIE: Wstęp Antybiotykooporne drobnoustroje tworzące biofilm wywołują po-
ważne infekcje zagrażające zdrowiu i  życiu milionów pacjentów na całym świecie. Nowo-
czesne wytyczne leczenia ran trudno gojących się zalecają stosowanie do zwalczania biofi-
mów miejscowo działających związków przeciwdrobnoustrojowych. Cel W niniejszej pracy 
podjęto próbę oceny aktywności maści zawierającej 10% formulację kwasów żywicznych 
(diterpenów) przeciwko biofilmowi mieszanemu tworzonemu przez Pseudomonas aerugino-
sa i Staphylococcus aureus. Materiał i metody Jako substancje porównawcze wykorzystano 
maść zawierającą formulację w stężeniu 5% oraz maść zawierającą bacytracynę, neomycynę 
i polimyksynę B. Wyniki Uzyskane wyniki wskazują na istotnie wyższą skuteczność maści za-
wierającej 10% formulację kwasów żywicznych w  eradykacji biofilmu mieszanego, a  także 
penetracji przez jego warstwy, niż pozostałych maści. Wnioski Biorąc pod uwagę przedsta-
wione wyniki, można przyjąć, że zastosowanie maści zawierającej kwasy żywiczne przekłada 
się w warunkach klinicznych na wysoki poziom eradykacji biofilmu z rany oraz na niskie ryzy-
ko rozwoju oporności drobnoustrojów.

SŁOWA KLUCZOWE: bacytracyna, biofilm mieszany Pseudomonas aeruginosa i Staphylococ-
cus aureus, kwasy żywiczne, lignany, maść, rany, neomycyna, polimyksyna B

ABSTRACT: Introduction Antibiotic-resistant and biofilm-forming microorganisms cause se-
rious infections which threaten the health and lives of millions of patients worldwide. Modern 
guidelines regarding the management of chronic wounds recommend the use of topical an-
timicrobial compounds to combat biofilms. Aim The presented study aimed to evaluate the 
activity of the ointment containing a 10% formulation of resin acids (diterpenes) against the 
mixed biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Material and 
methods The ointment containing the formulation at a concentration of 5% and the ointment 
containing bacitracin, neomycin and polymyxin B were used as reference substances. Results 
The obtained results indicate a significantly higher effectiveness of the ointment containing 
a 10% formulation of resin acids in the eradication of mixed biofilm, as well as in penetration 
of its layers, than the other compared ointments. Conclusion In view of the results presented, 
it can be assumed that the use of an ointment containing resin acids results in a high level of 
wound biofilm eradication and a  low risk of the development of microbial resistance in the 
clinical setting.

KEY WORDS: ointment, wounds, resin acids, lignans, bacitracin, neomycin, polymyxin B, Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
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WSTĘP

Wyniki przeprowadzonej w 204 krajach analizy wykazały, 
że na skutek zakażeń wywołanych przez bakterie antybiotyko-
oporne rocznie umiera 4,95 milionów osób. Za śmierć niemal 
miliona z  nich (929000) odpowiada 6 gatunków antybioty-
koopornych drobnoustrojów: Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 
Streptococcus pneumoniae oraz Acinetobacter baumannii [1].

Kolejnym, poza antybiotykoopornością, czynnikiem prze-
kładającym się na niepowodzenia terapeutyczne jest tworze-
nie przez drobnoustroje struktur określanych mianem biofil-
mu. Ta osiadła społeczność komórkowa otoczona jest przez 
polimerową macierz (ang. matrix), w  skład której wchodzą 
cukry, białka, kwas nukleinowy, zniszczone komórki krwi lub 
wszystkie z  wyżej wymienionych elementów jednocześnie 
[8]. Macierz biofilmowa pełni funkcje ochronne, odżywcze, 
stanowi środowisko wymiany genów kodujących oporność 
względem środków przeciwdrobnoustrojowych, różnicuje 
aktywność metaboliczną oraz zapewnia integralność społecz-
ności komórek w  biofilmie [4]. Na skutek przestrzennych, 
metabolicznych oraz fizjologicznych uwarunkowań, będących 
efektem obecności macierzy, komórki w biofilmie cechują się 
istotnie wyższą tolerancją na środki przeciwdrobnoustrojowe 
(np. antybiotyki i antyseptyki) w porównaniu do tzw. komórek 
niezadherowanych (wolno-pływających, planktonicznych) 
[5]. Biofilmy wywołują m.in. zakażenia skóry i ran trudno go-
jących się, kości, płuc, układu krwionośnego, pokarmowego 
oraz moczowego, a ich obecność związana jest z przewlekłym 
stanem zapalnym i postępującą destrukcją tkanek [18]. 

W  ranach trudno gojących się (przewlekłych) wystę-
puje głównie biofilm mieszany, w  skład którego wchodzi 
od dwóch do nawet kilkunastu gatunków drobnoustrojów. 
Wraz z upływem czasu dochodzi między nimi do ustalenia 
się stanu dynamicznej równowagi, w której jeden z gatun-
ków zaczyna dominować (w aspekcie liczby komórek) nad 
pozostałymi. Do gatunków charakteryzujących się wysoką 
zdolnością do dominacji w  obrębie konsorcjum biofilmo-
wego należą m.in. Pseudomonas aeruginosa oraz Staphy-
lococcus aureus. Ich obecność w  ranie przewlekłej prowa-
dzić może do rozprzestrzenienia się zakażenia, a w efekcie 
do poważnych konsekwencji zdrowotnych lub nawet do 
śmierci pacjenta [14]. Zgodnie z  koncepcją ekwiwalentnej 
grupy patogenicznej każdy drobnoustrój wnosi do biofil-
mu mieszanego cechy własne o  najwyższej zjadliwości, co 
przekłada się na podwyższoną (w porównaniu do biofilmów 
jednogatunkowych) zdolność do przetrwania i namnażania 
się w  środowisku rany. Dotyczy to również oporności na 
stosowane w terapii antybiotyki. Obecnie algorytmy lecze-
nia ran przewlekłych zalecają stosowanie antybiotykoterapii 
systemowej, natomiast w leczeniu miejscowym – interwen-
cję chirurgiczną, użycie antyseptyków, lawaseptyków oraz 
aktywnych przeciwdrobnoustrojowo opatrunków [2].

Środki antyseptyczne stosowane do leczenia ran przewle-
kłych zagrożonych lub objętych procesem infekcyjnym wy-
wołanym przez biofilmy powinny cechować się m.in. szero-
kim spektrum aktywności (względem jak najwyższej liczby 
gatunków drobnoustrojów) oraz być zdolne do penetracji 
przez macierz biofilmową – by dotrzeć do komórek położo-
nych w najniższych (podstawnych) warstwach tej struktury, 
doprowadzić do ich eradykacji i zapobiec odtworzeniu (lub 
przynajmniej szybkiemu odtworzeniu) biofilmu. 

Jedną z postaci leku/wyrobu medycznego zawierającego 
związki przeciwdrobnoustrojowe, przeznaczoną do stoso-
wania na skórę i  rany, są maści. Określone z  nich zawie-
rają antybiotyk (lub antybiotyki) i  w  świetle istniejących 
wytycznych nie powinny być wykorzystywane w  leczeniu 
zainfekowanych ran przewlekłych, natomiast inne formu-
lacje zawierają związki antyseptyczne o szerokim spektrum 
działania [2]. We wcześniej opublikowanej pracy autorzy 
wykazali, że maść zawierająca 5% formulację kwasów ży-
wicznych i  lignanów, uzyskaną ze świerku norweskiego, 
cechuje się wysoką aktywnością względem biofilmów jed-
nogatunkowych S. aureus lub P. aeruginosa oraz brakiem 
efektu cytotoksycznego w  określonych stężeniach wzglę-
dem linii komórek odpowiedzialnych za gojenie się rany 
(fibroblastów i keratynocytów) [3]. Celem niniejszej pracy 
była zaś ocena aktywności przeciwbiofilmowej nowej, 10% 
formulacji kwasów żywicznych i  lignanów w  porównaniu 
do 5% formulacji oraz do maści zawierającej bacytracynę, 
neomycynę i polimyksynę B. W badaniu wykorzystano bio-
film mieszany, tworzony przez P. aeruginosa oraz S. aureus, 
a ocenie za pomocą adekwatnych modeli doświadczalnych 
poddano nie tylko zdolność maści do eradykacji komórek 
bakteryjnych, ale także zdolność związków przeciwdrob-
noustrojowych, wchodzących w skład maści, do penetracji 
przez warstwy biofilmu. 

MATERIAŁ I METODY

SZCZEPY BAKTERYJNE

Szczepy bakteryjne poddane badaniu pochodziły z  ko-
lekcji Katedry i  Zakładu Mikrobiologii Farmaceutycznej 
i  Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu. 
Analizami objęto:

1. 45 klinicznych metycylinoopornych szczepów Staphy-
lococcus aureus [SA1–S45] izolowanych z owrzodzeń 
goleni. 

2. 45 klinicznych szczepów Pseudomonas aeruginosa 
[PA1–PA45] o  oporności na cefepim, ceftazydynę, 
imipenem, meropenem, ciprofloksacynę, lewofloksa-
cynę, gentamycynę, izolowanych z owrzodzeń goleni 
oraz odleżyn.

Artykuł jest dostępny na zasadzie dozwolonego użytku osobistego. Dalsze rozpowszechnianie (w tym druk i umieszczanie w sieci) 
jest zabronione i stanowi poważne naruszenie przepisów prawa autorskiego oraz grozi sankcjami prawnymi.!



FORUM ZAKAŻEŃ 2023;14(1)

3© Evereth Publishing, 2023

W badaniu zastosowano maść SutriHeal® Forte 5% (zwa-
ną dalej M5%), maść SutriHeal® Forte 10% (zwaną dalej 
M10%) oraz maść Tribiotic® (zwaną dalej TB), zawierającą 
neomycynę, bacytracynę oraz polimyksynę A. W  badaniu 
zastosowano również czyste chemicznie postaci neomycyny, 
bacytracyny oraz polimyksyny A.

OKREŚLENIE MIC BADANYCH SZCZEPÓW 
BAKTERYJNYCH WZGLĘDEM WYBRANYCH 
ANTYBIOTYKÓW

Określenie minimalnego stężenia hamującego (ang. 
minimum inhibitory concentration – MIC) bacytracyny 
oraz neomycyny względem szczepów gronkowców zło-
cistych oraz polimyksyny B względem szczepów pałeczki 
ropy błękitnej przeprowadzono z wykorzystaniem metody 
mikrotitracyjnej w  płytce 96-dołkowej, zgodnie z  wytycz-
nymi EUCAST. Z  24-godzinnej hodowli w  podłożu płyn-
nym przygotowano zawiesinę bakterii w soli fizjologicznej 
o gęstości 0,5 MF, którą następnie rozcieńczono 1000-krot-
nie w płynnej pożywce Muller-Hinton (M-H). W dołkach 
płytki 96-dołkowej przygotowano seryjne rozcieńczenia 
bacytracyny, neomycyny lub polimyksyny B. Do dołków 
płytki wprowadzono po 100 μL uprzednio przygotowanej 
zawiesiny bakteryjnej. Kontrolę wzrostu stanowiła zawie-
sina bakteryjna niepoddana aktywności środków przeciw-
drobnoustrojowych; kontrolę jałowości – sterylne medium 
pozbawione drobnoustrojów. Układ eksperymentalny inku-
bowano w  temperaturze 35°C/18 godz. Ocenę aktywności 
przeciwdrobnoustrojowej oznaczono za pomocą dwóch 
metod (turbidometrycznie – z  wykorzystaniem spektro-
metru oraz kolorymetrycznie – wykorzystując zjawisko 
konwersji bezbarwnego chlorku trifenylotetrazoliowego do 
czerwonego formazanu). 

UTWORZENIE BIOFILMU MIESZANEGO 
P. AERUGINOSA + S. AUREUS

W  oparciu o  wyniki MIC do stworzenia biofilmu mie-
szanego wykorzystano szczep SA23, SA36 oraz szczep PA8. 
Inoculum 105 cfu/mL każdego ze szczepów wprowadzono 
w objętości 0,75 mL do dołków płytki 24-dołkowej. Drob-
noustroje hodowano przez 24, 48, 72, 96 godz. w tempera-
turze 37°C w płynnej pożywce – bulion tryptozowo-sojowy 
(TSB). Co 24 godz. z dołków płytki 24-dołkowej usuwano 
medium, wprowadzano do nich 1 mL 0,5% saponiny oraz 
poddawano intensywnemu wytrząsaniu mechanicznemu na 
wytrząsarce Schutten. Następnie 100 μL zawiesiny zawie-
rającej bakterie przenoszono do probówek zawierających 
0,9% NaCl i wykonywano szereg rozcieńczeń. 100 μL każde-
go rozcieńczenia wysiewano na płytkę Columbia Agar oraz 
McConkey i rozprowadzano głaszczką po ich powierzchni. 
Płytki inkubowano 24 godz./37°C, a  po czasie inkubacji 

zliczono wyrosłe kolonie gronkowców oraz pałeczek ropy 
błękitnej. Skład ilościowy komórek poszczególnych gatun-
ków tworzących biofilm potwierdzono w 3 powtórzeniach.

OKREŚLENIE METODĄ MIKROROZCIEŃCZEŃ MBEC 
NEOMYCYNY, BACYTRACYNY ORAZ POLIMYKSYNY 
A WZGLĘDEM BIOFILMU MIESZANEGO (SA+PA)

Biofilm mieszany (Pa+Sa) przygotowano tak, jak opisano 
powyżej. Do wszystkich dołków płytki zawierającej biofilm 
wprowadzono 100 μl świeżego podłoża M-H, a  następnie 
seryjne rozcieńczenia badanych związków przecidrobno-
ustrojowych. Dołek nr 11 płytki stanowił kontrolę jałowości 
badania (napełniono go jałową pożywką – M-H), zaś dołek 
nr 12 kontrolę dodatnią badania (zawierał biofilm miesza-
ny niepoddany działaniu środków przeciwdrobnoustrojo-
wych). Płytki inkubowano 24 godz. w  temperaturze 37°C. 
Po upływie czasu inkubacji do płytek dodano 10 μl 0,5% 
chlorku 2, 3, 5-trifenylotetrazoliowego (ang. tetrazolium 
chloride – TTC). Po 2 godz. inkubacji w  37°C odczytano 
zmianę zabarwienia roztworów, na podstawie której wyzna-
czono wartość minimalnego stężenia eradykującego biofilm 
(ang. minimum biofilm eradication concentration – MBEC). 
Redukcja bezbarwnego TTC do czerwonego formazanu 
oznaczała obecność żywych oraz aktywnych metabolicznie 
komórek bakterii. Badanie wykonano w 3 powtórzeniach.

OCENA ANTYBIOFILMOWEJ AKTYWNOŚCI M5%, 
M10% ORAZ TB WZGLĘDEM BIOFILMU MIESZANEGO 
ZA POMOCĄ ZMODYFIKOWANEJ METODY 
ANTIBIOFILM DRESSING ACTIVITY MEASUREMENT 
(A.D.A.M.)

Powyższa metoda A.D.A.M. została szczegółowo opisa-
na we wcześniejszej pracy autorów niniejszego manuskryp-
tu [13]. 48-godzinny biofilm mieszany (Pa+Sa) poddano 
24-godzinnej inkubacji ze związkami przeciwdrobnoustro-
jowymi. Następnie krążki agarowe zawierające biofilm 
przeniesiono do świeżych dołków płytki 24-dołkowej. Do 
dołków płytki wprowadzono 1 ml 0,1% roztworu saponiny 
i poddano wytrząsaniu w celu oddzielenia komórek tworzą-
cych biofilm od powierzchni agaru. Po zakończeniu wytrzą-
sania wykonano seryjne rozcieńczenia otrzymanej zawie-
siny w  roztworze soli fizjologicznej, a  100 μL rozcieńczeń 
rozprowadzono szklaną głaszczką po powierzchni płytek 
agarowych Columbia Agar oraz McConkey. Płytki inku-
bowano w temperaturze 37°C przez 24 godz. Po inkubacji 
policzono liczbę wyrosłych kolonii. Formuła używana do 
określenia poziomu redukcji biofilmu: 100% – (liczba cfu 
uzyskana z biofilmu traktowanego związkiem przeciwdrob-
noustrojowym/liczba cfu uzyskana z biofilmu nietraktowa-
nego związkiem przeciwdrobnoustrojowym) × 100%. Eks-
perymenty przeprowadzono w 3 powtórzeniach.
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OCENA PRZENIKALNOŚCI ZWIĄZKÓW 
PRZECIWBIOFILMOWYCH Z M5%, M10% ORAZ TB 
ZA POMOCĄ MIKROSKOPII KONFOKALNEJ

Analizę przeprowadzono z  wykorzystaniem 24-dołko-
wych płytek polistyrenowych (Nunc™ Lab-Tek™). Biofilmy 
poddane traktowaniu M5%, M10% lub TB 3-krotnie prze-
płukano ostrożnie roztworem jałowej soli fizjologicznej. 
Po zakończeniu przepłukiwania sól fizjologiczną usunięto, 
a do studzienek wprowadzono 1 ml mieszaniny barwników 
SYTO® 9 oraz jodku propidyny (PI) (LIVE/DEAD™ BacLi-
ght™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)) na czas wyno-
szący 15 min. w  temperaturze pokojowej, bez dostępu do 
światła. Po zakończonej inkubacji mieszaninę barwników 
usunięto z wykorzystaniem pipety automatycznej, zaś bio-
filmy poddano wizualizacji z wykorzystaniem mikroskopu 
konfokalnego Lumascope 720 z 20-krotnym powiększeniem 
obiektywu Olympus IPC. Zdjęcia zbierane były w przekroju 
poprzecznym struktury biofilmu, przy grubości (wysokości) 
warstwy wynoszącej 2 μm. Do oceny wybrano pola o grubo-
ści ~36 μm; zarejestrowano 18 warstw biofilmu. Zarejestro-
wane pole widzenia wynosiło 0,49 mm, a rozmiar ramki wy-
niósł 1200×1200 pikseli. Długości fali wzbudzenia/emisji dla 
SYTO® 9 i jodku propidyny wynosiły odpowiednio 480/500 
nm i 490/635 nm. Następnie obrazy zostały przetworzone 
do trójwymiarowych wizualizacji za pomocą oprogramo-
wania ImageJ (NIH, Bethesda). W celu uzyskania danych 
ilościowych dotyczących emisji światła pochodzącego od 
barwników SYTO® 9 oraz jodku propidyny również wy-
korzystano program ImageJ. Obraz konwertowany był do 
pliku 32-bitowego (prezentującego odcienie szarości), na-
stępnie rozłożony na pod-obrazy prezentujące poszczególne 
kanały fluorescencji. Intensywność (w odcieniach szarości) 
pikseli pochodzących z kanału fluorescencji czerwonej lub 
zielonej została zarejestrowana, przedstawiona w postaci pa-
rametru Mean Grey Value (MGV) i potraktowana jako es-
tymator liczby komórek wybarwionych barwnikiem SYTO® 

9 albo PI. MGV oznaczony był jako średnia intensywność 
wszystkich pikseli podzielona przez liczbę pikseli. Dla obra-
zów RGB zarejestrowanych do celów tej analizy MGV obli-
czono przez konwersję każdego piksela do skali szarości za 
pomocą równania: kolor szary = 0,299 × kolor czerwony + 
0,587 × kolor zielony + 0,114 × kolor niebieski. Dla każdej 
próbki zarejestrowano 24 obszary (ang. region of interest – 
ROI) z każdego kanału.

OCENA AKTYWNOŚCI PRZECIWBIOFILMOWEJ MAŚCI 
M5%, M10%, TB W MODELU BIOCELULOZOWYM

Zawiesina 2×105 CFU/mL Komagataeibacter xylinus uzy-
skana z 7-dniowej hodowli została wprowadzona do podło-
ża Herstina-Schramma zawierającego następujące składni-
ki: glukoza (2% w/v; POCH, Gliwice), ekstrakt drożdżowy 
(0,5% w/v; Graso, Starogard Gdański), Bacto-Pepton (0,5% 
w/v; Graso, Starogard Gdański), kwas cytrynowy (0,115% 
w/v; POCH, Gliwice), Na2HPO4 (0,27% w/v; POCH, Gliwi-
ce), MgSO4×7H2O (0,05% w/v; POCH, Gliwice) (2% w/v; 
Graso, Starogard Gdański) i etanol (1% v/v; POCH, Gliwi-
ce). Biosyntezę celulozy bakteryjnej (ang. bacterial cellulose 
– BC) przeprowadzono w  płytkach 24-dołkowych. Otrzy-
many nośnik BC w postaci walców o średnicy 18 mm został 
poddany lizie alkalicznej (w celu usunięcia komórek K. xyli-
nus) i dokładnemu przepłukaniu jałową wodą do uzyskania 
neutralnej wartości pH. Do tak przygotowanych nośników 
BC wprowadzono inoculum biofilmu mieszanego (Pa+Sa), 
a  cały układ poddano inkubacji przez 48 godz./37°C. Po 
upływie czasu inkubacji biofilm mieszany eksponowano na 
działanie 500 mg/mL M5%, M10% lub TB przez 24 godz. 
czasu kontaktowego. Następnie do dołków płytki wprowa-
dzono 1 ml 0,1% roztworu saponiny i poddano wytrząsa-
niu w  celu oddzielenia komórek tworzących biofilm od 
powierzchni agaru. Po zakończeniu wytrząsania wykonano 
seryjne rozcieńczenia otrzymanej zawiesiny w  roztworze 
soli fizjologicznej, zaś 100 μL rozcieńczeń rozprowadzono 

Ryc. 1. Udział procentowy [%] komórek S. aureus 
oraz P. aeruginosa w biofilmie mieszanym 
(Sa+Pa) w kolejnych dobach hodowli.
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szklaną głaszczką po powierzchni płytek agarowych Colum-
bia Agar oraz McConkey. Płytki inkubowano w temperatu-
rze 37°C przez 24 godz. Po inkubacji policzono liczbę wy-
rosłych kolonii. Formuła używana do określenia poziomu 
redukcji biofilmu: 100% – (liczba cfu uzyskana z  biofilmu 
traktowanego związkiem przeciwdrobnoustrojowym/liczba 
cfu uzyskana z biofilmu nietraktowanego związkiem prze-
ciwdrobnoustrojowym) × 100%. Eksperymenty przeprowa-
dzono w 3 powtórzeniach.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Oszacowanie istotności statystycznej uzyskanych wyni-
ków zostało przeprowadzone z  wykorzystaniem oprogra-
mowania GraphPad Prism, wersja 9. Normalność rozkładu 
oszacowano z  wykorzystaniem testu D’Agostino-Pearsona. 
Ze względu na to, że uzyskane wartości nie wykazywały 
cech rozkładu normalnego, w  obliczeniach wykorzystano 
test Kruskala-Walisa z  analizą post-hoc Dunneta. Wyniki 
uznawano jako istotne przy wartości p<0,05.

WYNIKI

Wśród 45 przebadanych szczepów gronkowca złociste-
go zidentyfikowano 1 izolat oporny na neomycynę (SA23, 
MIC=1 mg/L). W  przypadku bacytracyny zakres MIC 
względem gronkowców wynosił 0,25–32 mg/L. Najwyższą 
wartość stężenia hamującego wykazano dla szczepów SA7, 
SA22 oraz SA36 (32 mg/L). W przypadku izolatów pałeczek 
ropy błękitnej (n=45) zakres MIC polimyksyny A  wyno-
sił 0,5–128 mg/L. Najwyższe stężenie hamujące wykazano 
dla szczepu PA8 (128 mg/L). Do dalszych badań wybrano 
szczep SA23, SA36 oraz szczep PA8, które hodowano w po-
staci biofilmu mieszanego przez 24–96 godz. Skład procen-
towy komórek S. aureus oraz P. aeruginosa, określany za po-
mocą posiewów ilościowych w kolejnych dobach hodowli, 
przedstawiono na Ryc. 1.

Do dalszych analiz wykorzystano 48-godzinny biofilm 
mieszany (Pa+Sa) o  składzie procentowym wynoszącym 
73,7% (pałeczka ropy błękitnej), 26,3% (gronkowiec zło-
cisty) ±10,5%. Biofilm mieszany cechował się wysoką tole-
rancją względem neomycyny oraz polimyksyny A  (poten-
cjalne wartości hamujące wzrostu znajdowały się powyżej 
mierzalnego zakresu stężeń), natomiast minimalne stężenie 
bacytracyny, hamujące wzrost komponenty gronkowcowej 
biofilmu mieszanego, wynosiło 128 mg/L. 48-godzinny bio-
film mieszany (Pa+Sa) traktowano zatem jako społeczność 
drobnoustrojów oporną/wykazującą istotnie podwyższoną 
tolerancję na składniki przeciwdrobnoustrojowe maści TB. 
Następnie dokonano oceny aktywności M5%, M10% oraz 
TB względem biofilmu mieszanego (Pa+Sa) z wykorzysta-
niem zmodyfikowanej metody A.D.A.M. (Ryc. 2).

Uzyskane wyniki wskazują, że poziom redukcji badanego 
biofilmu mieszanego (Pa+Sa) był porównywalny po zasto-
sowaniu maści TB lub M5%, natomiast zastosowanie maści 
M10% prowadziło do istotnie wyższego poziomu reduk-
cji biofilmu mieszanego niż maści M5% lub TB (p<0,05). 
W kolejnym etapie doświadczenia oszacowano zdolność do 
przenikania komponentów aktywnych M5%, M10% oraz 
TB przez warstwy biofilmu (począwszy od warstwy szczy-
towej do warstwy podstawnej, stykającej się z powierzchnią 
płytki polistyrenowej) (Ryc. 3). 

Uzyskane wyniki wskazują wyższą zdolność maści M10% 
niż M5% do penetracji przez warstwy biofilmu oraz nisz-
czenia tworzących je komórek. Z kolei zdolność do penetra-
cji i niszczenia komórek tworzących poszczególne warstwy 
biofilmu zmierzona dla maści M5% oraz TB cechowała się 
zbliżonymi wartościami. W przypadku maści M10% zaob-
serwowano najwyższą zdolność do eliminacji komórek po-
łożonych w najniższej, podstawnej warstwie biofilmu w po-
równaniu z  maścią M5% lub TB (zmniejszenie względnej 
liczby komórek żywych w porównaniu do biofilmu kontrol-
nego wynosiło 29% vs. 22% vs. 20%, odpowiednio). Wizuali-
zację biofilmu mieszanego (Pa+Sa) poddanego aktywności 
maści 5%, 10%, TB lub niepoddanego działaniu związków 
przeciwdrobnoustrojowych (C+) przedstawiono na Ryc. 4.

W skład biofilmu mieszanego (Pa+Sa) wchodziła subpo-
pulacja komórek martwych (bądź uszkodzonych), wybar-
wionych na kolor czerwony/pomarańczowy, oraz komórki 
żywe (nieuszkodzone), barwiące się na kolor zielony. Wpro-
wadzenie do biofilmu maści M10%, M5% lub TB przekłada-
ło się na istotny wzrost sygnału pochodzącego od komórek 
martwych (uszkodzonych), był on silniejszy w  przypadku 

Ryc. 2. Redukcja badanego biofilmu mieszanego po ekspozycji na M5%, 
M10% lub TB. Czerwona linia wskazuje wartość aktywności metabolicznej 
biofilmu niepoddanego ekspozycji na M5%, M10% lub TB (brak redukcji, 
100% wzrost). Pary liter a/b oraz b/c wskazują na istotność statystyczną 
różnic w redukcji (p<0,05).
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Ryc. 3. Przenikalność/aktywność bójcza maści M5%, M10%, TB przez biofilm mieszany. Oś Y: warstwy biofilmu (grubość warstwy = 2 μm, łącznie 36 μm). 
Warstwa 1: szczytowa. Warstwa 18: dolna. Dla każdej warstwy zaznaczono stosunek [%] komórek żywych (kolor zielony) do komórek martwych (kolor 
czerwony). Wybarwienie komórek wykonano z wykorzystaniem mieszaniny Filmtracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit (SYTO® 9: jodek propidyny). 
C+: biofilm niepoddany aktywności środków przeciwdrobnoustrojowych. M5%, M10% – maści zawierające formułę kwasów żywicznych w stężeniu 5% 
lub10%, odpowiednio; TB – maść zawierająca neomycynę, bacytracynę oraz polimyksynę A.

maści M10% niż TB. W kolejnym doświadczeniu, z wyko-
rzystaniem modelu biocelulozowego, oszacowano liczbę 
komórek [%] w biofilmie mieszanym (Pa+Sa), przetrwałych 
traktowanie maściami M10%, M5% lub TB (Ryc. 5). 

Uzyskane wyniki wskazują na istotnie wyższą zdolność 
maści M10% do eradykacji biofilmu mieszanego (Pa+Sa) 
w  porównaniu do maści M5% oraz TB. 24-godzinna eks-
pozycja biofilmu mieszanego na maść M10% prowadziła do 
eradykacji około 90% komórek tworzących biofilm, podczas 
gdy ekspozycja biofilmu mieszanego na maści M5% lub TB 
skutkowała eradykacją na poziomie 60–70%. 

DYSKUSJA

Stosowanie maści zawierającej antybiotyk bądź antybio-
tyki do leczenia infekcji ran trudno gojących się obarczone 
jest ryzykiem wykształcenia przez mikroorganizmy toleran-
cji, a następnie oporności na wyżej wzmiankowane środki 
przeciwdrobnoustrojowe. Do tego niepożądanego efektu 
dochodzi m.in. poprzez uwalnianie się z maści antybiotyków 

w stężeniach poniżej wartości MIC. Przedłużająca się eks-
pozycja mikroorganizmów na podprogowe stężenie anty-
biotyku (sub-MIC) prowadzić może do indukcji oporności 
krzyżowej, skutkującej rozwojem wielolekooporności [11]. 
Co więcej, występujące w  ranie przewlekłej biofilmy mie-
szane cechują się wysoką tolerancją na antybiotyki, co za-
wdzięczają obecności macierzy biofilmowej, zróżnicowanej 
aktywności metabolicznej oraz wysokiemu zagęszczeniu 
przestrzennemu komórek (ułatwiającemu wymianę genów 
oporności). Stąd stosowanie maści antybiotykowych nie jest 
zalecane w  aktualnych wytycznych leczenia ran przewle-
kłych [2].

Maści M5% oraz M10%, oceniane w niniejszym badaniu, 
nie zawierają w swym składzie pojedynczego związku prze-
ciwdrobnoustrojowego, tylko zróżnicowane, występujące na-
turalnie w drzewach iglastych (świerkach norweskich) kwa-
sy żywiczne. Należą one do grupy związków chemicznych,  
określanych mianem diterpenów. Kwasy żywiczne wykazują 
charakter zarówno hydrofobowy, jak i hydrofilowy, co tłuma-
czy ich częściową rozpuszczalność w wodzie. W skład żywi-
cy świerkowej wchodzą: kwas abietynowy, neoabietynowy, 
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Ryc. 4. Biofilm mieszany, znakowany 
mieszaniną barwników Filmtracer™ LIVE/
DEAD™ Biofilm Viability Kit (SYTO® 9: jodek 
propidyny). C+: biofilm nietraktowany 
środkami przeciwdrobnoustrojowymi. M5%, 
M10%, TB – biofilm traktowany maściami 
M5% lub M10% lub TB, odpowiednio. Kolor 
zielony – komórki żywe/nieuszkodzone; kolor 
czerwony/pomarańczowy – komórki martwe/
uszkodzone na skutek aktywności M5% lub 
M10% lub TB. 

Ryc. 5. Redukcja badanego biofilmu mieszanego po ekspozycji na 500 
mg/mL M5%, M10% lub TB w modelu biocelulozowym. Czerwona 
linia wskazuje liczbę komórek biofilmu niepoddanego ekspozycji na 
M5%, M10% oraz TB (brak redukcji, 100% wzrost). Pary liter a/b oraz b/c 
wskazują na istotność statystyczną różnic (p<0,05). 
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Za pomocą Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej wy-
kazano, że drobnoustroje poddane działaniu kwasów żywicz-
nych cechują się zaburzoną morfologią i  funkcjonalnością 
ścian komórkowych, prowadzącą do przerwania ciągłości tej 
struktury, a w efekcie do wypływu cytoplazmy z komórki i jej 
śmierci [16]. Mechanizm aktywności przeciwdrobnoustrojo-
wej kwasów żywicznych przypomina zatem mechanizm ak-
tywności takich nowoczesnych antyseptyków, jak poliheksa-
nidyna [17]. Jednocześnie, biorąc pod uwagę zróżnicowanie 
w  budowie chemicznej kwasów żywicznych wchodzących 
w skład maści, należy założyć, że ryzyko rozwinięcia wzglę-
dem nich tolerancji przez drobnoustroje jest znikome. 

W niniejszym badaniu do celów eksperymentalnych utwo-
rzono w warunkach in vitro biofilm mieszany P. aeruginosa + 
S. aureus, cechujący się tolerancją na bacytracynę, neomycy-
nę i polimyksynę A (Ryc. 1, 2). Maść zawierająca 10% ekstrakt 
kwasów żywicznych (M10%) charakteryzowała się istotnie 
wyższą aktywnością przeciwbiofilmową oraz zdolnością do 
penetracji przez biofilm mieszany niż maść antybiotykowa 
(Ryc. 3, 4). Ta ostatnia cecha ma istotne znaczenie, ponieważ 
znacząco osłabia integralność fizyczną biofilmu i może pro-
wadzić do defragmentacji tej struktury, a w efekcie do sku-
teczniejszej jej eradykacji. Jakkolwiek uzyskane wyniki wska-
zują na częściową zdolność biofilmu mieszanego (Pa+Sa) do 
przetrwania 24-godzinnej ekspozycji na zastosowane maści, 
niezależnie od użytego modelu doświadczalnego (w  tym 
modelu biocelulozowego, w  którym biofilm tworzy się na 
porowatej, nierównej powierzchni przypominającej tkankę), 

dehydroabietynowy, p-kumarowy, pimarowy, izopimarowy, 
lewopimarowy, sandrakopimarowy, palustrowy, a  także li-
gnany: pinorezynol, matairezynol, larikirezynol [6]. Bada-
nia przeprowadzone w ostatnich latach wskazują na wysoką 
aktywność przeciwdrobnoustrojową, w  tym przeciwbiofil-
mową, wyżej wymienionych kwasów względem m.in. takich 
patogenów, jak Streptococcus mutans, Escherichia coli czy Clo-
stridium perfringens [7, 9, 10]. Z kolei lignany charakteryzują 
się silną aktywnością przeciwutleniającą [15].

C+

M10%

M5%

TB
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poziom redukcji liczby komórek tworzących biofilm był istot-
nie wyższy, gdy stosowano maść M10% niż maść TB [12].

Kwasy żywiczne służą drzewom do zabezpieczania przed 
drobnoustrojami nieciągłości strukturalnych, będących 
odpowiednikami ran u  człowieka. Wykorzystywane były 
do leczenia infekcji ran już przez społeczeństwa pierwotne 
[10]. W czasach obecnych wykorzystywanie i naśladowanie 
procesów naturalnych w ściśle kontrolowanych warunkach 
doświadczalnych nosi miano mimetyzmu. Ta prężnie roz-
wijająca się koncepcja naukowa bazuje na przekonaniu, że 
organizmy żywe przez miliony lat udoskonalały odpowiedź 
na poszczególne bodźce, a naśladowanie wzorców tych od-
powiedzi przekłada się na istotną korzyść (w tym przypad-
ku dla pacjenta). Biofilm tworzony przez drobnoustroje jest 
strukturą zmienną i reaktywną, zdolną do relatywnie szyb-
kiej adaptacji do pojedynczego czynnika stresowego, jakim 
jest obecność antybiotyku. W znacznie mniejszym stopniu 
jest on natomiast w  stanie przetrwać w  obecności (w  tym 
samym czasie) kilkunastu związków o  szerokim spektrum 
aktywności przeciwdrobnoustrojowej, obecnych w badanej 
maści zawierającej formułę kwasów żywicznych i lignanów.

Biorąc pod uwagę przedstawione w niniejszej pracy wy-
niki in vitro, można zatem przyjąć, że zastosowanie maści 
zawierającej kwasy żywiczne przekłada się w  warunkach 
klinicznych nie tylko na wysoki poziom eradykacji biofilmu 
z rany, ale także na niskie ryzyko rozwoju oporności drob-
noustrojów, a co za tym idzie niższe koszty leczenia i istotną 
poprawę stanu zdrowia pacjentów.

WNIOSKI

1. M10% cechuje się istotnie wyższą aktywnością prze-
ciwdrobnoustrojową (przeciwbiofilmową) niż M5% 
oraz TB. Maść M5% cechuje się porównywalną aktyw-
nością przeciwdrobnoustrojową (przeciwbiofilmową) 
do maści TB. 

2. Przenikalność komponentów aktywnych maści M10% 
przez biofilm mieszany P. aeruginosa + S. aureus, 
prowadząca do redukcji liczby żywych komórek, jest 
wyższa w porównaniu do maści M5% oraz TB. Prze-
prowadzone badania wykazały również odmienne 
modele przenikania komponentów aktywnych maści 
M10% oraz M5%, w porównaniu do maści TB, przez 
biofilm mieszany P. aeruginosa + S. aureus. Zdolność 

do przenikania komponentów aktywnych maści M5% 
oraz M10% do podstawnych warstw biofilmu jest wyż-
sza w porównaniu do zdolności przenikania antybio-
tyków będących składnikami aktywnymi maści TB. 

KONFLIKT INTERESÓW: nie zgłoszono.
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