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OCENA SKUTECZNOSCI MASCI SUTRIHEAL® FORTE 10%
WZGLEDEM TWORZONEGO PRZEZ PSEUDOMONAS AERUGINOSA
| STAPHYLOCOCCUS AUREUS BIOFIMU MIESZANEGO O WYSOKIEJ

TOLERANCJI NA BACYTRACYNE, NEOMYCYNE | POLIMYKSYNE A

EFFICACY ASSESSMENT OF SUTRIHEAL® FORTE 10% AGAINST PSEUDOMONAS AERUGINOSA
AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS MIXED BIOFILM DISPLAYING HIGH TOLERANCE TO BACITRACIN,

NEOMYCIN AND POLYMYXIN B

STRESZCZENIE: Wstep Antybiotykooporne drobnoustroje tworzace biofilm wywotujg po-
wazne infekcje zagrazajace zdrowiu i zyciu milionéw pacjentéw na catym swiecie. Nowo-
czesne wytyczne leczenia ran trudno gojacych sie zalecaja stosowanie do zwalczania biofi-
mow miejscowo dziatajacych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych. Cel W niniejszej pracy
podjeto prébe oceny aktywnosci masci zawierajacej 10% formulacje kwaséw zywicznych
(diterpendw) przeciwko biofilmowi mieszanemu tworzonemu przez Pseudomonas aerugino-
sa i Staphylococcus aureus. Materiat i metody Jako substancje poréwnawcze wykorzystano
mas¢ zawierajacg formulacje w stezeniu 5% oraz mas¢ zawierajgca bacytracyne, neomycyne
i polimyksyne B. Wyniki Uzyskane wyniki wskazujg na istotnie wyzsza skuteczno$¢ masci za-
wierajacej 10% formulacje kwaséw zywicznych w eradykacji biofilmu mieszanego, a takze
penetracji przez jego warstwy, niz pozostatych masci. Wnioski Biorac pod uwage przedsta-
wione wyniki, mozna przyja¢, ze zastosowanie masci zawierajacej kwasy zywiczne przektada
sie w warunkach klinicznych na wysoki poziom eradykacji biofilmu z rany oraz na niskie ryzy-
ko rozwoju opornosci drobnoustrojow.

SEOWA KLUCZOWE: bacytracyna, biofilm mieszany Pseudomonas aeruginosa i Staphylococ-
cus aureus, kwasy zywiczne, lignany, mas¢, 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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WSTEP

Wyniki przeprowadzonej w 204 krajach analizy wykazaly,
ze na skutek zakazen wywolanych przez bakterie antybiotyko-
oporne rocznie umiera 4,95 milionéw oséb. Za $mier¢ niemal
miliona z nich (929000) odpowiada 6 gatunkéw antybioty-
koopornych drobnoustrojéw: Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae oraz Acinetobacter baumannii [1].

Kolejnym, poza antybiotykoopornoécia, czynnikiem prze-
kfadajacym si¢ na niepowodzenia terapeutyczne jest tworze-
nie przez drobnoustroje struktur okreslanych mianem biofil-
mu. Ta osiadla spolecznos¢ komdrkowa otoczona jest przez
polimerowg macierz (ang. matrix), w sktad ktérej wchodza
cukry, bialka, kwas nukleinowy, zniszczone komérki krwi lub
wszystkie z wyzej wymienionych elementéw jednocze$nie
[8]. Macierz biofilmowa pelni funkcje ochronne, odzywcze,
stanowi $rodowisko wymiany genéw kodujacych opornosé
wzgledem $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych, rdéznicuje
aktywno$¢ metaboliczng oraz zapewnia integralnos¢ spofecz-
nosci komorek w biofilmie [4]. Na skutek przestrzennych,
metabolicznych oraz fizjologicznych uwarunkowan, bedacych
efektem obecnos$ci macierzy, komorki w biofilmie cechuja si¢
istotnie wyzsza tolerancja na $rodki przeciwdrobnoustrojowe
(np. antybiotyki i antyseptyki) w poréwnaniu do tzw. komorek
niezadherowanych (wolno-plywajacych, planktonicznych)
[5]. Biofilmy wywolujg m.in. zakazenia skory i ran trudno go-
jacych sie, kosci, pluc, ukladu krwiono$nego, pokarmowego
oraz moczowego, a ich obecno$¢ zwiazana jest z przewleklym
stanem zapalnym i postepujacg destrukejg tkanek [18].

W ranach trudno gojacych sie (przewlektych) wyste-
puje gtéwnie biofilm mieszany, w sktad ktérego wchodzi
od dwodch do nawet kilkunastu gatunkéw drobnoustrojow.
Wraz z uplywem czasu dochodzi migdzy nimi do ustalenia
sie stanu dynamicznej réwnowagi, w ktorej jeden z gatun-
kéw zaczyna dominowaé (w aspekcie liczby komoérek) nad
pozostatymi. Do gatunkéw charakteryzujacych sie wysoka
zdolnoscig do dominacji w obrebie konsorcjum biofilmo-
wego naleza m.in. Pseudomonas aeruginosa oraz Staphy-
lococcus aureus. Ich obecnoé¢ w ranie przewleklej prowa-
dzi¢ moze do rozprzestrzenienia si¢ zakazenia, a w efekcie
do powaznych konsekwencji zdrowotnych lub nawet do
$mierci pacjenta [14]. Zgodnie z koncepcja ekwiwalentnej
grupy patogenicznej kazdy drobnoustr6j wnosi do biofil-
mu mieszanego cechy wlasne o najwyzszej zjadliwosci, co
przektada sie na podwyzszong (w poréwnaniu do biofilméw
jednogatunkowych) zdolnoé¢ do przetrwania i namnazania
sie¢ w $rodowisku rany. Dotyczy to réwniez opornoéci na
stosowane w terapii antybiotyki. Obecnie algorytmy lecze-
nia ran przewlektych zalecaja stosowanie antybiotykoterapii
systemowej, natomiast w leczeniu miejscowym - interwen-
cje chirurgiczng, uzycie antyseptykéw, lawaseptykéw oraz
aktywnych przeciwdrobnoustrojowo opatrunkéw [2].

Srodki antyseptyczne stosowane do leczenia ran przewle-
ktych zagrozonych lub objetych procesem infekcyjnym wy-
wolanym przez biofilmy powinny cechowac¢ si¢ m.in. szero-
kim spektrum aktywnosci (wzgledem jak najwyzszej liczby
gatunkéw drobnoustrojéw) oraz by¢ zdolne do penetracji
przez macierz biofilmowsa — by dotrze¢ do komérek potozo-
nych w najnizszych (podstawnych) warstwach tej struktury,
doprowadzi¢ do ich eradykacji i zapobiec odtworzeniu (lub
przynajmniej szybkiemu odtworzeniu) biofilmu.

Jedna z postaci leku/wyrobu medycznego zawierajacego
zwiazki przeciwdrobnoustrojowe, przeznaczong do stoso-
wania na skore i rany, s3 masci. Okreslone z nich zawie-
rajg antybiotyk (lub antybiotyki) i w $wietle istniejacych
wytycznych nie powinny by¢ wykorzystywane w leczeniu
zainfekowanych ran przewleklych, natomiast inne formu-
lacje zawieraja zwiazki antyseptyczne o szerokim spektrum
dzialania [2]. We wczesniej opublikowanej pracy autorzy
wykazali, ze mas¢ zawierajaca 5% formulacje kwasow zy-
wicznych i lignanéw, uzyskang ze $wierku norweskiego,
cechuje sie wysoka aktywno$cig wzgledem biofilméw jed-
nogatunkowych S. aureus lub P. aeruginosa oraz brakiem
efektu cytotoksycznego w okreslonych stezeniach wzgle-
dem linii komdrek odpowiedzialnych za gojenie si¢ rany
(fibroblastéw i keratynocytow) [3]. Celem niniejszej pracy
byta za$ ocena aktywno$ci przeciwbiofilmowej nowej, 10%
formulacji kwasow zywicznych i lignanéw w pordéwnaniu
do 5% formulacji oraz do masci zawierajacej bacytracyne,
neomycyne i polimyksyne B. W badaniu wykorzystano bio-
film mieszany, tworzony przez P. aeruginosa oraz S. aureus,
a ocenie za pomocg adekwatnych modeli do$wiadczalnych
poddano nie tylko zdolnos¢ masci do eradykacji komoérek
bakteryjnych, ale takze zdolno$¢ zwigzkéw przeciwdrob-
noustrojowych, wchodzacych w sktad masci, do penetracji
przez warstwy biofilmu.

MATERIAL | METODY

SZCZEPY BAKTERYJNE

Szczepy bakteryjne poddane badaniu pochodzily z ko-
lekeji Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.
Analizami objeto:

1. 45 klinicznych metycylinoopornych szczepow Staphy-
lococcus aureus [SA1-S45] izolowanych z owrzodzen
goleni.

2. 45 Kklinicznych szczepdw Pseudomonas aeruginosa
[PA1-PA45] o opornosci na cefepim, ceftazydyne,
imipenem, meropenem, ciprofloksacyne, lewofloksa-
cyne, gentamycyne, izolowanych z owrzodzen goleni
oraz odlezyn.
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W badaniu zastosowano mas$¢ SutriHeal® Forte 5% (zwa-
ng dalej M5%), mas¢ SutriHeal® Forte 10% (zwang dalej
M10%) oraz mas¢ Tribiotic® (zwana dalej TB), zawierajaca
neomycyne, bacytracyne oraz polimyksyne A. W badaniu
zastosowano réwniez czyste chemicznie postaci neomycyny,
bacytracyny oraz polimyksyny A.

OKRESLENIE MIC BADANYCH SZCZEPOW
BAKTERYJNYCH WZGLEDEM WYBRANYCH
ANTYBIOTYKOW

Okre$lenie minimalnego stezenia hamujacego (ang.
minimum inhibitory concentration — MIC) bacytracyny
oraz neomycyny wzgledem szczepéw gronkowcoéw zlo-
cistych oraz polimyksyny B wzgledem szczepéw paleczki
ropy blekitnej przeprowadzono z wykorzystaniem metody
mikrotitracyjnej w plytce 96-dotkowej, zgodnie z wytycz-
nymi EUCAST. Z 24-godzinnej hodowli w podtozu plyn-
nym przygotowano zawiesine bakterii w soli fizjologicznej
o gestosci 0,5 ME, ktora nastepnie rozcieficzono 1000-krot-
nie w plynnej pozywce Muller-Hinton (M-H). W dotkach
plytki 96-dotkowej przygotowano seryjne rozcienczenia
bacytracyny, neomycyny lub polimyksyny B. Do dotkow
plytki wprowadzono po 100 uL uprzednio przygotowanej
zawiesiny bakteryjnej. Kontrole wzrostu stanowila zawie-
sina bakteryjna niepoddana aktywnos$ci $rodkéw przeciw-
drobnoustrojowych; kontrole jalowosci — sterylne medium
pozbawione drobnoustrojow. Ukltad eksperymentalny inku-
bowano w temperaturze 35°C/18 godz. Ocene¢ aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej oznaczono za pomocg dwoch
metod (turbidometrycznie — z wykorzystaniem spektro-
metru oraz kolorymetrycznie - wykorzystujac 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 PAS.
Inoculum 10° cfu/mL kazdego ze szczepéw wprowadzono
w objetosci 0,75 mL do dotkéw plytki 24-dotkowej. Drob-
noustroje hodowano przez 24, 48, 72, 96 godz. w tempera-
turze 37°C w plynnej pozywce - bulion tryptozowo-sojowy
(TSB). Co 24 godz. z dotkéw plytki 24-dotkowej usuwano
medium, wprowadzano do nich 1 mL 0,5% saponiny oraz
poddawano intensywnemu wytrzgsaniu mechanicznemu na
wytrzasarce Schutten. Nastepnie 100 pL zawiesiny zawie-
rajacej bakterie przenoszono do probéwek zawierajacych
0,9% NaCl i wykonywano szereg rozcieficzen. 100 pL kazde-
go rozcienczenia wysiewano na plytke Columbia Agar oraz
McConkey i rozprowadzano glaszczka po ich powierzchni.
Plytki inkubowano 24 godz./37°C, a po czasie inkubacji
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zliczono wyroste kolonie gronkowcéw oraz palteczek ropy
blekitnej. Skiad ilosciowy komoérek poszczegolnych gatun-
kow tworzacych biofilm potwierdzono w 3 powtdrzeniach.

OKRESLENIE METODA MIKROROZCIENCZEN MBEC
NEOMYCYNY, BACYTRACYNY ORAZ POLIMYKSYNY
A WZGLEDEM BIOFILMU MIESZANEGO (SA+PA)

Biofilm mieszany (Pa+Sa) przygotowano tak, jak opisano
powyzej. Do wszystkich dotkéw plytki zawierajacej biofilm
wprowadzono 100 ul $wiezego podioza M-H, a nastepnie
seryjne rozcienczenia badanych zwiazkéw przecidrobno-
ustrojowych. Dotek nr 11 plytki stanowit kontrole jatowosci
badania (napelniono go jalowa pozywka — M-H), za$ dotek
nr 12 kontrole dodatnig badania (zawieral biofilm miesza-
ny niepoddany dzialaniu $rodkéw przeciwdrobnoustrojo-
wych). Plytki inkubowano 24 godz. w temperaturze 37°C.
Po uplywie czasu inkubacji do plytek dodano 10 pl 0,5%
chlorku 2, 3, 5-trifenylotetrazoliowego (ang. tetrazolium
chloride - TTC). Po 2 godz. inkubacji w 37°C odczytano
zmiang zabarwienia roztwordw, na podstawie ktdrej wyzna-
czono warto$¢ minimalnego stezenia eradykujacego biofilm
(ang. minimum biofilm eradication concentration - MBEC).
Redukcja bezbarwnego TTC do czerwonego formazanu
oznaczala obecno$¢ zywych oraz aktywnych metabolicznie
komorek bakterii. Badanie wykonano w 3 powtdrzeniach.

OCENA ANTYBIOFILMOWEJ AKTYWNOSCI M5%,
M10% ORAZ TB WZGLEDEM BIOFILMU MIESZANEGO
LA POMOCA ZMODYFIKOWANEJ METODY
ANTIBIOFILM DRESSING ACTIVITY MEASUREMENT
(A.D.AM.)

Powyzsza metoda A.D.A.M. zostala szczegdtowo opisa-
na we wczeéniejszej pracy autor6w niniejszego manuskryp-
tu [13]. 48-godzinny biofilm mieszany (Pa+Sa) poddano
24-godzinnej inkubacji ze zwiazkami przeciwdrobnoustro-
jowymi. Nastepnie krazki agarowe zawierajace biofilm
przeniesiono do $wiezych dotkéw plytki 24-dotkowej. Do
dotkéw plytki wprowadzono 1 ml 0,1% roztworu saponiny
i poddano wytrzasaniu w celu oddzielenia komorek tworza-
cych biofilm od powierzchni agaru. Po zakonczeniu wytrza-
sania wykonano seryjne rozcienczenia otrzymanej zawie-
siny w roztworze soli fizjologicznej, a 100 uL rozcienczen
rozprowadzono szklana glaszczka po powierzchni plytek
agarowych Columbia Agar oraz McConkey. Plytki inku-
bowano w temperaturze 37°C przez 24 godz. Po inkubacji
policzono liczbe wyrostych kolonii. Formufa uzywana do
okreslenia poziomu redukcji biofilmu: 100% - (liczba cfu
uzyskana z biofilmu traktowanego zwiazkiem przeciwdrob-
noustrojowym/liczba cfu uzyskana z biofilmu nietraktowa-
nego zwiagzkiem przeciwdrobnoustrojowym) x 100%. Eks-
perymenty przeprowadzono w 3 powtdrzeniach.
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OCENA PRZENIKALNOSCI ZWIAZKOW
PRZECIWBIOFILMOWYCH Z M5%, M10% ORAZ TB
LA POMOCA MIKROSKOPII KONFOKALNEJ

Analize przeprowadzono z wykorzystaniem 24-dotko-
wych plytek polistyrenowych (Nunc™ Lab-Tek™). Biofilmy
poddane traktowaniu M5%, M10% lub TB 3-krotnie prze-
plukano ostroznie roztworem jalowej soli fizjologiczne;.
Po zakonczeniu przeplukiwania sol fizjologiczng usunieto,
a do studzienek wprowadzono 1 ml mieszaniny barwnikéw
SYTO® 9 oraz jodku propidyny (PI) (LIVE/DEAD™ BacLi-
ght™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)) na czas wyno-
szacy 15 min. w temperaturze pokojowej, bez dostepu do
$wiatla. Po zakonczonej inkubacji mieszanine barwnikéw
usunieto z wykorzystaniem pipety automatycznej, za$ bio-
filmy poddano wizualizacji z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego Lumascope 720 z 20-krotnym powigkszeniem
obiektywu Olympus IPC. Zdjecia zbierane byly w przekroju
poprzecznym struktury biofilmu, przy grubosci (wysokosci)
warstwy wynoszacej 2 um. Do oceny wybrano pola o grubo-
$ci ~36 pm; zarejestrowano 18 warstw biofilmu. Zarejestro-
wane pole widzenia wynosilo 0,49 mm, a rozmiar ramki wy-
nidst 1200x1200 pikseli. Diugosci fali wzbudzenia/emisji dla
SYTO® 9 i jodku propidyny wynosity odpowiednio 480/500
nm i 490/635 nm. Nastepnie obrazy zostaly przetworzone
do tréjwymiarowych wizualizacji za pomocg oprogramo-
wania Image] (NIH, Bethesda). W celu uzyskania danych
ilosciowych dotyczacych emisji $wiatta pochodzacego od
barwnikéw SYTO® 9 oraz jodku propidyny réwniez wy-
korzystano program Image]. Obraz konwertowany byt do
pliku 32-bitowego (prezentujacego odcienie szarosci), na-
stepnie roztozony na pod-obrazy prezentujace poszczegélne
kanaty fluorescencji. Intensywnos$¢ (w odcieniach szaro$ci)
pikseli pochodzacych z kanatu fluorescencji czerwonej lub
zielonej zostala zarejestrowana, przedstawiona w postaci pa-
rametru Mean Grey Value (MGV) i potraktowana jako es-
tymator liczby komoérek wybarwionych barwnikiem SYTO®

9 albo PI. MGV oznaczony byl jako $rednia intensywnosé¢
wszystkich pikseli podzielona przez liczbe pikseli. Dla obra-
26w RGB zarejestrowanych do celéw tej analizy MGV obli-
czono przez konwersje kazdego piksela do skali szarosci za
pomoca réwnania: kolor szary = 0,299 x kolor czerwony +
0,587 x kolor zielony + 0,114 x kolor niebieski. Dla kazdej
probki zarejestrowano 24 obszary (ang. region of interest —
ROI) z kazdego kanatu.

OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWBIOFILMOWE]J MASCI
M5%, M10%, TB W MODELU BIOCELULOZOWYM

Zawiesina 2x10° CFU/mL Komagataeibacter xylinus uzy-
skana z 7-dniowej hodowli zostata wprowadzona do podto-
za Herstina-Schramma zawierajacego nastepujace skladni-
ki: glukoza (2% w/v; POCH, Gliwice), ekstrakt drozdzowy
(0,5% w/v; Graso, Starogard Gdanski), Bacto-Pepton (0,5%
w/v; Graso, Starogard Gdanski), kwas cytrynowy (0,115%
w/v; POCH, Gliwice), Na,HPO, (0,27% w/v; POCH, Gliwi-
ce), MgSO x7H,0 (0,05% w/v; POCH, Gliwice) (2% w/v;
Graso, Starogard Gdanski) i etanol (1% v/v; POCH, Gliwi-
ce). Biosynteze celulozy bakteryjnej (ang. bacterial cellulose
- BC) przeprowadzono w plytkach 24-dotkowych. Otrzy-
many noénik BC w postaci walcéw o $rednicy 18 mm zostal
poddany lizie alkalicznej (w celu usuniecia komorek K. xyli-
nus) i dokladnemu przeptukaniu jalowg wodg do uzyskania
neutralnej wartoéci pH. Do tak przygotowanych no$nikow
BC wprowadzono inoculum biofilmu mieszanego (Pa+Sa),
a caly uklad poddano inkubacji przez 48 godz./37°C. Po
uplywie czasu inkubacji biofilm mieszany eksponowano na
dziatanie 500 mg/mL M5%, M10% lub TB przez 24 godz.
czasu kontaktowego. Nastepnie do dotkéw plytki wprowa-
dzono 1 ml 0,1% roztworu saponiny i poddano wytrzasa-
niu w celu oddzielenia komérek tworzacych biofilm od
powierzchni agaru. Po zakonczeniu wytrzasania wykonano
seryjne rozcienczenia otrzymanej zawiesiny w roztworze
soli fizjologicznej, za$ 100 L rozcienczen rozprowadzono

Ryc. 1. Udziat procentowy [%] komorek S. aureus  100%

oraz R aeruginosa w  biofilmie mieszanym

(Sa+Pa) w kolejnych dobach hodowli. 0%
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szklang glaszczka po powierzchni plytek agarowych Colum-
bia Agar oraz McConkey. Plytki inkubowano w temperatu-
rze 37°C przez 24 godz. Po inkubacji policzono liczbe wy-
rostych kolonii. Formula uzywana do okreslenia poziomu
redukeji biofilmu: 100% - (liczba cfu uzyskana z biofilmu
traktowanego zwigzkiem przeciwdrobnoustrojowym/liczba
cfu uzyskana z biofilmu nietraktowanego zwigzkiem prze-
ciwdrobnoustrojowym) x 100%. Eksperymenty przeprowa-
dzono w 3 powtérzeniach.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Oszacowanie istotnosci statystycznej uzyskanych wyni-
kow zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem oprogra-
mowania GraphPad Prism, wersja 9. Normalno$¢ rozkladu
oszacowano z wykorzystaniem testu D’Agostino-Pearsona.
Ze wzgledu na to, ze uzyskane wartoéci nie wykazywaly
cech rozkladu normalnego, w obliczeniach wykorzystano
test Kruskala-Walisa z analizg post-hoc Dunneta. Wyniki
uznawano jako istotne przy wartosci p<0,05.

WYNIKI

Wisrod 45 przebadanych szczepow gronkowca ztociste-
go zidentyfikowano 1 izolat oporny na neomycyne (SA23,
MIC=1 mg/L). W przypadku bacytracyny zakres MIC
wzgledem gronkowcéw wynosit 0,25-32 mg/L. Najwyzsza
warto$¢ stezenia hamujacego wykazano dla szczepdéw SA7,
SA22 oraz SA36 (32 mg/L). W przypadku izolatéw pateczek
ropy blekitnej (n=45) zakres MIC polimyksyny A wyno-
sif 0,5-128 mg/L. Najwyzsze stezenie hamujace wykazano
dla szczepu PA8 (128 mg/L). Do dalszych badan wybrano
szczep SA23, SA36 oraz szczep PA8, ktére hodowano w po-
staci biofilmu mieszanego przez 24-96 godz. Sktad procen-
towy komorek S. aureus oraz P. aeruginosa, okreslany za po-
moca posiewow ilosciowych w kolejnych dobach hodowli,
przedstawiono na Ryc. 1.

Do dalszych analiz wykorzystano 48-godzinny biofilm
mieszany (Pa+Sa) o skfadzie procentowym wynoszacym
73,7% (paleczka ropy biekitnej), 26,3% (gronkowiec zlo-
cisty) +10,5%. Biofilm mieszany cechowat si¢ wysoka tole-
rancja wzgledem neomycyny oraz polimyksyny A (poten-
cjalne warto$ci hamujace wzrostu znajdowaly sie powyzej
mierzalnego zakresu stezen), natomiast minimalne stezenie
bacytracyny, hamujace wzrost komponenty gronkowcowej
biofilmu mieszanego, wynosito 128 mg/L. 48-godzinny bio-
film mieszany (Pa+Sa) traktowano zatem jako spolteczno$¢
drobnoustrojéw oporna/wykazujacg istotnie podwyzszona
tolerancje na skladniki przeciwdrobnoustrojowe masci TB.
Nastepnie dokonano oceny aktywnosci M5%, M10% oraz
TB wzgledem biofilmu mieszanego (Pa+Sa) z wykorzysta-
niem zmodyfikowanej metody A.D.A.M. (Ryc. 2).
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze poziom redukcji badanego
biofilmu mieszanego (Pa+Sa) byt poréwnywalny po zasto-
sowaniu masci TB lub M5%, natomiast zastosowanie masci
M10% prowadzilo do istotnie wyzszego poziomu reduk-
cji biofilmu mieszanego niz masci M5% lub TB (p<0,05).
W kolejnym etapie do$wiadczenia oszacowano zdolnos¢ do
przenikania komponentéw aktywnych M5%, M10% oraz
TB przez warstwy biofilmu (poczawszy od warstwy szczy-
towej do warstwy podstawnej, stykajacej sie z powierzchnig
plytki polistyrenowej) (Ryc. 3).

Uzyskane wyniki wskazujg wyzsza zdolno§¢ masci M10%
niz M5% do penetracji przez warstwy biofilmu oraz nisz-
czenia tworzacych je komorek. Z kolei zdolnos¢ do penetra-
¢ji i niszczenia komorek tworzacych poszczegolne warstwy
biofilmu zmierzona dla masci M5% oraz TB cechowala sie
zblizonymi wartosciami. W przypadku masci M10% zaob-
serwowano najwyzsza zdolno$¢ do eliminacji komoérek po-
tfozonych w najnizszej, podstawnej warstwie biofilmu w po-
réwnaniu z mascia M5% lub TB (zmniejszenie wzglednej
liczby komérek zywych w poréwnaniu do biofilmu kontrol-
nego wynosito 29% vs. 22% vs. 20%, odpowiednio). Wizuali-
zacje biofilmu mieszanego (Pa+Sa) poddanego aktywno$ci
masci 5%, 10%, TB lub niepoddanego dziataniu zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych (C+) przedstawiono na Ryc. 4.

W sklad biofilmu mieszanego (Pa+Sa) wchodzita subpo-
pulacja komérek martwych (badz uszkodzonych), wybar-
wionych na kolor czerwony/pomaranczowy, oraz komarki
zywe (nieuszkodzone), barwigce si¢ na kolor zielony. Wpro-
wadzenie do biofilmu masci M10%, M5% lub TB przektada-
to sie na istotny wzrost sygnatu pochodzacego od komoérek
martwych (uszkodzonych), byl on silniejszy w przypadku
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Ryc. 2. Redukcja badanego biofilmu mieszanego po ekspozycji na M5%,
M10% lub TB. Czerwona linia wskazuje warto$¢ aktywnosci metabolicznej
biofilmu niepoddanego ekspozycji na M5%, M10% lub TB (brak redukcji,
100% wzrost). Pary liter a/b oraz b/c wskazuja na istotnos¢ statystyczna
réznic w redukcji (p<0,05).

M 5%



FORUM ZAKAZEN 2023;14(1)

Artykut jest dostepny na zasadzie dozwolonego uzytku osobistego. Dalsze rozpowszechnianie (w tym druk i umieszczanie w sieci)
e jest zabronione i stanowi powazne naruszenie przepiséw prawa autorskiego oraz grozi sankcjami prawnymi.

C+

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

M5%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Ryc. 3. Przenikalnos¢/aktywnosé béjcza masci M5%, M10%, TB przez biofilm mieszany. Os Y: warstwy biofilmu (grubo$¢ warstwy = 2 um, tacznie 36 um).
Warstwa 1: szczytowa. Warstwa 18: dolna. Dla kazdej warstwy zaznaczono stosunek [%] komdrek zywych (kolor zielony) do komdrek martwych (kolor
czerwony). Wybarwienie komarek wykonano z wykorzystaniem mieszaniny Filmtracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit (SYTO® 9: jodek propidyny).
C+: biofilm niepoddany aktywnosci srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. M5%, M10% — masci zawierajace formute kwasdw zywicznych w stezeniu 5%
lub10%, odpowiednio; TB — mas¢ zawierajaca neomycyne, bacytracyne oraz polimyksyne A.

masci M10% niz TB. W kolejnym do$wiadczeniu, z wyko-
rzystaniem modelu biocelulozowego, oszacowano liczbe
komorek [%] w biofilmie mieszanym (Pa+Sa), przetrwalych
traktowanie masciami M10%, M5% lub TB (Ryc. 5).

Uzyskane wyniki wskazuja na istotnie wyzsza zdolno$¢é
masci M10% do eradykacji biofilmu mieszanego (Pa+Sa)
w poréwnaniu do masci M5% oraz TB. 24-godzinna eks-
pozycja biofilmu mieszanego na ma$¢ M10% prowadzita do
eradykacji okoto 90% komoérek tworzacych biofilm, podczas
gdy ekspozycja biofilmu mieszanego na masci M5% lub TB
skutkowala eradykacja na poziomie 60-70%.

DYSKUSJA

Stosowanie masci zawierajacej antybiotyk badz antybio-
tyki do leczenia infekcji ran trudno gojacych sie obarczone
jest ryzykiem wyksztalcenia przez mikroorganizmy toleran-
¢ji, a nastepnie opornosci na wyzej wzmiankowane $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Do tego niepozadanego efektu
dochodzi m.in. poprzez uwalnianie si¢ z maéci antybiotykow

w stezeniach ponizej wartosci MIC. Przedluzajaca si¢ eks-
pozycja mikroorganizméw na podprogowe stezenie anty-
biotyku (sub-MIC) prowadzi¢ moze do indukcji opornosci
krzyzowej, skutkujacej rozwojem wielolekoopornosci [11].
Co wigcej, wystepujace w ranie przewleklej biofilmy mie-
szane cechuja sie wysoka tolerancja na antybiotyki, co za-
wdzigczaja obecnosci macierzy biofilmowej, zréznicowanej
aktywnoéci metabolicznej oraz wysokiemu zageszczeniu
przestrzennemu komorek (ulatwiajgcemu wymiane genéw
opornoéci). Stad stosowanie masci antybiotykowych nie jest
zalecane w aktualnych wytycznych leczenia ran przewle-
ktych [2].

Masci M5% oraz M10%, oceniane w niniejszym badaniu,
nie zawieraja w swym skladzie pojedynczego zwigzku prze-
ciwdrobnoustrojowego, tylko zréznicowane, wystepujace na-
turalnie w drzewach iglastych ($wierkach norweskich) kwa-
sy zywiczne. Naleza one do grupy zwigzkéw chemicznych,
okre$lanych mianem diterpenéw. Kwasy zywiczne wykazuja
charakter zar6wno hydrofobowy, jak i hydrofilowy, co ttuma-
czy ich cze$ciowa rozpuszczalnosé w wodzie. W sklad zywi-
cy $wierkowej wchodza: kwas abietynowy, neoabietynowy,
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Ryc. 5. Redukcja badanego biofilmu mieszanego po ekspozycji na 500
mg/mL M5%, M10% lub TB w modelu biocelulozowym. Czerwona
linia wskazuje liczbe komdrek biofilmu niepoddanego ekspozycji na
M59%, M10% oraz TB (brak redukgji, 100% wzrost). Pary liter a/b oraz b/c
wskazujg na istotnos¢ statystyczna réznic (p<0,05).

dehydroabietynowy, p-kumarowy, pimarowy, izopimarowy,
lewopimarowy, sandrakopimarowy, palustrowy, a takze li-
gnany: pinorezynol, matairezynol, larikirezynol [6]. Bada-
nia przeprowadzone w ostatnich latach wskazuja na wysoka
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, w tym przeciwbiofil-
mowa, wyzej wymienionych kwaséow wzgledem m.in. takich
patogendw, jak Streptococcus mutans, Escherichia coli czy Clo-
stridium perfringens [7, 9, 10]. Z kolei lignany charakteryzuja
sie silng aktywnoscia przeciwutleniajacg [15].
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Ryc. 4.

M5% mieszaning  barwnikow  Filmtracer™
DEAD™ Biofilm Viability Kit (SYTO® 9: jodek
propidyny).  C+: biofilm  nietraktowany
srodkami  przeciwdrobnoustrojowymi.  M5%,
M10%, TB — biofilm traktowany masciami
M5% lub M10% lub TB, odpowiednio. Kolor
zZielony — komorki zywe/nieuszkodzone; kolor
czerwony/pomaranczowy — komorki martwe/
uszkodzone na skutek aktywno$ci M5% lub
M10% lub TB.

Bioflm  mieszany,  znakowany

LIVE/

Za pomocg Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej wy-
kazano, ze drobnoustroje poddane dziataniu kwasow zywicz-
nych cechujg sie zaburzong morfologia i funkcjonalnoscig
$cian komorkowych, prowadzacyg do przerwania cigglosci tej
struktury, a w efekcie do wyplywu cytoplazmy z komorki i jej
$mierci [16]. Mechanizm aktywno$ci przeciwdrobnoustrojo-
wej kwaséw zywicznych przypomina zatem mechanizm ak-
tywnoéci takich nowoczesnych antyseptykow, jak poliheksa-
nidyna [17]. Jednocze$nie, biorac pod uwage zréznicowanie
w budowie chemicznej kwaséw zywicznych wchodzacych
w skfad masci, nalezy zalozy¢, ze ryzyko rozwinigcia wzgle-
dem nich tolerancji przez drobnoustroje jest znikome.

W niniejszym badaniu do celéw eksperymentalnych utwo-
rzono w warunkach in vitro biofilm mieszany P. aeruginosa +
S. aureus, cechujacy si¢ tolerancja na bacytracyne, neomycy-
ne i polimyksyne A (Ryc. 1, 2). Ma$¢ zawierajaca 10% ekstrakt
kwaséw zywicznych (M10%) charakteryzowala sie istotnie
wyzsza aktywnoscig przeciwbiofilmowy oraz zdolnoscig do
penetracji przez biofilm mieszany niz mas¢ antybiotykowa
(Ryc. 3, 4). Ta ostatnia cecha ma istotne znaczenie, poniewaz
znaczgco ostabia integralno$¢ fizyczng biofilmu i moze pro-
wadzi¢ do defragmentaciji tej struktury, a w efekcie do sku-
teczniejszej jej eradykacji. Jakkolwiek uzyskane wyniki wska-
zujg na cze$ciowq zdolno$¢ biofilmu mieszanego (Pa+Sa) do
przetrwania 24-godzinnej ekspozycji na zastosowane masci,
niezaleznie od uzytego modelu do$wiadczalnego (w tym
modelu biocelulozowego, w ktérym biofilm tworzy si¢ na
porowatej, nieréwnej powierzchni przypominajacej tkanke),
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poziom redukgji liczby komérek tworzacych biofilm byl istot-
nie wyzszy, gdy stosowano mas¢ M10% niz mas¢ TB [12].

Kwasy zywiczne stuzg drzewom do zabezpieczania przed
drobnoustrojami nieciaglosci strukturalnych, bedacych
odpowiednikami ran u cztowieka. Wykorzystywane byly
do leczenia infekeji ran juz przez spofeczenstwa pierwotne
[10]. W czasach obecnych wykorzystywanie i nasladowanie
proceséw naturalnych w $cisle kontrolowanych warunkach
doswiadczalnych nosi miano mimetyzmu. Ta preznie roz-
wijajaca si¢ koncepcja naukowa bazuje na przekonaniu, ze
organizmy zywe przez miliony lat udoskonalaly odpowiedz
na poszczego6lne bodzce, a nasladowanie wzorcéw tych od-
powiedzi przekltada si¢ na istotng korzy$¢ (w tym przypad-
ku dla pacjenta). Biofilm tworzony przez drobnoustroje jest
strukturg zmienng i reaktywna, zdolng do relatywnie szyb-
kiej adaptacji do pojedynczego czynnika stresowego, jakim
jest obecno$¢ antybiotyku. W znacznie mniejszym stopniu
jest on natomiast w stanie przetrwaé w obecnosci (w tym
samym czasie) kilkunastu zwigzkéw o szerokim spektrum
aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowej, obecnych w badanej
masci zawierajacej formulte kwaséw zywicznych i lignandw.

Biorac pod uwage przedstawione w niniejszej pracy wy-
niki in vitro, mozna zatem przyjaé, ze zastosowanie masci
zawierajacej kwasy zywiczne przeklada si¢ w warunkach
klinicznych nie tylko na wysoki poziom eradykacji biofilmu
z rany, ale takze na niskie ryzyko rozwoju opornosci drob-
noustrojow, a co za tym idzie nizsze koszty leczenia i istotng
poprawe stanu zdrowia pacjentow.

WNIOSKI

1. M10% cechuje si¢ istotnie wyzsza aktywnoscia prze-
ciwdrobnoustrojowa (przeciwbiofilmowa) niz M5%
oraz TB. Ma$¢ M5% cechuje sie poréwnywalng aktyw-
noécia przeciwdrobnoustrojowa (przeciwbiofilmowsg)
do masci TB.

2. Przenikalno$¢ komponentéw aktywnych masci M10%
przez biofilm mieszany P aeruginosa + S. aureus,
prowadzaca do redukgji liczby zywych komorek, jest
wyzsza w poréwnaniu do masci M5% oraz TB. Prze-
prowadzone badania wykazaly réwniez odmienne
modele przenikania komponentéw aktywnych masci
M10% oraz M5%, w poréwnaniu do masci TB, przez
biofilm mieszany P. aeruginosa + S. aureus. Zdolnos¢

do przenikania komponentéw aktywnych masci M5%
oraz M10% do podstawnych warstw biofilmu jest wyz-
sza w poréwnaniu do zdolnoéci przenikania antybio-
tykow bedacych skladnikami aktywnymi masci TB.
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