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1. Wstep

1.1. Zapalenie kosci i szpiku

Polskiej nazwie ,,zapalenie ko$ci” odpowiada facinski termin ,,ostitis” [1]. Najczgsciej
uzywana w pismiennictwie nazwa ,,osteomielitis” pojawita si¢ w polowie XIX wieku —w pracy
Edouarda P. M. Chassaignaca z 1852 (De [’osteomyelite) i oznacza zapalenie kosci i szpiku.
Wydaje si¢ ona wlasciwsza, jako ze proces zapalny obejmuje wszystkie elementy tworzace
kos$¢ — w tym jej warstwe korowa i gabczasta, szpik kostny i okostng. Zapalenie to wynika z
zakazenia drobnoustrojami — zwykle bakteriami, znacznie rzadziej grzybami.

Zapalenie ko$ci jest nadal jednym z najtrudniejszych problemow, z ktorym borykaja sie
ortopedzi [2]. Obecnie zachorowalno$¢ 1 umieralno$¢ na zapalenie kosci i szpiku sg wzglednie
niskie, jakkolwiek konsekwencje wystapienia tego typu infekcji sa powazne i prowadzi¢ moga
do trwalej utraty zdrowia, a nawet §mierci pacjenta. Dzieje si¢ tak przede wszystkim dzigki
nowoczesnym metodom leczenia, w tym zastosowaniu agresywnego podejscia chirurgicznego
1 antybiotykoterapii. Przetom nastgpil w latach czterdziestych ubieglego wieku i zwigzany byt
z wprowadzeniem do leczenia sulfonamidéow (badania Gerharda Domagka i Jacquesa
Tréfouéla) oraz penicyliny (odkrycia Alexandra Fleminga, Howarda W. Florey’a oraz Ernsta
B. Chaina). W jednym z przegladow, dotyczacych krwiopochodnego zapalenia ko$ci u dzieci
podano, ze w ciagu 10 lat wskaznik §miertelno$ci spadt z ponad 30% (w latach 1936 — 1940)
do okoto 13% (w latach 1941 - 1945) [3]. W kolejnych dekadach obserwowano zmniejszanie
si¢ zarowno $miertelnosci jak i zapadalnos$ci na krwiopochodne zapalenie kosci 1 szpiku.
Zestawienie danych za lata 1970 — 1997 z jednego ze szkockich szpitali wykazato podobny
trend, to jest prawie trzykrotne zmniejszenie si¢ zapadalnos$ci od 1970 do 1997 roku, do
wartos$ci 2,9 na 100 000 rocznie. Jest to wskaznik porownywalny do zapadalno$ci na bakteryjne

zapalenia wsierdzia [4].



1.2 Podzial zapalen kosci i szpiku

Zapalenie kosci 1 szpiku jest jednostka chorobowa o r6znym obrazie klinicznym
1 zmiennej dynamice podczas swego przebiegu. Zaproponowano co najmniej kilkanascie
klasyfikacji tego schorzenia [5], natomiast w powszechnym uzyciu klinicznym sg dwie:
1. Zaproponowana w 1970 roku przez Francisa A. Waldvogela uwzglednia:

e czas trwania choroby (ostre / podostre / przewlekte);

e mechanizm powstania zakazenia (krwiopochodne / przez ciagtosé);

e nieobecnos¢ / obecnos$¢ niewydolno$ci naczyniowe;.

2. Najczesciej uzywana w praktyce klinicznej jest klasyfikacja wedlug Georga Cierny'ego i
Jona T. Madera z 1985 roku, ktéra bierze pod uwagg:
a) morfologi¢ zmiany zapalnej w tkance kostne;:

e typ I — wewnatrzszpikowy (typowy dla zakazenia krwiopochodnego lub
jatrogennego w wyniku zastosowania implantu wewnatrzszpikowego);

e typ II — powierzchowny (typowy dla ztamania otwartego, z rang);

e typ Il — ograniczony (z pojedynczym martwakiem korowym, ktdrego obecnos¢ lub
wyciecie nie powoduje ztamania kos$ci);

e typ IV — rozlany (z zajeciem calego segmentu kosci i wieloma martwakami;
obecno$¢ zmian zapalnych wigze si¢ z powstaniem ztamania lub powstaja one w
zwigzku z ich chirurgicznym wycigciem).

b) stan organizmu gospodarza, co skutkuje skutecznosciag odpowiedzi odpornosciowe;j
gospodarza na wywotujace chorobg drobnoustroje:

e typ A — prawidlowa odpornos$¢ i unaczynienie, brak schorzen wspoétistniejacych;

e typ B —schorzenia dodatkowe, wptywajace na przebieg zakazenia:



- Typ BS (ang. systemic) — czynniki ogdlne, takie jak cukrzyca, niedozywienie,
niewydolnos¢ nerek, niewydolno$¢ watroby, uposledzenie odpornosci, podeszty
wiek,
- Typ BL (ang. local) — czynniki miejscowe, takie jak: przewlekly obrzek
limfatyczny lub zylny, angiopatia, niedokrwienie, rozlegle blizny, zmiany po
naswietlaniach, neuropatia, nikotynizm,

e Typ C — kiedy rozwazane leczenie operacyjne jest bardziej ryzykowne i

okaleczajace niz sama infekcja.

1.2. Patogeneza zapalen kosci i szpiku

Kos$¢ moze ulec zakazeniu przez drobnoustroje na dwa podstawowe sposoby:
e droga krwiopochodng (z innego miejsca w organizmie);
e droga zewnatrzpochodng - przez ciggltos¢ (z otaczajacych tkanek) lub droga
bezposredniego wnikania drobnoustrojow (z zewnatrz organizmu).

Sposéb powstania zakazenia ma wptyw na jego dalszy rozwdj i jest zalezny od
predyspozycji  osobniczych, zwigzanych cho¢by 2z wiekiem czy schorzeniami
wspotistniejgcymi.

Krwiopochodne zapalenie koSci jest typowe dla dzieci. Istotng rolg¢ w jego patogenezie
odgrywa specyficzne dla wieku unaczynienie kosci. Mechanizm powstania choroby opisany
zostal w klasycznej pracy Josepha Truety z 1959 roku [6]. Koncowe odgal¢zienia tetnicy
odzywczej to naczynia wtosowate, dochodzace od strony czesci przynasadowej do chrzastki
wzrostowe] kosci. Kapilary te, po zmianie kierunku, przechodza w szersze naczynia zylne, w
ktorych przeptyw krwi jest wolniejszy. Sprzyja to osadzaniu si¢ tam kolonii drobnoustrojow,
krazacych we krwi. Ognisko zakazenia umiejscawia si¢ typowo w przynasadzie kosci dtugie;j;
budowa kosci 1 stosunkowo stabe mechanizmy obronne powoduja, ze w pierwszym okresie

zapalenia dominujg procesy martwicze.



Narastanie wysigku powoduje wzrost ci$nienia $rodkostnego i1 nasila niedokrwienie,
sprzyja takze rozprzestrzenianiu si¢ zakazenia wewnatrz kosci kanatami Haversa, a w koncu
rowniez na zewnatrz - przez kanaty Volkmana. Odwarstwienie okostne] wigze si¢ z
uszkodzeniem naczyn wnikajgcych do kosci, co nasila jej niedokrwienie. Rozwijajacy sie
ropien podokostnowy penetruje nad okostng do tkanek migkkich, tworzac z biegiem czasu
przetoke. W naturalnej historii tej choroby, procesy naprawcze doprowadzaja do powstania
wokol ognisk zakazenia warstwy sklerotycznej 1 stabo ukrwionej kosci, ktora oddziela
patogenne drobnoustroje od zdrowych tkanek - co trwa zwykle kilka tygodni. Powstaje tak
zwany martwak (tac. sequestrum). Jesli przewaza¢ bedg procesy naprawcze — to od strony
zywej kosci do martwaka wniknie unaczyniona tkanka ziarninowa, spowoduje jego
przebudowe i1 wyleczenie. Czg¢sciej jednak, przy nasilonym stanie zapalnym 1
przewadze procesow sklerotycznych, nie dochodzi do rewaskularyzacji martwaka, ktory staje
si¢ rezerwuarem drobnoustrojow 1 podtrzymuje zakazenie.

Trueta [6] wyrdznit trzy typy krwiopochodnego zapalenia kos$ci, zwigzane z wiekiem
chorego 1 kierunkiem szerzenia si¢ choroby — co wynika ze zmieniajgcego si¢ z wiekiem
unaczynienia:

e Typ I — u noworodkow 1 niemowlat, gdzie naczynia krwionos$ne przechodza
z przynasady do nasady. Zapalenie moze przej$¢ na nasadg i przebic si¢ do stawu;

e Typ I —najczestszy, u dzieci do zakonczenia wzrostu. Obecnos¢ chrzastki wzrostowe;j
oddziela uktady naczyn przynasadowych i1 nasadowych; zapalenie z reguly nie
przechodzi na nasadg, penetrujac do trzonu kosci dtugie;j;

e Typ IIl —wystepuje u dorostych. Ze wzgledu na potaczenie uktadu naczyn nasadowych
z przynasadowymi, zakazenie moze si¢ rozprzestrzenia¢ zarowno w kierunku trzonu i
nasady. Typowa lokalizacja krwiopochodnego zapalenia kos$ci u dorostych jest

kregostup.



Nadal prowadzone sg badania, ktére rozwijaja, a rGwnoczesnie kontestujg podane przez
Truete koncepcje [7].

Zewnatrzpochodne zapalenie kosci spowodowane jest wnikaniem drobnoustrojow do
kosci przez ciaglos¢ (z otaczajacych tkanek) lub bezposrednio ze srodowiska zewnetrznego.
Aby mogto doj$¢ do zakazenia, konieczne jest uszkodzenie okostnej lub chrzastki stawowe;,
ktore stanowig barier¢ chronigca tkanke kostng. Jest wiele mechanizméw powstania takiej
infekcji, najbardziej typowe polegaja na wnikni¢ciu drobnoustrojow ze:

e stawu, w ktoérym toczy si¢ zapalenie;

e nacieku zapalnego tkanek mi¢kkich / ropnia;

e rany urazowej - w przypadku ztamania otwartego;

e najczestsza przyczyna jest jednak jatrogenna i zwigzana z zabiegami chirurgicznymi.
Zakazenie miejsca operowanego ZMO (ang. Surgical Site Infection, SSI) - wedtug definicji
Centers for Disease Control and Prevention — CDC z 2017 r. [8], to zakazenie w miejscu
wykonanego ciecia chirurgicznego, operowanego narzadu lub jego okolicy.

Dostepna w jezyku polskim definicja pochodzi z 2016 r, jest to thumaczenie dokumentu
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)) i zostata opublikowana w
ramach “Narodowego Programu Ochrony Antybiotykow na lata 2011-2015” [9] 1 dzieli ZMO
na:

e Powierzchowne zakazenie w miejscu nacigcia (SSI-S);

e Glebokie zakazenie miejsca naci¢cia (SSI-D);

e Zakazenie narzadu/przestrzeni (SSI-O).



1.3. Mikrobiologia zakazen kosci, ze szczegolnym uwzglednieniem

biofilmu gronkowca zlocistego jako czynnika etiologicznego

Za infekcje kosci odpowiedzialne mogg by¢ zroznicowane pod wzgledem gatunkowym
drobnoustroje, w tym ziarniaki Gram-dodatnie, takie jak gronkowiec ztocisty Staphylococcus
aureus, koagulazo-ujemne gronkowce (ang. CNS, coagulase-negative staphylococci) oraz
paciorkowce (rodzaj Streptococcus), Gram-ujemne pateczki nalezace do rodzajow
Pseudomonas, Haemophilus 1 Salmonella, a takze grzyby drozdzopodobne nalezgce do rodzaju
Candida. Czegsto$¢ pojawiania si¢ okreslonego czynnika etiologicznego zakazenia zalezy od
wieku pacjenta — u niemowlat najczesciej stwierdzane sg infekcje wywotane przez Gram-
dodatnie ziarniaki S. aureus oraz S. agalactiae oraz przez Gram-ujemng pateczke okreznicy,
podczas gdy u dzieci starszych glownymi czynnikami zakazen ko$ci jest paciorkowiec
ropotworczy 1 Haemophilus influenzae oraz ponownie — gronkowiec zlocisty. Wraz z wiekiem
pacjentoOw rosnie czestotliwos¢ izolacji z poszczegolnych typow zakazen kosci gronkowca
ztocistego, paciorkowca ropotworczego, dwoinki zapalenia ptuc, pateczki okr¢znicy, paleczki
ropy blekitnej czy paleczki krwawej (Serratia marcescens). Rzadszymi, lecz takze
wystepujacymi u 0séb dorostych czynnikami zapalen kos$ci sg rowniez bakterie nalezace do
rodzaju Salmonella, Neisseria oraz beztlenowych Bacteroides [11]. Jak mozna zauwazyc¢,
gronkowiec ztocisty jest bakterig zdolng do wywolywania zakazen kosci, niezaleznie od wieku
pacjentow oraz drogi transmisji ze Srodowiska zewnetrznego badz z innych obszardéw ciala
(pacjenta czy personelu medycznego) do kosci. Wykazano miedzy innymi, ze gronkowiec
ztocisty odpowiedzialny jest za okoto 30% - 60% wszystkich przypadkéw septycznego
zapalenia stawow 1 blisko 50% przypadkow zakazenia endoprotezy stawu biodrowego, infekcji
po ztamaniu otwartym kosci i zakazen okreslanych mianem infekcji zwigzanych z obecnoscia

biomateriatu (ang. Material-Related Infection) [11].



Obecnos¢ gronkowca zlocistego opornego na metycyline (ang. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA), jako czynnika etiologicznego zapalenia kosci 1 szpiku,
przektada si¢ dodatkowo na podwyzszone ryzyko porazki terapeutycznej. Obecnie
czestotliwo$¢ wystepowania szczepdw MRSA (w porownaniu do metycylino-wrazliwych
szczepoOw MSSA, ang. methicillin-susceptible Staphylococcus aureus), okresla si¢ na poziomie
pomiedzy 25%-50%. Jest to przede wszystkim skutek stosowania nieracjonalnej i nadmiernej
antybiotykoterapii, wartos¢ ta ro$nie z kazdym kolejnym rokiem [12]. Za opornos¢
gronkowcow na metycyling (a w zasadzie na wszystkie antybiotyki B-laktamowe z wyjatkiem
ceftaroliny 1 ceftobiprolu) odpowiedzialny jest gen mecA, wchodzacy w sktad kasety
chromosomalnej (SCCmec), kodujacy zmienione biatko wigzace penicyling 2a (ang. Penicillin
Binding Protein 2a, PBP). Natywne biatko PBP jest kluczowym enzymem, biorgcym udziat w
procesie syntezy Sciany komoérkowej bakterii. Antybiotyki B-laktamowe posiadajg zdolnos¢ do
wigzania i inaktywacji biatka PBP. Ten mechanizm nie dziata w przypadku zmienionego biatka,
wystepujacego u szczepow MRSA - czyli PBP 2a. Niskie powinowactwo antybiotykow -
laktamowych do biatka PBP 2a przektada si¢ na brak hamowania jego aktywnos$ci
enzymatycznej, a w zwigzku z tym na niezaklocony przebieg procesu syntezy S$ciany
komorkowej 1 utrzymanie integralnosci komorkowej [13]. Gronkowce ztociste, wywotujace
infekcje kosci, roznig si¢ pod wzgledem profilu genetycznego od gronkowcow ztocistych
izolowanych z innych miejsc zakazen.

Staphylococcus aureus jest patogenem oportunistycznym, zdolnym do kontaminacji,
kolonizacji oraz infekcji kazdej niszy ludzkiego organizmu, mimo to u gronkowcow
wywotujacych osteomyelitis zaobserwowano czestsze wystepowanie 1 wyzsza ekspresje genow
wchodzacych w sktad operondéw funkcjonalnych zwigzanych z tworzeniem biofilmu . Sg to

miedzy innymi fnbA, cna, plv oraz przede wszystkim ica4 [14, 15].



Wykazano réwniez, ze szczepy gronkowca zlocistego MRSA, izolowane z zakazen kosci,
cechujg si¢ statystycznie wyzszym poziomem ekspresji genow kodujacych biatka zwigzane z
adhezja komoérek do okreslonych powierzchni biotycznych, zawierajacych fibronektyne B,
laminine, kolagen, sialoproteing czy elastyn¢ [16]. Bialka te wchodza w sktad szerokiego
kompleksu biatek powierzchniowych, odpowiedzialnych za adhezje¢ drobnoustroju do tkanek
gospodarza (ang. MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules). W innych badaniach wykazano wysokg zdolno$¢ gronkowca ztocistego do adhezji
do powierzchni hydroksyapatytu, mineralnego sktadnika kosci [17, 18]. Po zaj$ciu procesu
adhezji gronkowca do powierzchni kosci nastepuje jej kolonizacja, ktora dotyczy zaréwno
macierzy zewnatrzkomorkowej tej tkanki, jak 1 komorek ja tworzacych. Gronkowiec ztocisty
charakteryzuje si¢ wykazang zdolnoscig do wnikania zaréwno w glab struktury kostnej
(poprzez zjawisko okreslane mianem re-modelingu) oraz do inwazji do wnetrza komoérek
kostnych 1 kosciotworczych [19, 20]. Proces ten zapewnia bakteriom ochrone przed
aktywnoscig uktadu immunologicznego, jak 1 ogranicza mozliwo$¢ penetracji antybiotykow.
Nalezy zauwazy¢, ze internalizacja komodrek gronkowcoéw w glebi struktury kosci prowadzi do
zmniejszenia ich aktywnos$ci metabolicznej 1 przej$cia w stan tzw. ,,metabolicznego uspienia”.
W stanie tym obecno$¢ gronkowcdw przez diugi czas nie prowadzi do indukeji stanu zapalnego
1 moze by¢ przyczyng btednej diagnozy, stwierdzajacej jatowos$¢ mikrobiologiczng w obrgbie
kosci [21]. Po procesie adhezji 1 wniknigcia w glab struktury kostnej, gronkowce zlociste
zaczynajg tworzy¢ osiadte, wielokomorkowe spotecznosci, okreslane mianem biofilmow.
Zgodnie z danymi z pisSmiennictwa mogg by¢ one okryte zewnatrzkomérkowg macierzg
tworzong, w  zaleznosci od warunkéw  Srodowiskowych, przez  wielocukry,
zewnatrzkomorkowe DNA, biatka, elementy komdrkowe pochodzace od gospodarza, przez ich

kombinacj¢ lub wszystkie te sktadowe jednoczes$nie.



Zewnatrzkomorkowa macierz jest jedng z przyczyn wysokiej tolerancji biofilmu na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe, szczegdlnie na antybiotyki, z ktorych wiekszo$¢ cechuje sie
ograniczong zdolno$cig przenikania przez macierz i docierania do znajdujacych si¢ pod nig
komorek patogenu [22].

1.4. Profilaktyka i leczenie zakazen kosci z wykorzystaniem

antybiotykow oraz ich nosnikow

Dane zawarte w rekomendacjach dla ortopedow, dotyczace profilaktyki i zakazen kosci,
wskazuja na wysoki odsetek porazek terapeutycznych, do ktérych dochodzi w leczeniu tego
typu infekcji. Jedng z przyczyn tego stanu rzeczy sa farmakokinetyczne i farmakodynamiczne
ograniczenia, ktore sprawiaja, ze istotna cze¢$¢ antybiotykow podawanych uktadowo nie dociera
do miejsca infekcji w st¢zeniach zdolnych do eradykacji bakterii lub / oraz charakteryzuje si¢
zbyt krétkim czasem pottrwania [23]. Antybiotyki podane pozajelitowo, ktére cechujg si¢
korzystnymi parametrami farmakokinetycznymi/farmakodynamicznymi (PK/PD) oraz
pozadanym, w aspekcie leczenia czy profilaktyki zakazen kosci, spektrum aktywnosci, to
mi¢dzy innymi cefalosporyny, penicyliny oraz karbapenemy. Nalezy zwrdci¢ uwage na
ograniczenie mozliwos$ci wykorzystania beta-laktamow w tym celu, na skutek wzmiankowanej,
narastajacej czgstosci izolacji szczepow gronkowca ztocistego opornego na metycyling. Wcigz
utrzymuje si¢ wzglednie wysoka wrazliwo$¢ szczepow izolowanych z zakazen kosci na
wankomycyn¢ oraz daptomycyng. W przypadku antybiotykow podawanych droga doustna,
pozadang skutecznoscig i parametrami PK/PD, wzgledem szczepoéw wrazliwych, wykazuja si¢
fluorochinolony, linezolid i klindamycyna a w eradykacji pateczek Gram-ujemnych réwniez
fosfomycyna. W przypadku szczepoéw gronkowca opornego na metycyling, nalezy rozwazy¢
stosowanie takich antybiotykow jak klindamycyna, wankomycyna, czy fluorochinolony:

ciprofloksacyna lub lewofloksacyna.



Na skutek obserwowanego obecnie narastania opornosci gronkowca na kolejne grupy
antybiotykow, coraz wigkszg uwage poswigca si¢ obecnie innym (nie antybiotykowym)
srodkom przeciwdrobnoustrojowym, mogacym znalez¢é zastosowanie w walce przeciwko
gronkowcowi zlocistemu, a szczegolnie przeciwko biofilmowi tworzonemu przez ten
drobnoustroj. Przyktadem takiej substancji moze by¢ chelerytryna, alkaloid z grupy
benzofenantrydyny, obecna mi¢dzy innymi w roslinie Chelidonium majus (glistnik wigkszy).
Jakkolwiek obiecujace wihasciwosci chelerytryny, jako $rodka przeciwdrobnoustrojowego,
znane byly od dziesigcioleci, to dopiero w roku 2019 wykazano, z wykorzystaniem
normatywnych technik badan in vitro, wysoka skutecznos$¢ tego alkaloidu wzgledem komorek
gronkowca [24] 1 to w stgzeniach niecytotoksycznych dla komorek eukariotycznych.
Chelerytryna, jako inhibitor kinazy biatkowej C, wykazuje szczegdlne wilasciwosci bojcze
wzgledem komorek nowotworowych [25]). W badaniach przedstawiono mechanizm dziatania
przeciwbakteryjnego chelerytryny, ktéry opiera¢ si¢ ma na zdolnosci tego alkaloidu do

uszkadzania cigglos$ci $cian 1 bton komérkowych drobnoustrojow [26].

W ostatnich latach zaobserwowa¢ mozna wzrost liczby badan oraz dostgpnych
komercyjnie no$nikow (ang. carriers), umozliwiajacych miejscowe dostarczenie wysokiego
stezenia antybiotykow, badz innych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych, do obszarow kosci
zmienionych stanem zapalnym. Idealny no$nik powinien by¢ zdolny do inkorporacji
(niezaleznie od procesu chemicznego czy fizycznego za tym stojacego) jak najszerszego
spektrum roznych zwiagzkow przeciwdrobnoustrojowych oraz powinien charakteryzowac si¢
brakiem cytotoksycznosci i wysoka biokompatybilnoscia. Przyktadem moga by¢ powszechnie
uzywane no$niki stworzone z organicznego polimeru - polimetakrylanu metylu -
skoniugowanego najcze$ciej z antybiotykami takimi jak gentamycyna, tobramycyna,

wankomycyna, klindamycyna, cefuroksym.
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Zastosowanie takich kompozytow - ang. Antibiotic-loaded bone cement (ALBC) — cho¢
powszechne — nie ma udowodnionego korzystnego dzialania w zmniejszaniu ryzyka infekcji
przy zabiegach endoprotezoplastyki stawow [27]. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze
polimetakrylan metylu cechuje si¢ zdolnoscia do koniugacji jedynie z okreslonymi
antybiotykami 1 nie jest w pelni biokompatybilny.

Inny, powszechnie stosowany nosnik to gabka kolagenowa, zawierajaca antybiotyk
aminoglikozydowy — gentamycyng¢. Produkt ten spetnia podane wyzej zatozenia w sposob
szerszy niz nos$nik z polimetakrylanu metylu, szczegdlnie w aspekcie braku potencjalnych
oddziatywan niepozadanych wzgledem tkanki kostnej i organizmu pacjenta. Jego wada jest
natomiast ograniczenie, polegajace na mozliwo$ci zastosowania tylko jednego antybiotyku -

gentamycyny [28].

Kolejnym istotnym typem no$nikow dla antybiotykdw sa hydroksyapatyty (HA),
wykorzystywane najczg¢$ciej w postaci kulek lub krazkéw. Hydroksyapatyt jest mineralng
sktadowa kos$ci, stad zastosowanie jako implantu tego wlasnie biomateriatu, pozwala na
uniknigcie reakcji niepozadanych, zwigzanych z brakiem biozgodnosci oraz cytotoksycznoscia.
Ponadto, hydroksyapatyty posiadaja wysoka zdolno$¢ absorpcyjna, co umozliwia
inkorporowanie do nich szerokiego spektrum antybiotykow. Ich wadg jest natomiast wzglednie
wysoka krucho$¢, sypliwos$¢ oraz nieelastyczno$¢ [29]. Szczegotowy przeglad pozostatych
dopuszczonych do uzytku badz badanych no$nikdéw, w tym nanozeli, polimeréw syntetycznych
i polsyntetycznych czy dwufazowych ceramicznych substytutow kosci [30, 31] jest zadaniem

zbyt obszernym i przekraczajacym zakres tematyczny niniejszej pracy doktorskie;j.
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Mozna natomiast stwierdzi¢, ze wszystkie ze stosowanych badz znajdujacych si¢ w fazie
tworzenia no$nikow (w zakresie przedstawionych wynikow badan) cechuja si¢ okre§lonymi
niedoskonato$ciami - czy to w aspekcie whasciwosci fizycznych 1 chemicznych materiatu,
biokompatybilnosci badz cytotoksycznosci, czy tez mozliwo$ci wysycenia ich szerokim

spektrum substancji przeciwdrobnoustrojowych, albo wspomagajacych gojenie kosci.

Dlatego tez, w swojej pracy doktorskiej, zwrdcitem uwage na jeden z najbardziej obiecujacych
polimerow ostatnich lat — czyli bakteryjng celuloze, ktora, jak wynikalo z pi$miennictwa
przedstawiajacego jej parametry funkcjonalne [32], zdawala si¢ spelnia¢ zdecydowanag

wigkszo$¢ wymogow stawianych ,,no$nikowi idealnemu”.

1.5. Bioceluloza bakteryjna

Bioceluloza bakteryjna (ang. BC, bacterial cellulose), okreslana takze mianem bio-
nano-celulozy (ang. bio-nano-cellulose, BNC), jest skladnikiem macierzy biofilmowe;j,
tworzonej przez liczne rodzaje bakterii srodowiskowych, nalezacych miedzy innymi do
rodzajow Escherichia, Salmonella czy Klebsiella i pelni funkcje ochronng przed takimi
czynnikami zewnetrznymi jak promieniowanie UV oraz wysychanie [33]. Do aplikacji
przemystowych (w tym do wytwarzania prototypowych nosnikéw celulozowych do celow
farmaceutycznych oraz medycznych) wykorzystywana jest niemal wytacznie celuloza
produkowana przez $cisle tlenowa, niepatogenng, Gram-ujemng bakteri¢ nalezacg do gatunku
Komagataeibacter xylinus, wchodzaca w sklad szerokiej grupy funkcjonalnej okreslanej
mianem bakterii kwasu octowego [34]. Przyczyna tego stanu jest sktad macierzy biofilmowe;j
K. xylinus, tworzonej wylacznie z polimeru celulozowego i, w odroznieniu od celulozy
pochodzenia roslinnego, nie zawierajacej rowniez poli- oraz oligomerow, okreslanych w
procesach przemystowych jako ,,zanieczyszczenia” - czyli lignin, hemilignin, pektyn oraz

hemipektyn [35].
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BC jest polimerem nierozgatgzionym, zawierajagcym monomery [-D-glukopiranozowe,
taczace si¢ ze sobg wigzaniami [B-1,4-glikozydowymi. Podstawowa jednostka celulozowa
wynikla z takiego potaczenia nosi nazwg celobiozy. Celuloze BC w literaturze przedmiotu
czesto okresla si¢ mianem ,,no$nika” z racji jej wysokiej zdolnosci do absorbcji, a nawet
chemisorpcji réznego rodzaju zwiazkow o charakterze odzywczym czy leczniczym [36].
Nosniki BC wytwarzane przez K. xylinus, w zaleznosci od typu hodowli (statycznej badz
wykorzystujacej uktady mieszalnicze 1 aeracyjne), czasu oraz warunkow hodowli, moga
przyjmowac zroznicowane postacie, poczawszy od grubych, sprezystych mat, poprzez kulki
celulozowe, az po galaretowaty hydrozel. Kazda z tych postaci polimeru znalez¢ moze i
znajduje zastosowanie w roznych gateziach przemystu [37]. Niezaleznie od formy, no$nik BC
cechuje si¢ wysokg elastycznos$cia, wysokg odpornoscig na rozrywanie oraz wyjatkowo wysoka
(siegajaca kilkuset procent swojej suchej masy) zdolnoscig do pobierania wody (lub roztworow
wodnych) oraz jej stopniowego (zaleznego od stopnia usieciowania 1 porowatosci) oddawania.
Struktura no$nikow BC okreslana jest mianem trojwymiarowej, fibrylarnej oraz porowatej [38].
W aspekcie zastosowan farmaceutycznych oraz medycznych nosnikéw BC nalezy zwrocicé
uwagge na ich brak cytotoksycznosci wzgledem komorek eukariotycznych oraz bardzo wysoka
biokompatybilnos¢, a takze brak dziatania prowadzacego do indukcji potencjatu mutagennego
w komorkach eukariotycznych. Natomiast w aspekcie mozliwej utylizacji juz wykorzystanych
nos$nikdéw — na fakt, ze w srodowisku naturalnym ulegaja one catkowitej biodegradacji przez
drobnoustroje (gléwnie grzyby, ale takze bakterie wytwarzajgce enzym — celulazg). Takze
koszt uzyskania jatowych no$nikoéw BC jest relatywnie niski, poniewaz opiera si¢ na prostym
procesie usuwania komoérek K.xylinus w procesie lizy alkalicznej i nastgpujagcym po nim

przemywaniu no$nikow BC do czasu stabilizacji pH.
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W medycynie nosniki BC, w postaci mat uzyskanych w hodowli statycznej i poddanych
wzmiankowanemu oczyszczeniu, znalazly zastosowanie mi¢dzy innymi jako opatrunki proste
na rany przewlekle [39]. Zaleta nos$nikow BC jako opatrunkow (poza elastycznoscig
1 zdolno$cig do kontroli poziomu wysigku) jest ich przejrzystos¢, a takze mozliwos¢
bezbolesnej aplikacji oraz usuwania (ktére nie prowadzi takze do pozostawania pozostatosci

opatrunkow w ranie).

Badania ostatnich lat wykazaly mozliwo$¢ wysycenia no$nikow BC antyseptykami i uzycia ich
(jako opatrunkow aktywnych) do zwalczania drobnoustrojow wywotujacych przede wszystkim
zakazenia skory, ran czy jamy ustnej [40, 41, 42]. Istnieja rowniez doniesienia wskazujace na
przydatno$¢ nosnikéw BC, wysyconych substancjami o dzialaniu przeciwustorjowym, w
eradykacji biofilmu tworzonego przez réznego rodzaju patogeny [43]. Z kolei badania in vitro
nad zastosowaniem no$nikow BC jako oktadzin, stluzacych do eradykacji drobnoustrojow z
kosci, badz sekwestracji drobnoustrojow w obrebie nosnika BC, przed ich transmisjg na
powierzchnig tej tkanki prowadzone byty do tej pory, wedtug mojej najlepszej wiedzy, jedynie
przez zespol badawczy Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej 1 Parazytologii, w
ktérej przeprowadzatem do§wiadczenia opisane w niniejszej pracy, 1 mialy charakter analiz
wstepnych [44, 45]. Dlatego tez, jako aktywny lekarz ortopeda, podjalem si¢ wzbogacenia
wiedzy naukowej o dodatkowe informacje, zwigzane z wyzej przedstawionym zastosowaniem
no$nikéw BC, w ramach prowadzonych przeze mnie badan in vitro, ktére postuzy¢ maja jako
przyczynek do wykonania analiz na modelu zwierzgcym, a ostatecznie zastosowane be¢da (przy
spelieniu koniecznych warunkow) w leczeniu pacjentdow z zapaleniami kosci i szpiku o rdznej

etiologii.
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2. Cel pracy

Celem pracy jest ocena skutecznosci prototypowych nos$nikéw biocelulozowych w
profilaktyce zakazen kosci.

Dziatanie nos$nikéw opiera si¢ na oddzielaniu (sekwestracji) drobnoustrojow i
utrudnianiu ich adhezji - co ma uniemozliwa¢ formowanie si¢ agregatow komorek
bakteryjnych i w konsekwencji moze zmniejsza¢ ryzyko powstania biofilmu oraz
rozprzestrzenienia si¢ infekcji.

Taki mechanizm dzialania jest odmienny od stosowanej powszechnie profilaktyki
antybiotykowej. Jest to tym istotniejsze, ze w zwigzku z rozwijajaca si¢ opornoscia
drobnoustrojow na antybiotyki, konieczne jest poszukiwanie nowych metod zapobiegania i

leczenia zakazen.
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3. Materialy i Metody

3.1.  Wybor i charakterystyka opornosci na antybiotyki szczepow gronkowca

zlocistego

Do celéw badawczych wybrano 49 szczepdéw gronkowca ztocistego MRSA (ang.
methicillin-resistant Staphylococcus aureus, gronkowiec zlocisty oporny na metycyling).
Drobnoustroje te byty czynnikami etiologicznymi potwierdzonych klinicznie infekcji kosci
piszczelowej, strzatkowej oraz udowej. Szczepy pochodzity z Kolekcji Szczepdéw Katedry 1
Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej 1 Parazytologii Wydzialu Farmaceutycznego
z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu. Kolejnym szczepem wlaczonym do badania byt Staphylococcus aureus
pochodzacy z Amerykanskiej Kolekcji Szczepow Wzorcowych (ATCC 33591). Wykonanie
analiz, z wykorzystaniem wyzej wzmiankowanego szczepu, mialo na celu potencjalne
umozliwienie poréwnania wynikéw badan uzyskanych w trakcie realizacji niniejszej pracy

doktorskiej przez inne zespoty zajmujace si¢ zblizong tematyka badawcza.
Profil antybiotykoopornos$ci badanych szczepdéw okreslony zostat z wykorzystaniem:

a) Metody Kirby-Bauera, okreslanej mianem metody dyfuzyjno-krazkowej. Do
jej przeprowadzenia wykorzystano, zgodnie z zaleceniami EUCAST (Europejski
Komitet Do Spraw Okre$lania Wrazliwosci Drobnoustrojow), dziewig¢ antybiotykow
(Becton Dickinson, Niemcy):

. cefoksytyna 30 pg/ml,

. erytromycyna 15 pg/ml,

. gentamycyna 10 pg/ml,
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. klindamycyna 2 pg/ml,
. kotrimoksazol (trimetoprim 1,25 pg/ml + sulfametoksazol 23,75 pg/ml),
. lewofloksacyna 5 pg/ml,
. linezolid 10 pg/ml,
. tetracyklina 30 pg/ml,
. tigecyklina 15 pg/ml.

Na podtoze agarowe Mueller-Hinton nanoszono zawiesing drobnoustrojow
o uprzednio oznaczonej gestosci, wynoszacej 0,5 w skali McFarlanda. (zawiesing
rozprowadzano z wykorzystaniem jatowej wymazoéwki w trzech kierunkach (na trzy
plytki) a nastepnie nakladano krazki zawierajgce antybiotyki: gentamycyne,
erytromycyne, klindamycyng, linezolid oraz tigecykling; pomiedzy erytromycyng a
klindamycyng zachowano odlegto$¢ wynoszaca 20 mm. Na drugg ptytke z podtozem
Mueller-Hinton nanoszono krazki zawierajagce  cefoksytyng, kotrimoksazol,
lewofloksacyng oraz tetracykling. Ptytki wraz z antybiotykami poddawano 18-
godzinnej inkubacji w temperaturze 35°C. Po zakonczeniu inkubacji, z wykorzystaniem
linjjki, odczytywano $rednice strefy zahamowania wzrostu wokot krazkow
zawierajacych  antybiotyki 1 za pomocg tabeli EUCAST, wskazujacej
opornos¢/wrazliwos¢ drobnoustrojéw na dany antybiotyk, okreslano przynaleznos$¢
badanych szczepdéw do grupy ,,wrazliwych” badz ,,opornych”.
b) metody gradientowo-dyfuzyjnej, z uzyciem paskow zawierajacych antybiotyk
0 zmieniajacym si¢ stezeniu, z wykorzystaniem:
. teikoplaniny (Liofilchem) w zakresach stezen: 0,016-256 pg/ml,

. wankomycyny (Biomerieux) w zakresach stezen: 0,016-256 pg/ml,
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Na podtoze agarowe Mueller-Hinton nanoszono zawiesing drobnoustrojow o uprzednio
oznaczonej gestosci wynoszace] 0,5 w skali McFarlanda. Zawiesing rozprowadzano z
wykorzystaniem jatowej] wymazoéwki, w trzech kierunkach (na trzy ptytki) a nastgpnie paski
nitrocelulozowe, zawierajgce gradientowo rosngce st¢zenie antybiotyku (wankomycyny lub
teikoplaniny). Paski gradientowe nanoszono na plytk¢ réwnolegle; caty uktad badawczy
poddawano inkubacji w temperaturze 35°C przez 24 godziny. Z wykorzystaniem oznaczen
stezen antybiotykow na pasku gradientowym odczytywano warto$¢ Minimalnego St¢zenia
Hamujacego (ang. MIC, Minimum Inhibitory Concentration) analizowanych antybiotykow
wzgledem badanych szczepdéw. Nastepnie, za pomocg tabeli EUCAST wskazujacej
opornos$¢/wrazliwos¢ drobnoustrojow na dany antybiotyk, okreslano przynaleznos¢ badanych

szczepow do grupy ,,wrazliwych” badz ,,opornych”.

3.2. Zastosowane substancje przeciwdrobnoustrojowe wprowadzane do

nosnikow

Zwiagzkami przeciwdrobnoustrojowymi, wprowadzanymi do no$nikow BC, byty:
siarczan gentamycyny (Pol-Aura, Polska); lewofloksacyna - roztwoér do infuzji 5 mg/ml
(Fresenius Kabi, Polska), dwuchlorek oritawancyny (Sigma, Niemcy), chlorek chelerytryny

(Sigma, Niemcy).

3.3.  Ocena zdolnosci szczepow gronkowca zlocistego do produkcji biomasy
biofilmowej na powierzchni polistyrenowej

Analize przeprowadzono z wykorzystaniem ptytek polistyrenowych z 96 sudzienkami.

Z 24-godzinnej hodowli szczepdéw gronkowca w podtozu ptynnym Dulbecco's Modified Eagle

Medium DMEM (Gibco, USA), w atmosferze zawierajacej 5% CO» (inkubator Binder VWR,

Polska), sporzadzano odpowiednie zawiesiny bakterii o gestosci 0,5 w skali McFarlanda (MF),

ktére nastgpnie poddawano 1000-krotnemu rozcienczeniu w DMEM.
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Tak uzyskane zawiesiny wprowadzano do szesciu studzienek plytki (co stanowito 6 powtorzen
technicznych, ang. ,technical repeats”). Plytke z zawiesinami poddawano 24-godzinnej
inkubacji w temperaturze 37°C; nastepnie zawiesing odciggano z wykorzystaniem pipety
automatycznej, a studzienki trzykrotnie ptukano roztworem jatowej soli fizjologicznej. Po
przeplukaniu studzienki poddawano 10-minutowemu suszeniu w temperaturze 37°C. W celu
wybarwienia biomasy biofilmowej do studzienek wprowadzano po 100 pl fioletu
krystalicznego (POCH, Polska) i inkubowano kolejne 10 minut w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie roztwor fioletu krystalicznego usuwano z wykorzystaniem pipety automatycznej, a
studzienki dwukrotnie plukano 0,9% roztworem chlorku sodu i poddawano suszeniu (10 minut/
37°C). W celu ekstrakeji fioletu krystalicznego, do studzienek wprowadzano po 100 pul 99%
etanolu (POCH, Polska), a calg ptytke poddawano wytrzasaniu na wytrzasarce IKA (Schuttler
MTS-4, Niemcy) z czgstoscig 450 rpm w czasie 15 minut. Roztwor przenoszono do nowe;j
plytki 96-studzienkowej 1 z wykorzystaniem aparatu spektrofotometrycznego (MultiScan Go,
Thermo Scientific) odczytywano poziom absorbancji roztwordw przy dtugosci fali 580 nm.
Wyniki absorbancji, uzyskane dla uktadu badawczego, w ktorym nie hodowano biofilmu, a
wykonano wszystkie procedury barwienia, plukania 1 ekstrakcji, przyjeto jako odniesienie
kontrolne. Badanie przeprowadzono w 3 niezaleznych eksperymentach, z ktérych kazdy

sktadat si¢ z 6 powtorzen technicznych).
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34. Ocena zdolnosci szczepow gronkowca zlocistego do tworzenia biofilmu,
oceniana metoda pomiaru aktywnoSci metabolicznej na powierzchni

polistyrenowej

Analize  przeprowadzono z  wykorzystaniem  96-studzienkowych  ptytek
polistyrenowych. Z 24-godzinnej hodowli szczepéw gronkowca w podtozu ptynnym DMEM,
w atmosferze zawierajacej 5% CO: (inkubator Binder VWR, Polska) sporzadzano odpowiednie
zawiesiny bakterii o gestosci 0,5 MF w DMEM, ktore nastepnie poddawano 1000-krotnemu
rozcienczeniu w DMEM. Tak uzyskane zawiesiny wprowadzano do szesciu studzienek ptytki
(6 powtorzen technicznych ,technical repeats”). Plytke z zawiesinami poddawano 24-
godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C. Nastepnie zawiesing odciggano z wykorzystaniem
pipety automatycznej, a studzienki trzykrotnie ptukano roztworem jatowej soli fizjologiczne;.
Nastepnie do kazdej ze studzienek wprowadzano po 100 pl 0,1% wodnego roztworu chlorku
tetrazoliowego (TTC, Sigma-Aldrich, Niemcy) 1 poddawano inkubacji przez 2 godziny
w temperaturze 37°C. Roztwor TTC usuwano z wykorzystaniem pipety automatycznej, a
nastepnie studzienki przemywano trzykrotnie roztworem jatowej soli fizjologicznej. W
kolejnym etapie do studzienek wprowadzano 100 pl metanolu (POCH, Polska). Plytke
poddawano wytrzgsaniu mechanicznemu z wykorzystaniem urzadzenia IKA (Schuttler MTS-
4, Niemcy) przy czestosci wytrzasania 400 rpm, przez czas wynoszacy 5 minut, w temperaturze
pokojowej. Roztwor przeniesiono do nowej plytki 96-dotkowej 1 z wykorzystaniem aparatu
spektrofotometrycznego (MultiScan Go, Thermo Scientific) odczytywano poziom absorbancji
roztwordw przy dlugosci fali 490 nm. Wyniki absorbancji uzyskane dla uktadu badawczego, w
ktorym nie hodowano biofilmu, a wykonano wszystkie procedury barwienia, plukania i
ekstrakcji, przyjeto jako odniesienie kontrolne. Badanie przeprowadzono w 3 niezaleznych

eksperymentach, z ktérych kazdy sktadat sie z 6 powtdrzen technicznych.
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3.5. Ocena zdolnosci szczepow gronkowca zlocistego do tworzenia biofilmu na

hydroksyapatycie i koSciach udowych szczuréw

W celu okreslenia zdolnos$ci szczepdw gronkowca ztocistego do utworzenia biofilmu na

hydroksyapatycie zastosowano dwie postaci tego zwigzku mineralnego:

a) proszek hydroksyapatytowy [HAp, ang. ,,HA powder”] o oznaczeniu MT3300 dostgpny
komercyjnie (Low-Wet; Tomita Pharmaceutical, Tokyo, Japan), ktorego $rednica czastek
wahata si¢ migdzy 50 a 200 pm. Do probowki zawierajacej 0,5 g HAp wprowadzono 5 ml
zawiesiny badanego szczepu Staphylococcus aureus, uzyskujac koncowe stezenie bakterii
wynoszace 10° CFU/ml oraz stezenie HAp wynoszace 10 mg/ml. Do probowki zawierajace;
zawiesing drobnoustroju oraz HAp wprowadzono mieszadto magnetyczne 1 umieszczono na
mieszalniku o ustawionej predkos¢ wynoszacej 100 obrotow na minutg. Uktad badawczy
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24h w atmosferze wzbogaconej 5% CO,. Po uptywie
24 godzin, mieszadto usuwano z probowki w komorze laminarnej z zachowaniem zasad
antyseptyki a materiat HAp, w celu jego oddzielenia od supernatantu, poddano wirowaniu przy
predkosci obrotowej wynoszacej 3500 rpm, przez 5 minut (wirdwka Zettigen 32, Niemcy). Do
uzyskanego osadu HAp wprowadzano 5 ml 0,1% saponiny (POCH, Polska) i poddawano
wytrzasaniu na mechanicznej wytrzasarce przez okres 2 minut w celu oddzielenia biofilmu od
powierzchni hydroksyapatytu i rozbicia agregatow komorkowych. Po zakonczeniu wytrzasania
probéwke pozostawiono w temperaturze pokojowej przez okres wynoszacy 1 minute w celu
sedymentacji czasteczek HAp i oddzielenia ich od komoérek gronkowca ztocistego, ktore
pozostaly w supernatancie. Po uptywie wyzej wzmiankowanego czasu, w celu oszacowania
liczby komorek gronkowca ztocistego, wykonywano seryjne rozcienczenia supernatantu w soli
fizjologicznej, a nastgpnie 100 pl kazdego rozcieficzenia wysiewano ilosciowo na ptytki
agarowe Columbia Agar, ktére poddawano inkubacji przez okres 24 godzin w temperaturze
37°C.
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Nastepnie zliczano wyroste kolonie, ich liczb¢ emnozono przez warto$¢ rozcienczenia,
okreslajac liczbg komorek gronkowca ztocistego tworzacych kolonie. Badanie przeprowadzono

w 3 niezaleznych czasowo eksperymentach.

b) krazki hydroksyapatytowe (HAd, ang. Hydroxyapatite disks”) zostaly wytloczone
z proszku hydroksyapatytowego HAp przez Panig Doktor Habilitowana Patrycje Szymczyk
z Wydzialu Mechanicznego Politechniki Wroctawskiej. Krazki zostaty wytloczone w ksztatcie
walca, ktorego Srednica oraz wysoko$¢ wynosity 5 mm. Krazki cechowaty si¢ czystoscig ponad
95%; wzory rozktadow dyfrakcji rentgenowskiej spelnialy wymagania stawiane tego typu
materialom zgodnie ze standardem 0-432 opracowanym przez Joint Comittee on Powder
Diffraction (International Centre for Diffraction Data, Newtown Square, PA); zawartos¢
sladowa metali cigzkich wynosita mniej niz 40 ppm, spetniajac wymogi standardu F1185-88
ASTM (ASTM International, West Conshohocken, PA).

Z wykorzystaniem densytometru przygotowywano zawiesing gronkowcow o gestosci
0,5 MF w pozywce DMEM (bez antybiotykow), ktéora poddawano 1000-krotnemu
rozcienczeniu, rowniez w pozywce DMEM. Nastepnie, 1 ml tak przygotowanej zawiesiny
wprowadzono do studzienek ptytki 24-dotkowej, zawierajagcej HAd. Uktad badawczy
poddawano inkubacji przez 24h, w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej dodatkiem
5% COa. Nastepnie, w celu usuniecia komoérek niezwigzanych (planktonicznych), krazki
zawierajace biofilm plukano ostroznie solg fizjologiczng i wprowadzono do 1 ml 0,1%
detergentu saponiny (Sigma, Niemcy). Probke poddawano wytrzasaniu mechanicznemu przez
1 minut¢ z wykorzystaniem wytrzasarki Schuttler (Niemcy) w celu oderwania biofilmu od
krazka oraz rozbicia agregatow wielokomorkowych gronkowca. W kolejnym etapie procedury,
0,1 ml supernatantu, zawierajacego uwolnione z biofilmu komorki gronkowca, wprowadzano
do 0,9 ml jatowej soli fizjologicznej i wykonywano szereg rozcienczen, z ktérych wykonywano

posiewy ilosciowe na podioza state Columbia Agar.
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Plytki z rozprowadzong zawiesing zawierajaca gronkowca poddawano inkubacji przez kolejne
24h, w temperaturze 37°C, w warunkach tlenowych. Nastepnie zliczano wyroste kolonie, ich
liczbe mnozono przez wartos¢ rozcienczenia, w celu oszacowania liczby komorek gronkowca
zlocistego tworzacych kolonie. Kontrole ujemng do$wiadczenia (brak wzrostu) stanowily
wysterylizowane ko$ci inkubowane w jatowej pozywce. Badanie przeprowadzono w 3
niezaleznych czasowo eksperymentach.

¢) kosci udowe szczuréw. Materiat ten uzyskany zostal post mortem z 3 miesigcznych
szczurzyc, nalezacych do rasy Wistar, ktore stuzyty jako zwierzgta doswiadczalne w innym
projekcie, realizowanym przez Panig Profesor Bil-Lule z Wydzialu Farmaceutycznego z
Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu. Projekt ten uzyskat zgode Komitetu Etyki, Komisji do spraw Badan nad
Zwierzetami przy Instytucie Immunologii 1 Terapii Eksperymentalnej Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu na wykonanie badan (protokot zgody #34/2014). W celu oddzielenia skory i
tkanek miekkich od kosci udowych, wykorzystano metode mechaniczng 1 techniki
chirurgiczne. Tak uzyskane kos$ci poddawano sterylizacji powierzchniowej, wykorzystujac
znajdujacy si¢ w komorze laminarnej generator $wiatla UV. Przed sterylizacjag waga kosci
zostala zmierzona na wadze analitycznej; obliczono jej $rednig oraz mediang. W badaniach
wykorzystano ten material, ktorego waga znajdowala si¢ w przedziale okoto 110% do 90%
uzyskanej mediany. W celu okreslenia jalowos$ci materialu 1 efektywnosci sterylizacji
powierzchniowej, 15% kosci poddano badaniu jatowosci mikrobiologicznej wedltug metody
farmakopealnej. Material wprowadzono do jatowych pozywek ptynnych BHI (ang. Brain-Heart
Infusion media, Pol-Aura, Polska) lub TG (tioglikolan, Pol-Aura, Polska) i poddano inkubacji
przez okres 168 godzin w atmosferze tlenowej oraz beztlenowej. Brak zmetnienia pozywki

ptynnej potwierdzat brak czynnika kontaminujacego.
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Okreslenie zdolnosci drobnoustrojow do tworzenia biofilmu na kosciach udowych
szczurdw, opierato si¢ na wprowadzeniu do poszczegdlnych 6 studzienek ptytki (VWR, Polska)
materiatu badanego oraz 5 ml zawiesiny gronkowca zlocistego o gestosci 10° CFU/ml w
pozywce DMEM. Uktad badawczy poddawano inkubacji przez 24 godziny, w temperaturze
37°C 1 w atmosferze wzbogaconej dodatkiem 5% CO;. Nastepnie krazki zawierajace biofilm
plukano ostroznie solg fizjologiczng, w celu usunigcia komodrek niezwigzanych
(planktonicznych) 1 wprowadzano do 1 ml 0,1% detergentu saponiny (Sigma-Aldrich, Niemcy).
Probke poddano 1-minutowemu wytrzasaniu mechanicznemu z wykorzystaniem wytrzasarki
Schuttler (Niemcy) w celu oderwania biofilmu od krazka oraz rozbicia agregatow
wielokomérkowych gronkowca. W kolejnym etapie procedury, 0,1 ml supernatantu,
zawierajacego uwolnione z biofilmu komoérki gronkowca, wprowadzano do 0,9 ml jatowej soli
fizjologicznej 1 wykonywano szereg rozcienczen, ktore wysiewano ilo§ciowo na podtoza state
Columbia Agar. Plytki z rozprowadzong zawiesing zawierajacg gronkowca poddawano
inkubacji przez kolejne 24h, w temperaturze 37°C, w warunkach tlenowych. Nastepnie zliczano
wyroste kolonie, ich liczbe mnozono przez warto$¢ rozcienczenia w celu oszacowania liczby
komorek gronkowca zlocistego tworzacych kolonie. Kontrole ujemng doswiadczenia (brak
wzrostu) stanowily wysterylizowane kosci inkubowane w jalowej pozywce. Badanie

przeprowadzono w 3 niezaleznych czasowo eksperymentach.
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3.6. Ocena Minimalnego Stezenia Hamujacego i Minimalnego Stezenia
Eradykujacego Biofilm wybranych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych

wzgledem szczepow gronkowca zlocistego

Do celéw badania wykorzystano 96-studzienkowe ptytki polistyrenowe. W przypadku
oceny warto$ci MIC (wzgledem form planktonicznych bakterii) z 24-godzinnej hodowli w
podtozu ptynnym przygotowano zawiesing gronkowca ztocistego o gestosci densytometryczne;j
wynoszacej 0,5 w skali McFarlanda, ktérg poddano nastgpnie 1000-krotnemu rozcienczeniu w
pozywce DMEM bez dodatku antybiotykow. W przypadku oceny wartosci MBEC (wzgledem
biofilmu bakterii), zawiesing przygotowang w sposob analogiczny do zawiesiny zawierajacej
plankton, poddawano 24-godzinnej inkubacji w studzienkach plytki 96-dotkowej. Nast¢pnie
medium usuwano, pozostawiajac przylegajacy do dna studzienek biofilm bakteryjny. Do
wszystkich dotkéw wprowadzano po 100 pl jatowej pozywki DMEM. Badane S$rodki
przeciwdrobnoustrojowe o stezeniu wyjsciowym 1 mg/L. wprowadzono do studzienek ptytki i
wykonywano ich seryjne rozcienczenia, uzyskujac finalnie st¢zenia w zakresie od 250 pg/ml
do 0.5 pg/ml. Studzienka nr 11 ptytki stanowita kontrole jatowos$ci badania i zawierala jedynie
jatowa pozywke DMEM, natomiast studzienka nr 12 stuzyla jako kontrola zdolno$ci
drobnoustrojow do wzrostu w zastosowanym uktadzie eksperymentalnym. Studzienka 12
zawierata drobnoustroje (w formie planktonicznej badz biofilm) oraz pozywke ptynng DMEM
nie zawierajacg badanych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych. Uklad badawczy poddano
inkubacji przez 24 godzin w temperaturze 37°C 1 w atmosferze wzbogaconej 5% COa.
Nastepnie, dodawano do dotkow 50 pl 0,5% chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC) i
poddawano kolejnej, 2-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, w warunkach tlenowych.
Redukcja bezbarwnego TTC do czerwonego formazanu oznaczata obecno$¢ zywych oraz

aktywnych metabolicznie komorek bakterii.
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Stezenie substancji przeciwdrobnoustrojowej w pierwszej bezbarwnej studzience, sgsiadujacej
ze studzienka, w ktorej doszio do zmiany zabarwienia na czerwone, przyjmowano jako
MIC/MBEC, w zaleznos$ci od typu analizy. Jezeli nie wykryto zmiany zabarwienia w dotku
ptytki (przy zachowaniu prawidlowych odczytow kontrolnych — obecno$¢ koloru czerwonego
w kontroli zdolnos$ci do wzrostu 1 brak zmiany zabarwienia w studzience zawierajacej jalowe
medium) badanie powtarzano tworzac kolejny szereg rozcienczen az do wykrycia wartosci

MIC/MBEC. Badanie wykonano w 3 niezaleznych czasowo eksperymentach.

3.7. Wytworzenie i oczyszczenie no$nika biocelulozowego
W celu hodowli szczepu Komagateibacter xylinus z kolekcji ATCC o numerze
53524 wykorzystano ptynng pozywke Hestrina-Shramma [H-S], zawierajaca w

swoim skladzie:

2 % glukoze (POCH, Polska),

- 0,5% baktopeptonu (Graso Biotech, Polska),

- 0,5% ekstraktu drozdzowego (Graso Biotech, Polska),
- 0,27% wodorofosforanu sodu (Chempur, Polska),

- 0,115% kwasu cytrynowego (Pol-Aura),

- 0,05% heptahydratu siarczanu magnezu (Stanlab),

- 1% etanolu (POCH Polska).

Szczep K. xylinus wprowadzano do podloza ptynnego HS z glebokiego
zamrozenia wynoszacego -80°C i poddawano inkubacji w temperaturze 28°C przez 7
dni, do czasu wytworzenia stabilnej maty celulozowej (BC, ang. bacterial cellulose).
Nastepnie, w celu uzyskania $wiezego inoculum o wyzszej gestosci BC, zawierajace
komorki K. xylinus wprowadzano do jatowej zlewki wypetnionej 0,1 M buforem
cytrynianowym o pH wynoszacym 4,8 oraz enzym celulazg.
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Nosniki BC poddawano nast¢gpnie inkubacji w temperaturze optymalnej dla
aktywnosci enzymu wynoszacej 37°C w tazni wodnej do czasu petnego rozpuszczenia
nosnika BC. Otrzymana, rozpuszczong zawiesing zawierajacg komorki drobnoustroju
oraz glukoz¢, poddawano wirowaniu przez okres 15 minut przy predkosci
wynoszacej 5000 rpm z wykorzystaniem wirowki Schuttigen 96 (Schuttigen,
Niemcy). Po zakonczeniu wirowania supernatant usuwano a uzyskany na dnie
naczynia osad przeplukiwano dwukrotnie 0,9 % NaCl, uprzednio poddajac
mieszaning wytrzasaniu mechanicznemu. Uzyskany osad bakteryjny wprowadzano
do jatowego medium HS, poddawano wytrzasaniu przez 1 minute, a 2 ml mieszaniny
wprowadzano do polistyrenowych ptytek 24-dotkowych o $rednicy studzienek
wynoszacej 15 mm. Nastepnie, mieszaning zawierajagcg komorki K. xylinus
poddawano inkubacji w temperaturze 28°C przez 7 dni az do wytworzenia stabilnego
nosnika BC. W celu usunigcia komorek, nosnik BC wprowadzano do 0,1 M roztworu
NaOH i poddawano inkubacji w tazni wodnej, w temperaturze 80°C. Nastepnie,
nosniki BC oczyszczano poprzez wielokrotne przemywanie jalowa woda az do
ustabilizowania si¢ pH na poziomie 7.0. Warto$¢ pH oznaczano za pomocg indykatora

paskowego.

27



3.8. Charakterystyka nos$nika biocelulozowego

a) waga celulozy. Po oczyszczeniu wage celulozy mokrej i suchej po mierzono z
wykorzystaniem wagi analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1. Proces suszenia
celulozy polegal na umieszczaniu celulozy mokrej w suszarce Binder AP o ustalone;j
temperaturze 60°C. Badania wykonano w 6 powtorzeniach technicznych, w 3

niezaleznych pomiarach eksperymentalnych.

b) procentowy poziom szybkosci pochlaniania wody przez celuloze. Fragment no$nika

BC wprowadzono w sposob aseptyczny do wody destylowanej, w temperaturze
pokojowej na czas wynoszacy 1 minute. Nastepnie nosnik wyjmowano, delikatnie
zebierano nadmiar wody z wykorzystaniem bibuly filtracyjnej oraz poddawano
zwazeniu. Nastepnie nosnik wprowadzano ponownie do wody destylowanej i
poddawno wazeniu. Czynnosci te kontynuowano do momentu braku przyrostu wagi.
Proces nasaczania nosnika BC woda oraz wazenia przeprowadzono w 6
powtorzeniach. Uzyskane wyniki przedstawiono z wykorzystaniem wzoru na
procentowy poziom szybkosci pochtaniania wody przez celuloze¢ [% SR, ang. Swelling
Rate]: % SR = [(mokra masa probki celulozy - sucha masa probki celulozy) / sucha
masa probki celulozy] x 100%.

zdolno$¢ do utrzymania wody przez nosnik celulozowy BC

Jalowe (poddane uprzedniemu procesowi oczyszczania z komoérek) nosniki celulozowe
zanurzano w wodzie destylowanej na okres wynoszacy 24h. Celem tego dziatania byto
uzyskanie maksymalnej absorbcji cieczy przez nos$nik BC. Nastgpnie BC wyj¢to z
naczynia, poddawano ostroznemu osuszeniu z nadmiaru cieczy i wazono na wadze

analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1.
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Po wstepnym osuszeniu, nosnik BC pozostawiano na okres 300 min. w temperaturze
wynoszacej 60°C 1 poddawano ponownemu zwazeniu. W celu okreslenia zdolnosci

utrzymania wody przez no$nik BC wykorzystano nast¢pujacy wzor:

Zdolnos¢ do utrzymania wody przez nosnik [% WHC, ang. water-holding
capacity] = (Wm-Wp)/Ws*100%:;

Gdzie:

Wm - waga mokrej celulozy;

Wp — waga celulozy suszonej przez 300 minut / 60°C;

Ws — waga catkowicie wysuszonej celulozy.

3.9. Synteza kompozytu biocelulozowo- hydroksyapatytowego [BC-HA]

Kompozyt HA-BC stworzono poprzez wprowadzenie do natywnego nosnika BC
20 ml 0,05 mol/L CaCl; (pH 5,8) (POCH, Polska) oraz 0.1 mol/L NaHPO4 (pH 9,1)
w temperaturze 25°C. HA-BC poddano powolnemu suszeniu przez 5 dni
w temperaturze 21°C. Syntez¢ wykonano w warunkach jalowych w komorze
laminarnej. Nastgpnie 10% uzyskanych zmodyfikowanych no$nikéw wprowadzono
do 20 ml ptynnej pozywki TG lub BC i inkubowano przez 7 dni w celu okreslenia ich
jatlowosci mikrobiologicznej, ktérag potwierdzano poprzez obserwacje braku
zmgetnienia (brak rozwoju drobnoustrojéw); dodatkowo 2 ml podtoza ptynnego TG
lub BC, do ktorych uprzednio wprowadzono no$niki, rozprowadzono po agarowych
podtozach wzrostowych (Mc Conkey, Sabouraud, Columbia, Schaedler)
i inkubowano przez 24h/37°C w warunkach tlenowych (Mc Conkey, Sabouraud,

Columbia) badz beztlenowych (Schaedler).
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3.10. Nasgczenie nos$nikow BC wybranymi substancjami
przeciwdrobnoustrojowymi i okreslenie wielkosci stref zahamowania
wzrostu gronkowca zlocistego
Do kompozytow HA-BC wprowadzono wodne roztwory badanych zwigzkow

przeciwdrobnoustrojowych  (gentamycyny,  lewofloksacyny,  oritawancyny
chelerytryny) w stezeniach 1 mg/ml i1 inkubowano w temperaturze 4°C/24h w
szczelnie zamknietym, uniemozliwiajgcym parowanie, pojemniku. Przed
wykonaniem wtasciwych badan nad zdolno$cia nos$nikéw do sekwestracji
patogenow, przeprowadzono oceng aktywnosci bdjczej zwigzkow uwalniajacych si¢
z no$nikow z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-krazkowe;.

Nosniki BC zawierajace badane zwigzki przeciwdrobnoustrojowe nanoszono
centralnie na ptytki zawierajace agar Mueller-Hinton (M-H) (BioMaxima, Polska), na
ktorych wczesniej rozprowadzono zawiesing gronkowca zlocistego o gestosci 0,5
McFarlanda, metodg posiewu na murawe (wykorzystujgc metodyke stosowang przy
nastawianiu antybiogramu). Hodowle prowadzono przez 24 godziny w temperaturze
wynoszgcej 37°C. Po tym czasie obliczano $rednie strefy zahamowania wzrostu (w
mm) z uwzglednieniem $rednicy nos$nika celulozowego. Badanie wykonano w trzech

powtorzeniach.
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3.11. Ocena poziomu cytotoksycznosci kompozytu biocelulozowo-

hydroksyapatytowego wzgledem linii komorkowej osteoblastow in vitro

100 pl komoérek immortalizowanych osteoblastow o oznaczeniu U2-OS, pochodzacych
z hodowli referencyjnej ATCC, o gestoéci 1 x 10° komérek/1 ml medium F12 Dulbecco's
Modified Eagle's Medium z 2.5 mM L-glutaming (DMEM) wprowadzano do studzienek
ptytki 96-dotkowej. Komorki poddawano inkubacji w temperaturze w  37°C w
atmosferze wzbogaconej 5% CO: przez 24h; poziom kofluencji fibroblastéw oceniano
z wykorzystaniem mikroskopu odwréconego LumaScope 600 (EtaLuma, USA). Po
uptywie czasu inkubacji, ze studzienek usuwano medium (DMEM), a wprowadzono do
nich 100 pl ekstraktow, pochodzacych z opatrunkéw BC, wysyconych substancjami
przeciwdrobnoustrojowymi w st¢zeniach okreslonych w badaniu pomiaru wielkosci stref
zahamowania. Ekstrakty uzyskano zgodnie z procedurami zawartymi w normie ISO
10993: Biological evaluation of medical devices; Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity;
Part 12:Biological evaluation of medical devices, sample preparation andreference

materials (ISO 10993-5:2009 and ISO/IEC 17025:2005).

Przeprowadzano 24-godzinng inkubacj¢. Nastepnie medium usuwano i zastgpowano je
swiezym. Test zywotnosci komorek przeprowadzono wykorzystujac 0,2 ml MTT w
stezeniu wynoszacym 0,5 mg/ml. Ptytke zawierajaca komorki oraz medium poddawano
kolejnej inkubacji trwajacej 3 godziny. Nastepnie, ze studzienek usuwano medium
zawierajagce MTT, a wprowadzono 0,1 ml dimetylosulfotlenku (DMSO), w celu rozbicia
integralnosci komoérek 1 uwolnienia oraz rozpuszczenia krysztaldw czerwonego
formazanu, utworzonego na skutek inkorporacji zéttego MTT do systemu dehydrogenazy
bursztynianowej. Po rozpuszczeniu formazanu, wykonywano odczyt wartosci

absorbancji w czytniku ptytek (Infinite, Tecan), przy dlugosci fali wynoszacej 540 nm
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oraz uzyciu filtra referencyjnego 690 nm. Jako maksymalna (100%) warto$¢ absorbancji
przyjeto odczyty pochodzace z uktadu doswiadczalnego, w ktorym komorki osteoblastow
hodowano w medium niezawierajgcym badanych substancji przeciwdrobnoustrojowych.

Pomiary wykonano w 6 powtdrzeniach.

3.12. Ocena zdolnosci osteoblastow do zasiedlania no$Snikow BC

1,5 ml zawiesiny komorek o gestosci 1,5 x 10° CFU/ml wprowadzano do
studzienek w 24-dotkowej ptytce (VWR, Randor, Pa, USA) z wstawkg na dole. Phytki
inkubowano przez 24 h, 48 h 1 72 h w temperaturze 37°C 1 atmosferze zawierajacej
5% COz (inkubator C150UL-CO., Binder, Tuttlingen Niemcy). Medium odzywcze
wymieniano co 24h. Test zywotnosci komoérek przeprowadzano wykorzystujac 0,2
ml MTT w stezeniu wynoszagcym 0,5 mg/ml. Plytke zawierajaca komorki oraz
medium poddawano kolejnej inkubacji trwajacej 3 godziny. Nastepnie, ze studzienek
usuwano medium zawierajace MTT, a wprowadzano 0,1 ml dimetylosulfotlenku
(DMSO), w celu rozbicia integralnosci komodrek i uwolnienia oraz rozpuszczenia
krysztatléw czerwonego formazanu utworzonego na skutek inkorporacji zottego MTT
do systemu dehydrogenazy bursztynianowej. Po rozpuszczeniu formazanu,
wykonywano odczyt wartosci absorbancji w czytniku plytek (Infinite, Tecan), przy
dlugosci fali wynoszacej 540nm oraz uzyciu filtra referencyjnego 690nm. Jako
maksymalng (100%) warto$¢ absorbancji przyjeto odczyty pochodzace z uktadu
doswiadczalnego, w ktorym komoérki osteoblastow hodowano w medium
niezawierajacym badanych substancji  przeciwdrobnoustrojowych. Pomiary

wykonano w 6 powtorzeniach.
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3.13. Ocena zdolno$ci nos$nikow biocelulozowych do sekwestracji szczepow

gronkowca zlocistego

Z 24-godzinnej hodowli szczepoéw gronkowca w poditozu ptynnym (DMEM) w
atmosferze zawierajacej 5% CO: (inkubator Binder VWR, Polska) sporzadzono
odpowiednie zawiesiny bakterii o gestosci 0,5 MF) w DMEM, ktore nastepnie poddawano
1000-krotnemu rozcienczeniu (w DMEM). Uzyskano w ten sposob zawiesing o gestosci
10° CFU/ml drobnoustrojow. Rownolegle przygotowano nosniki BC (zawierajace badane
substancje przeciwdrobnoustrojowe oraz ich pozbawione (natywne, kontrolne), ktore
umieszczano na powierzchniach badanych (kragzkach hydroksyapatytowych lub kosciach
udowych szczurdéw). Tak przygotowany uktad badawczy przenoszono do cieplarki VWR
Binder, w ktérej zapewniono warunki komory wilgotnej. Nastepnie, z zachowaniem zasad
aseptyki na nosniki BC naktadano 100 pl uprzednio przygotowanej zawiesiny bakterii i
poddawano inkubacji w czasie 24, 48 lub 72h. Po zakonczeniu inkubacji nosniki celulozowe
poddawano rozpuszczaniu w celulazie (SemSoft, Polska), wirowaniu (35000 rpm/15 min.).
Supernatant usuwano, a pellet rozpuszczono w 5 ml soli fizjologicznej 1 poddawno
seryjnym posiewom na ptytki Columbia Agar. Krazki hydroksyapatytowe oraz kosci dlugie
szczurdw potencjalnie pokryte biofilmem wprowadzano do 0,5% saponiny 1 poddawano
mechanicznemu wytrzgsaniu przez minute, a nastgpnie wykonanywano posiewy ilo§ciowe
na podtoze Columbia agar. Po 24 godzinach obliczano liczbe kolonii gronkowca ztocistego

wyrostego na podtozach. Pomiar wykonano w 3 powtdrzeniach.
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3.14. Wizualizacja biofilmu gronkowcowego oraz no$nikow z wykorzystaniem

skaningowej mikroskopii elektronowej

Probki (inserty, nos$niki BC zawierajace drobnoustroje, hydroksyapatyt, ko$ci szczura)
umieszczono w 2% glutaraldehydzie i poddano inkubacji przez okres 4h w temperaturze 4°C.
Po uptywie czasu inkubacji probki poddano przeptukiwaniu woda 3 x przez okres 2 minut i
wprowadzono do rosngcych stgzen etanolu (szereg alkoholowy) w sekwencji: (2 x 10 min w
10%; 1 x 10 min w stgzeniach: 25%, 50%, 70%, 80%, 90% i finalnie 2 x 15 min w 100% w

celu dehydratacji. Odwodnione probki poddano suszeniu w temperaturze pokojowe;.
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3.15. Obliczenia statystyczne

Oszacowania  istotno$ci  statystycznej  uzyskanych  wynikéw  dokonano
z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad Prism version 8. Normalno$¢ rozktadu
oszacowano z wykorzystaniem testu D'Agostino-Pearson. Poniewaz uzyskane wartos$ci nie
wykazywaty cech rozktadu normalnego, w obliczeniach wykorzystano test Kruskala-Walisa z

analiza post-hoc Dunneta. Wyniki uznawano za istotne przy wartosci p <0,5.
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4. Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawione w Tabeli 1 oraz na Wykresie 1 wskazuja na wysokie
zroéznicowanie wrazliwos$ci/opornosci metycylinoopornych gronkowcow (MRSA) na
zastosowane antybiotyki, z oczywistym wyjatkiem -cefoksytyny, wzgledem ktorej

wszystkie szczepy gronkowca ztocistego MRSA cechujg si¢ opornoscia.

Szczep Opornosé/wrazliwos¢ na zastosowany antybiotyk
MlllfA FOX |G| LV LZ E CC TG TE | SXT | TP | VA

ATCC

33591 R S S S S S S S S S S
MR 2 R R S S R R S S S S S
MR 3 R S S S R R S R S S S
MR 4 R S S S S S S S S S S
MR 5 R S S S S S S S S S S
MR 6 R S S S R R S S S S S
MR 7 R S S S S S S S S S S
MR 8 R S R S R R S S S S S
MR9 R R S S R R S S S S S
MR 10 R S S S S S S S S S S
MR 11 R R S S S S S S S S S
MR 12 R S S S R R S S S S S
MR 13 R R R S R R S S S S S
MR 14 R S S S S S S S S S S
MR 15 R S S S R R S S S S S
MR 16 R R S S S S S S S S S
MR 17 R R S S R S S S R S S
MR 18 R R R S R S S R S S S
MR 19 R S R S R R S S S S S
MR 20 R S R S | R S S S S S
MR 21 R S S S | R S S S S S
MR 22 R R S S | S S S S S S
MR 23 R S S S | R S S S S S
MR 24 R S R S | S S S R S S
MR 25 R S S S | S S S R S S
MR 26 R R S S | S S S S S S
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MR 27 R s S S S s S S S S S
MR 28 R s S S S s S S S S S
MR 29 R s R S S s S S S S S
MR 30 R R R S R R S S S S S
MR 31 R s R S S S S S S S S
MR 32 R s S S S S S S S S S
MR 33 R R S S S S S R S S S
MR 34 R R S S S S S S S S S
MR 35 R R R S S S S S S S S
MR 36 R s S S S S S S S S S
MR 37 R s S S S S S S R S S
MR 38 R R S S S S S S S S S
MR 39 R R S S R R S S S S S
MR 40 R R S S S S S S S S S
MR 41 R s S S S S S S S S S
MR 42 R s R S S S S S S S S
MR 43 R s S S S S S S R S S
MR 44 R s S S S S S S S S S
MR 45 R s S S R R S R S S S
MR 46 R R R S S S S S S S S
MR 47 R R R S S S S S S S S
MR 48 R R S S S S S S S S S
MR 49 R s S S S S S S S S S
MR 50 R s S S S S S S S S S

Tabela 1. Profil antybiotykoopornosci badanych szczepow gronkowca zlocistego. S —
szczepy wrazliwe wedlug danych EUCAST; R — szczepy oporne wedlug danych EUCAST.
MS - szczepy S. aureus wrazliwe na metycyling; MR - szczepy S. aureus oporne na metycyling;
FOX-cefoksytyna; G-gentamycyna; LV-lewofloksacyna; LZ -linezolid; E-erytromycyna;

CC-klindamycyna; TG-tygecyklina; TE-tetracyklina; SXT-kotrimoksazol.
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Wykres 1. Opornos¢ [%] szczepow gronkowca zlocistego MRSA (n=50) na antybiotyki
wykorzystane w antybiogramie. Czarnymi strzalkami zaznaczone s3 te antybiotyki,

wzgledem ktorych badane szczepy gronkowca zlocistego charakteryzowaty si¢ wrazliwos$cia.

Gentamycyna byfa antybiotykiem, wzgledem ktérego (z wylaczeniem cefoksytyny)
badane szczepy MRSA cechowaly si¢ najwyzsza (38%) oporno$cig. Brak wrazliwosci na
linezolid, erytromycyn¢ oraz klindamycyne byt nizszy i wynosit 26%, 28% oraz 28%,
odpowiednio. Przedstawione, rowne co do warto$ci, dane procentowe dotyczace opornosci na
erytromycyne oraz klindamycyne oraz wyglad stref zahamowania wzrostu, zaobserwowany
migdzy krazkami z erytromycyng a klindamycyna, sugeruje mechanizm oporno$ci MLSg (ang.

macrolide-linkozamide-streptogramin B).

38



Badane szczepy gronkowca zlocistego MRSA cechowaty si¢ nie tylko zréznicowang
wrazliwo$cig/opornoscig na zastosowane antybiotyki, ale takze zr6znicowaniem w zdolnosci

do tworzenia biofilmu, jak wykazano to na Wykresie 2.

fiolet krystaliczny
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Wykres 2. Zdolno$¢ badanych szczepow MRSA (n=50) do tworzenia biomasy
biofilmowej, oceniana za pomoca barwienia fioletem Kkrystalicznym. MR- szczep
metycylinooporny gronkowca zlocistego. I — arbitralnie przyj¢ta niska zdolnos¢ do tworzenia
biomasy biofilmowej; II — arbitralnie przyjeta umiarkowana zdolno$¢ do tworzenia biomasy
biofilmowej; IIl — arbitralnie przyjeta wysoka zdolno$¢ do tworzenia biomasy biofilmowe;j.;
IV — arbitralnie przyjeta bardzo wysoka zdolnos$¢ do tworzenia biomasy biofilmowe;j
Zastosowana metoda (wykorzystujaca fiolet krystaliczny) wybarwia zard6wno komorki,
jak 1 macierz biofilmowg, jest wigc powszechnie stosowang technikg przesiewowa,
odrozniajaca szczepy zdolne do tworzenia silnych struktur biofilmu od szczepow tworzacych

biofilm w sposéb umiarkowany/staby lub nie tworzacych biofilmu.
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Na potrzeby analiz przeprowadzonych w niniejszej pracy dokonano arbitralnego (opierajacego
si¢ na rozroznieniu wewnatrz grupy badanej) rozréznienia mie¢dzy szczepami tworzgcymi
biofilm stabo (grupa I, ktérg tworzyto 38% izolatow); w sposob umiarkowany (18 szczepdéw
klinicznych oraz 1 szczep wzorcowy — 38% izolatow); w sposob silny (14% szczepow) oraz
bardzo silny (10% szczepdéw). Roznice miedzy poszczegdlnymi grupami cechowaly sie

istotnoscig statystyczng

b c d
4 a
—y—

E 3-

j o=

F

ww I

n

=

S 22—

o

| =

©

o]

f -

o

w

O

<t 1=

o T T $

a3 = T~
= S S

Wykres 3. Roznice pomi¢dzy grupami w zdolnosci badanych szczepow MRSA (n=50) do
tworzenia biomasy biofilmowej, ocenianej za pomoca barwienia fioletem krystalicznym.
Grupa I — arbitralnie przyjeta niska zdolnos¢ do tworzenia biomasy biofilmowej; grupa II —
arbitralnie przyjeta umiarkowana zdolno$¢ do tworzenia biomasy biofilmowej; grupa III —
arbitralnie przyjeta wysoka zdolno$¢ do tworzenia biomasy biofilmowej. a,b,c,d — r6zne litery
przypisane warto$ciom poszczegélnych grup oznaczajg istotne réznice statystyczne miedzy

nimi (p<0.5), test Kruskal-Wallis z analiza post-hoc Dunnetta.
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Srednie roznice procentowe w zdolnosci do tworzenia biofilmu oceniang metoda

wykorzystujacg fiolet krystaliczny miedzy arbitralnie ustanowionymi grupami przedstawione

sa w Tabeli 2.
Grupa I Grupa II Grupa I1I Grupa IV
Grupa I - 200% 254% 301%
Grupa II - - 126% 150%
Grupa III - - - 118%

Tabela 2. Srednie réznice [%] w zdolnosci do tworzenia biomasy biofilmowej miedzy
poszczegllnymi arbitralnie ustanowionymi grupami. Grupa I — arbitralnie przyjeta niska
zdolno$¢ do tworzenia biomasy biofilmowej; grupa II — arbitralnie przyj¢ta umiarkowana
zdolnos$¢ do tworzenia biomasy biofilmowej; grupa III — arbitralnie przyj¢ta wysoka zdolnos¢

do tworzenia biomasy biofilmowej

Jak wykazano, w obrebie grupy badanej az 68% szczepoéw (grupa I + grupa II)
charakteryzowato si¢ zdolno$cig do stabego lub umiarkowanego tworzenia biofilmu. Liczba
szczepOw tworzacych biofilm silnie lub bardzo silnie (grupa III + grupa IV) byla istotnie nizsza
1 wynosita 24%. Z kolei zdolno$¢ szczepéw do tworzenia silnego biofilmu (ocenionego
poziomem biomasy biofilmowej) byta 3-krotnie wyzsza (Tabela 2) od szczepow tworzacych
biofilm stabo w obrgbie grupy badanej i odpowiednio 1,5-1,2 razy wyzsza od szczepoéw

tworzacych biofilm w spos6b umiarkowany badz silny (grupa Il oraz grupa III, odpowiednio).
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W kolejnym etapie do$wiadczen podjeto si¢ oceny poziomu aktywnosci metabolicznej
badanych szczepoéw tworzacych biofilm, ktora koreluje (jakkolwiek w sposéb niebezposredni)

z liczbg komorek tworzacych t¢ forme bytowania bakterii.

biomasa biofilmowa [Wyk.2]
| 1) H1'+1V*

1.0 aktywnos¢ metaboliczna

0.5

Absorbancja n=490nm

Wykres 4. Ocena poziomu aktywnos$ci metabolicznej badanych szczepéw MRSA (n=50)
wykonana z wykorzystaniem techniki Richardsa. MR- szczep metycylinooporny
gronkowca ztocistego. I’ — arbitralnie przyjeta niska aktywnos$¢ metaboliczna; I’ — arbitralnie
przyjeta umiarkowana aktywno$¢ metaboliczna; III’+IV — arbitralnie przyjeta wysoka oraz

bardzo aktywno$¢ metaboliczna komoérek gronkowca ztocistego MRSA tworzacych biofilm.

42



LILIILIV - szczepy wytwarzajace niski, umiarkowany, wysoki oraz bardzo wysoki poziom
biomasy biofilmowej (przedstawione na Wykresie 2); strzatkami zaznaczono szczepy, ktore
wykazywaty niska zdolno$¢ do tworzenia biomasy biofilmowej, a w badaniu poziomu
aktywnos$ci metabolicznej zaliczone zostaty do grupy szczepow o umiarkowanie wysokim

poziomie aktywno$ci metabolicznej.

Podobnie jak w przypadku oceny poziomu tworzenia biomasy biofilmowej, réwniez
poziomy aktywnosci metaboliczne] szczepow MRSA tworzacych biofilm w zastosowanym
uktadzie doswiadczalnym réznity si¢ migdzy sobg (zmienno$¢ wewnatrzgatunkowa).
Najwyzsza roznica w poziomie aktywno$ci metabolicznej (ponad 3-krotna) =zostata
zaobserwowana migdzy szczepem MR8 a szczepem MR39. W odréznieniu od grup
stworzonych w oparciu o wyniki ptyngce z analizy poziomu biomasy biofilmowej, w przypadku
oceny poziomu aktywnosci metabolicznej (korelujgcego z liczbg komorek tworzacych biofilm),
wyrdzniono arbitralnie trzy, a nie cztery grupy szczepow: grupe I’ w sktad ktorej wchodzity
szczepy o niskim poziomie aktywnosci metabolicznej; grupe II’, w sklad ktorej wchodzity
szczepy o umiarkowanym poziomie aktywno$ci metabolicznej oraz grupe II"+1V’ w sktad
ktorej wchodzity szczepy o wysokim poziomie aktywno$ci metabolicznej. Do grupy I’
zaliczono 34% szczepdw; do grupy II’ 42% szczepow, a do grupy III'+IV’ 24% szczepow.
Przyczyng nierozrdznienia grupy III’+IV’ na szczepy o wysokim i1 bardzo wysokim poziomie
aktywnos$ci metabolicznej byt brak istotnych roznic migdzy szczepami w aspekcie wartosci

analizowanego parametru (Wykres 5).
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Wykres 5. Brak istotnych réznic statystycznych w poziomie aktywnosci metabolicznej
ocenianej metoda Richardsa miedzy grupami szczepow zaliczanych w pomiarze poziomu
tworzenia biomasy biofilmowej do grup III i IV. a- brak roznic istotnych statystycznie

migdzy grupami (p>0.5).

Zaobserwowano wysoki poziom korelacji miedzy wynikami przedstawionymi na
Wykresie 2 oraz Wykresie 4. 89% szczepow tworzacych biomas¢ biofilmowg na niskim
poziomie zostata skategoryzowana rowniez jako szczepy o niskim poziomie aktywnosci
metabolicznej (a zatem o niskiej liczbie komorek tworzacych biofilm); pozostate 11% na
podstawie uzyskanych wynikow zostalo przesunietych do grupy o S$rednim poziomie
aktywnos$ci metabolicznej; wszystkie (100%) szczepow, ktore w badaniu poziomu biomasy
biofilmowej zostaty wiaczone do grupy III lub IV, w oparciu o wyniki oceny poziomu

aktywnosci metabolicznej zostaty wiaczone do grupy III’+IV°.
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Istotno$¢ rdéznic w poziomie aktywnos$ci metabolicznej badanych biofilmoéw zostata
przedstawiona na WyKkresie 6, podczas gdy w Tabeli 3 wykazano réznice procentowe [%]
miedzy wartoSciami poziomu aktywno$ci metabolicznej/liczby komorek pomigdzy

poszczegbdlnymi grupami.
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Wykres 6. Réznice pomiedzy grupami w poziomie aktywnosci metabolicznej badanych
szczepow MRSA (n=50) oceniana za pomoca barwienia z chlorkiem tetrazoliowym. I’ —
grupa, w sktad ktorej wchodza szczepy o niskim poziomie aktywnosci metabolicznej; I’ —
grupa, w sktad ktorej wchodzg szczepy o umiarkowanym poziomie aktywno$ci metabolicznejs;
HI”+IV’ — grupa, w sklad ktorej wchodza szczepy o wysokim poziomie aktywnosci

metabolicznej. Litery a,b,c oznaczajg istotne statystycznie réznice migdzy grupami (p>0,5).
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Grupa I’ Grupa II’ Grupa [II’+1V’

Grupa | - 168% 234%

Grupa I’ - - 139%

Tabela 3. Srednie roznice [%] w zdolnosci do tworzenia biomasy biofilmowej miedzy
poszczegllnymi arbitralnie ustanowionymi grupami. Grupa I’ — arbitralnie przyjety niski
poziom aktywnosci metabolicznej szczepoéw MR tworzacych biofilm; grupa II’’ — arbitralnie
przyjety umiarkowany poziom aktywnos$ci metabolicznej szczepéw MR tworzacych biofilm;
grupa II’+IV’ — arbitralnie przyjety wysoki poziom aktywnosci metabolicznej szczepéw MR

tworzacych biofilm

Poniewaz wyniki oceny poziomu biomasy biofilmowej (Wykres 2, Wykres 3, Tabela 2)
charakteryzowaty si¢ podobnymi zalezno$ciami w obrgbie analizowanych biofilmow
tworzonych przez gronkowce MRSA do wynikéw poziomu aktywnosci metabolicznej
(Wykres 4, Wykres 5, Wykres 6, Tabela 3) zalozono, ze uzyskane biofilmy (w zastosowanym
uktadzie badawczym) cechuja si¢ wysokim komponentem komdrkowym, a niskim udziatlem
komponentu macierzy zewnatrzkomérkowej. W celu weryfikacji tej hipotezy wykonano
obrazowanie wybranych biofilmoéw z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej

(SEM). Wyniki obrazowania przedstawiono na Zdjecie 1.
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Zdjecie 1. Obrazowanie biofilmu tworzonego przez gronkowce zlociste MRSA z
wykorzystaniem Skaningowej Mikroskopii Elektronowej. A — szczep nalezacy do grupy
I/T’; B — szczep nalezacy do grupy II/II’; C - szczep nalezacy do grupy IV/ II+IV°. Strzalka
czerwona — obszar niepokryty biofilmem; strzalka niebeska — biofilm; strzalka zielona —
wielowarstwowa struktura biofilmu; D — brak widocznej macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Zdjecia A,B,C: powigkszenie 20000x, mikroskop Zeiss EVO MA 25; zdjecie D — mikroskop

Zeiss Auriga 60, powigkszenie 50000x.
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Wyniki uzyskane z wykorzystaniem Skaningowej Mikroskopii Elektronowe;j
przedstawione na reprezentatywnych zdjeciach wchodzacych w skiad Ryciny 1 wykazaly, ze
biofilm gronkowcowy, w zastosowanym uktadzie badawczym, tworzony jest przez liczne
warstwy komoérek gronkowca, ktore jednak nie sg pokryte zewnatrzkomorkowa macierzg.

Powyzej przeprowadzone analizy mialy na celu okreslenie zdolnosci gronkowcow do
tworzenia biofilmu in vitro w podstawowym uktadzie badawczym (wykorzystujacym
powierzchni¢ polistyrenowg oraz podioze DMEM) i1 ewentualne odrzucenie tych szczepow,
ktore zdolnos¢ do tworzenia biofilmu in vitro wykazywaty w sposob nikty lub niepowtarzalny,
co uniemozliwitoby uzyskanie danych, mogacych zosta¢ poddanych analizie statystyczne;.
Jednak jak wykazano, wszystkie badane szczepy tworzyly biofilm in vitro (co wykazano za
pomoca dwoch technik doswiadczalnych), a uzyskane wyniki cechowaty si¢ wzglednie niskimi
warto$ciami odchylen standardowych. Jednakze dane przedstawione w powyzszej czgsci
manuskryptu  wymusity uwzglednienie zaobserwowanego wysokiego zroznicowania
wewnatrzgatunkowego w aspekcie zdolnosci do tworzenia biofilmu in vitro. Dlatego do celow
kolejnych analiz, w ktorych jako podtoze wzrostowe wykorzystano proszek
hydroksyapatytowy, krazki hydroksyapatytowe oraz kosci dtugie szczuréw, wybrano tacznie
10 szczepow, z ktorych 4 nalezaty do grupy o stabej zdolnosci do tworzenia biofilmu (szczepy
7, 15, 23, 50); cztery cechowaty si¢ umiarkowang zdolnoscig do tworzenia biofilmu (szczepy
12,27,43, ATCC 33591) oraz 2 silng zdolno$cig do tworzenia biofilmu (szczepy 32 oraz 37).
Poniewaz jak zaobserwowano w badaniach wstepnych, metoda wykorzystujaca fiolet
krystaliczny nie nadaje si¢ do analiz, w ktorych jako podtoze do wzrostu biofilmu stosowany
jest hydroksyapatyt (na skutek w duzej mierze nieodwracalnego taczenia si¢ fioletu
krystalicznego z tym zwigzkiem), w kolejnych badaniach wykorzystano techniki posiewow

ilosciowych oraz positkowano si¢ skaningowg mikroskopia elektronowa.
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Na Zdjeciu 2 przedstawiono poszczegdlne postacie powierzchni wzrostowych zawierajacych

hydroksyapatyt oraz zobrazowany na tych powierzchniach biofilm gronkowcowy.

Zdjecie 2. Powierzchnie wzrostowe do rozwoju biofilmu. A - Proszek hydroksyapatytowy;
B — dysk hydroksyapatytowy, C — kos$¢ dtuga szczura. D,E,F — biofilm gronkowca ATCC
33591 utworzony na proszku hydroksyapatytowym, dysku hydroksyapatytowym oraz kosci
dtugiej, odpowiednio. Zdjecie G stanowi powiekszenie biofilmu zobrazowanego na zdjeciu F,
uwidaczniajace wielokomoérkowa strukture biofilmu. Mikroskop Zeiss EVO MA 25,

powiekszenie 10000x (zdjecia D,E), 2500x (zdjecie F), 19000 x (zdjecie G).
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Jak wykazano na Wykresie 7, wszystkie szczepy gronkowca ztocistego MRSA
cechowaly si¢ zdolnoscig do tworzenia Dbiofilmu na czasteczkach proszku
hydroksyapatytowego, jednakze cecha ta nie korelowata z okreslonymi uprzednio poziomami
tworzenia biofilmu na powierzchni polistyrenowej, oszacowanym z wykorzystaniem techniki
barwienia fioletem krystalicznym oraz metoda Richardsa. Jakkolwiek zwrdci¢ nalezy takze
uwage na relatywnie wysokie wartosci odchylen standardowych od $redniej, zaobserwowane
dla poszczeg6dlnych szczepdéw (MR23, MR27, MR50, ATTC 33591), ktorych liczba stanowi
60% analizowane] grupy (Wykres 8). Wyjasnienie przyczyn tego zjawiska znajduje si¢ w

sekcji ,,Dyskusja” niniejszego manuskryptu.
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Wykres 7. Porownanie liczby komorek szczepow gronkowca zlocistego MRSA tworzacego
biofilm na proszkach hydroksyapatytowych. I’, II’, III’+IV’: szczepy nalezace do grup

stabo, umiarkowanie i silnie tworzacych biofilm na podtozu polistyrenowym.
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Wykres 8. Poréwnanie roznic w zdolnosci badanych szczepow do tworzenia biofilmu na
czasteczkach proszku hydroksyapatytowego. I’, II’, III’+IV’: szczepy nalezace do grup
stabo, umiarkowanie i silnie tworzacych biofilm na podtozu polistyrenowym. a — brak istotnosci
statystycznej w zaobserwowanych roznicach w tworzeniu biofilmu na czgsteczkach proszku

hydroksyapatytowego.

Nastepnie oszacowano zdolno$¢ wybranej grupy szczepéw (n=10) do tworzenia
biofilmu na powierzchni krazkéw hydroksyapatytowych. Podobnie jak w przypadku danych
przedstawionych na Wykresie 7 oraz Wykresie 8, rowniez w przypadku wykorzystania tej
powierzchni (Wykres 9), wyniki uzyskane dla badanych szczepow nie korelowaty z danymi
uzyskanymi dla biofilmu rosngcego na powierzchni polistyrenowej. Zaobserwowano natomiast
(Wykres 10) nizsze wartosci odchylen standardowych dla powtorzen uzyskanych dla
poszczegbdlnych szczepdw niz w przypadku, gdy zastosowang powierzchnig wzrostowg byty

czasteczki proszku hydroksyapatytowego.
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Jednakze, $rednie wartosci liczby komorek tworzacych biofilm w poszczegolnych grupach
roznity si¢ miedzy sobg na tyle, ze rdéznice obserwowane w poréwnaniach migdzygrupowych

nie cechowatly si¢ istotnoscig statystyczng (p>0.5).
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Wykres 9. Porownanie liczby komorek szczepow gronkowca zlocistego MRSA tworzacego
biofilm na krazkach hydroksyapatytowych. I’, II’, III’+1V’: szczepy nalezace do grup stabo,

umiarkowanie i silnie tworzacych biofilm na podtozu polistyrenowym.
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Wykres 10. Porownanie roznic w zdolnosci badanych szczepow do tworzenia biofilmu na
krazkach hydroksyapatytowych. I’, II’, IIP’+IV’: szczepy nalezace do grup stabo,
umiarkowanie 1 silnie tworzacych biofilm na podtozu polistyrenowym. a — brak istotnosci
statystycznej w zaobserwowanych réznicach w tworzeniu biofilmu na dyskach

hydroksyapatytowych.

W kolejnym etapie badan oceniono zdolno$¢ wybranych szczepow gronkowca
ztocistego MRSA (n=10) do tworzenia biofilmu in vitro na kosciach udowych szczuréow
(material uzyskany post mortem). Jak mozna zaobserwowa¢ na Wykresie 11 oraz Wykresie
12, uzyskane wyniki cechowaty si¢ wyzszymi wartosciami odchylen standardowych niz w
przypadku zastosowania dyskow hydroksyapatytowych jako powierzchni wzrostowej i1 byty
porownywalne do tych, ktére otrzymane byly przy zastosowaniu proszku

hydroksyapatytowego.
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Wykres 11. Porownanie liczby komorek szczepow gronkowca zlocistego MRSA
tworzacego biofilm na kos$ciach dlugich. I, II’, III’+IV’: szczepy nalezace do grup stabo,

umiarkowanie i silnie tworzacych biofilm na podtozu polistyrenowym.
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Wykres 12. Porownanie roznic w zdolnosci badanych szczepow do tworzenia biofilmu na
kosciach dhugich szczuréw. I’, Il III’+IV’: szczepy nalezace do grup stabo, umiarkowanie i
silnie tworzacych biofilm na podtozu polistyrenowym. a — brak istotno$ci statystycznej w

zaobserwowanych roznicach w tworzeniu biofilmu na dyskach hydroksyapatytowych.
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Poréwnanie zdolnos$ci poszczegolnych szczepoéw wchodzacych w sktad grupy badanej (n=10)
do tworzenia biofilmu na poszczegdlnych powierzchniach zawierajacych hydroksyapatyt

(proszkach, krazkach, kosciach dtugich szczuréw) przedstawiono w Tabeli 4.

powierzchnia szczepy gronkowca ztocistego MRSA o zdolno$ci tworzenia biofilmu
od najwyzszej do najnizszej na okreslonej powierzchni wzorcowe;j

proszek 23 | 3359150 |7 43 15 (12 |27 |32 |37

hydroksyapatytowy

krazki 37 |43 50 |12 |33591|7 23 |27 |32 |15

hydroksyapatytowe

kosci dtugie 50 |37 23 |27 |32 7 12 |15 |43 |33591

Tabela 4. Sila tworzenia biofilmu przez poszczegoélne szczepy gronkowcéow zlocistych
MRSA w zaleznosci od zastosowanej powierzchni wzrostowej. Pogrubiong czcionka
zaznaczono szczepy, ktore w poréwnywalny sposéb tworzyly biofilm dla powierzchni
wzrostowe] w postaci proszku hydroksyapatytowego oraz krazkow hydroksyapatytowych.
Dane przedstawione na Wykresie 8, Wykresie 10 i Wykresie 12 oraz w Tabeli 4
wskazuja zroznicowang zdolnos$¢ poszczegolnych szczepéw do tworzenia biofilmu na réznych
zastosowanych powierzchniach zawierajacych hydroksyapatyt. W zadnym przypadku nie
wykazano, ze specyficzny szczep jest w stanie w okreslony, zawsze taki sam, sposob (niski,
umiarkowany, lub silny) tworzy¢ biofilm na kazdych z trzech powierzchni wzrostowych. W
przypadku 40% szczepow (o numerach 27, 32, 50) wykazano poréwnywalng sile tworzenia
biofilmu w ukladzie badawczym, w ktorym zastosowano czasteczki proszku
hydroksyapatytowego lub krazkow hydroksyapatytowych, ale nie kosci dhugie, jako

powierzchnie wzrostowe.
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Nastepnie  podjeto  si¢  oceny  zdolnosci  bojczych ~ wybranych  zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych — gentamycyny, lewofloksacyny, oritawancyny oraz chelerytryny
wzgledem form planktonicznych (Tabela 5) oraz biofilmu (Tabela 6, Wykres 13) tworzonego

przez szczepy gronkowca ztocistego MRSA (n=10).

Minimalne stezenie sSrodkow przeciwdrobnoustrojowych
hamujace wzrost bakterii [MIC, mg/L]
szczep gentamycyna | lewofloksacyna | oritawancyna | chelerytryna
MRSA nr
33591 0.5 0.0005 0.062 62
7 1 0.0005 0.062 62
12 0.25 0.0005 0.125 62
15 0.125 0.0005 0.031 31
23 0.5 0.001 0.62 128
27 0.5 0.001 0.031 31
32 1 0.0005 0.125 62
37 1 0.001 0.125 62
43 1 0.0005 0.125 31
50 0.5 0.001 0.062 31

Tabela 5. Wartosci Minimalnego Stezenia Hamujgcego wyznaczone dla badanych

zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych.
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Minimalne St¢zenie Hamujace Eradykujace Biofilm [MBEC,
mg/L] §rodkow przeciwdrobnoustrojowych
szczep gentamycyna | lewofloksacyna | oritawancyna | chelerytryna
MRSA nr
33591 8 0.008 0.125 250
7 16 0.004 0.125 n.m.
12 2 0.0004 0.5 n.m
15 4 0.0008 0.125 125
23 8 0.004 0.62 n.m.
27 2 0.008 0.125 125
32 2 0.004 0.250 125
37 4 0.004 0.250 n.m.
43 2 0.001 0.125 62
50 4 0.004 0.250 62

Tabela 6. Wartosci Minimalnego Stezenia Eradykujacego Biofilm wyznaczonych dla
badanych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych. n.m. — niemierzalne w zakresie

zastosowanych stezen
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Wykres 13. Redukcja [%] biofilmu przez chelerytryne. * - rdznice istotne statystyczne
pomiedzy warto$cig redukcji biofilméw tworzonych przez poszczegodlne szczepy, przetrwatych

traktowanie chelerytryng (p<0,5).

Wszystkie badane szczepy gronkowca ztocistego MRSA cechowaty si¢ wrazliwo$cia
na gentamycyng, lewofloksacyng¢ oraz oritawancyn¢ oznaczong metoda mikroplytkowa
(Tabela 5). Wyniki te zgodne sa (dla gentamycyny i lewofloksacyny) z danymi
przedstawionymi ~w  Tabeli 1 niniejszego  manuskryptu, przedstawiajgcymi
wrazliwo§¢/oporno$¢ badanych szczepdéw, oznaczong metoda dyfuzyjno-krazkowa lub
gradientowo-dyfuzyjna. Wszystkie szczepy wlaczone do analizy wykazywaty takze wrazliwo$¢
na oritawancyne, nie przekraczajac wartosci granicznej (0,125 mg/L) podanej w EUCAST.
Roéwniez w przypadku alkaloidu roslinnego chelerytryny, mozliwe bylo oznaczenie dla

wszystkich szczepéw wartosci MIC, w zakresie od 31 mg/L do 128 mg/L (dla szczepu 23).
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Wartosci MBEC dla kazdego szczepu przyjety warto$¢ wyzsza niz wartosci MIC oznaczone
dla tego samego szczepu (Tabela 6), niezaleznie od wykorzystanego $rodka
przeciwdrobnoustrojowego. W przypadku gentamycyny najwyzsza zaobserwowana rdznica
miedzy MIC a MBEC wynosita 8x, a w przypadku lewofloksacyny i oritawancyny 16x i 4x,
odpowiednio. Najwyzsza réznica w wartosciach MIC, a MBEC dla chelerytryny rowniez
wynosita 4x. Dla biofilmow tworzonych przez 4 szczepy gronkowca ztocistego MRSA (nr 7,
12, 23, 37) nie okreslono wartoscit MBEC w mozliwym do uzyskania zakresie stezen.
Zaobserwowano natomiast wyraznie mniej intensywne czerwone zabarwienie studzienek, do
ktorych wprowadzono najwyzsze stezenie chelerytryny (250mg/L) w pordwnaniu do
studzienek, w ktorych rést biofilm nietraktowany chelerytryng (kontrola zdolnosci do wzrostu
w zastosowanym uktadzie badawczym). Dlatego tez dla biofilmow traktowanych najwyzszymi
mozliwymi do osiggni¢cia stezeniami chelerytryny wykonano analize¢ porownawcza majaca
oceni¢ poziom redukcji biofilmu (nie przektadajacy si¢ na osiggnigcie parametru MBEC).
Uzyskane wyniki (Wykres 13) wykazaty 30%-70% redukcje poziomu biofilmu.

Dane przedstawione na Wykresach 3 -12 pozwolily potwierdzi¢ zdolno$¢ badanych
szczepow (n=50) do tworzenia biofilmoéw na zr6znicowanych powierzchniach wzrostowych,
natomiast dane przedstawione w Tabeli 5-6 i na Wykresie 13 pozwolily potwierdzi¢
skuteczno$¢ (jakkolwiek roznego stopnia) wybranych zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych (3
antybiotykow oraz 1 alkaloidu ros§linnego) wzgledem tych szczepow.

W kolejnej czesci manuskryptu przedstawiono proces wytworzenia nosnika z BC, jego
charakterystyki oraz modyfikacji polegajacej migdzy innymi na wprowadzeniu do niego
hydroksyapatytu oraz wyzej wymienionych zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych, a nastepnie

cech fizycznych 1 wlasciwosci biologicznych tak zmodyfikowanych nosnikow.
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Wytworzony no$nik BC oraz jego mikrostrukturg przedstawiono na Zdjeciu 3.

Zdjecie 3. Makro- oraz mikro-struktura no$nika BC. Zdjecie gérne — mikrostruktura
nieoczyszczonego nosnika BC zawierajacego komorki Komagataeibacter xylinus oraz
pozostatosci pozywki hodowlanej. Zdjecie dolne — mikrostruktura nosnika BC po procesie
oczyszczenia z wykorzystaniem lizy alkalicznej, prowadzagcym do usunig¢cia komoérek oraz
pozostatosci hodowlanej. Zdjecie z prawej strony — makrostruktura nosnika BC po

oczyszczeniu, charakteryzujgca si¢ wysokim stopniem jednorodnos$ci oraz przeziernoscia.
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Waga celulozy suchej i mokrej po oczyszczeniu zostala zmierzona z wykorzystaniem
wagi analitycznej; wynosita ona dla mokrego nosnika BC 0.84+0,019 g, a dla suchego no$nika
0,0018+0,0014, z kolei $redni poziom pochtaniania wody [%] SR wynosit 452%.

Nosnik BC charakteryzowat si¢ réwniez zdolnoscig do stopniowego, a nie skokowego
oddawania ptynu ze swojej struktury, co wykazano na Wykresie 14, w okresie do 65 minut, w

ktorym nastgpito catkowite oddanie (pelne wysuszenie nosnika BC).
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Wykres 14. Proces oddawania wody przez no$Snik BC w czasie.
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W kolejnym etapie przeprowadzono analogiczne badania dla wytworzonego kompozytu BC

zawierajacego hydroksyapatyt (HA-BC) (Zdjecie 4).

Zdjecie 4. Modyfikowany kompozyt HA-BC (czes$¢ lewa zdjecia) oraz natywny no$nik BC

(cze$¢ prawa zdjecia).

Waga HA-BC wynosita dla mokrego nosnika BC 0.91+£0,013 g, a dla suchego nos$nika
0,012+0,011, z kolei $redni poziom pochtaniania wody [%] SR wynosit 75%.

Nosnik HA-BC wykazywal zdolno$¢ do stopniowego oddawania ptynu ze swojej struktury,
natomiast czas konieczny do pelnego wysuszenia nosnika wynosit 98 minut, czyli o 31%

dluzszy niz w przypadku natywnego nosnika BC (Wykres 15).
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Wykres 15. Proces oddawania wody przez no$nik HA-BC w czasie.

Nastepnie, do nosnikow BC oraz HA-BC wprowadzono badane substancje
przeciwdrobnoustrojowe uzyskujac no$niki zawierajace gentamycyng, lewofloksacyne,
oritawancyn¢ oraz chelerytryng. W dalszej cze$ci manuskryptu nosniki te, ,,ufortyfikowane”
srodkami  przeciwdrobnoustrojowymi o uprzednio wykazanymi  wlasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi wzglgdem gronkowcoéw MRSA (Tabela 5 — 6) okreslane sa
mianem G-BC, L-BC, O-BC, CH-BC, a w przypadku kompozytu zawierajacego

hydroksyapatyt: G-HA-BC, L-HA-BC, O-HA-BC, CH-HA-BC.
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Wyniki stref zahamowan uzyskanych po zastosowaniu wyzej wymienionych no$nikow

przedstawione sg w Tabeli 7.

Typ no$nika
BC HA- | G-BC G-HA- | L-BC L-HA- | O-BC O-HA- | CH- CH-
BC BC BC BC BC HA-
BC
nr
Strefa zahamowania wzrostu [mm]
szczepu
7 0 0 3+1 2+1 3,6+0,5 | 2 RES 2,3+0,5 | 1.2+0,5 | 1+0,3
12 0 0 240 1 2,6£0,5 | 3+1 3 2+0,3 1,1+£0,2 | 1+£0,3
15 0 0 340 1,6+£0,5 | 3,3+1,1 | 2,3+0,5 | 3 2 2+0,2 1,6+0,5
23 0 0 2,6£1,5 | 2+1 2,6£0,5 | 2 4 3 1 1
27 0 0 341 2,3+1,1 | 4 2,6£0,5 | 4 2,6£0,5 | 2+1 2,3+1,1
32 0 0 1,3£0,5 | 1 3,3+0,5 | 2,3+0,5 | 3 1,6£0,5 | 3+1 341
37 0 0 1,3£0,5 | 1 3 2 3 1,6£0,5 | 2+1 2+1
43 0 0 1+0 1 3,6+0,5 | 2,6+0,5 | 3,6+0,5 | 2,3+0,5 | 1 1
50 0 0 2,6+1,1 | 1,6x1,1 | 4 2,3+0,5 | 3 1,6+0,5 | 3,3+1,1 | 3+0,3
33591 0 0 2+1 1,3+0,5 | 3,3+0,5 | 2,6+0,5 | 4 2,6+£0,5 | 2,6+0,5 | 2,3+1,1

Tabela 7. Srednica stref zahamowania wzrostu gronkowca zlocistego na skutek
aktywnosci zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych wydobywajacych si¢ z no$nikow
celulozowych. BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca hydroksyapatyt; G, L,

O, CH — gentamycyna, lewofloksacyna, oritawancyna, chelerytryna, odpowiednio.
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Réznice migdzy Ssrednimi warto$ciami $Srednic stref zahamowan wzrostu badanych szczepow

gronkowca MRSA przedstawione sg na Wykresie 16.

strefa zahamowania wzrostu [mm]

0-BC

0-HA-BC

Wykres 16. Srednie wartosci $rednicy stref zahamowania wzrostu gronkowca na skutek
aktywnosci zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych uwalniajacych si¢ z nosnikow BC i
kompozytéw BC zawierajacych hydroksyapatyt. BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza
zawierajaca hydroksyapatyt; G, L, O, CH — gentamycyna, lewofloksacyna, oritawancyna,
chelerytryna, odpowiednio. * - réznice istotne statystycznie zaobserwowane mi¢dzy nosnikami

zawierajacymi lub nie dodatek hydroksyapatytu i okreslony zwigzek przeciwdrobnoustrojowy.
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Wyniki przedstawione na Wykresie 16 wskazujg na istotne statystycznie zmniejszenie $rednic
stref zahamowania  wzrostu (p<0.5) na skutek uwalniania si¢ = zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych (lewofloksacyny, oritawancyny) z no$nikow BC zawierajacych
hydroksyapatyt, w poréwnaniu do no$nikéw niezawierajacych hydroksyapatytu. W przypadku
nosnikéw modyfikowanych hydroksyapatytem i impregnowanych w roztworze gentamycyny
lub chelerytryny rowniez zaobserwowano zmniejszenie si¢ stref zahamowania wzrostu w
poréwnaniu do stref bedacych efektem aktywnosci tych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych
wydzielanych z no$nika BC nie zawierajagcego HA, natomiast zaobserwowane roznice nie

cechowaly si¢ istotno$cig statystyczng (p<0.5).
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Nastepnie ocenie poddano potencjalny wplyw cytotoksyczny kompozytow celulozowo-
hydroksyapatytowych, jak 1 nosnikow BC (zawierajacych Ilub nie substancje
przeciwdrobnoustrojowe (G, L, O, CH), wzgledem linii osteoblastow U2-OS. Wyniki z badania

normatywnego stuzacego okresleniu cytotoksycznosci przedstawione sg na Wykresie 17.
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Wykres 17. Przezywalnos$¢ linii komorkowej osteoblastow po kontakcie z pozywka, w
ktorej uprzednio inkubowano nosniki BC. BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza
zawierajaca hydroksyapatyt; G, L, O, CH — gentamycyna, lewofloksacyna, oritawancyna,

chelerytryna, odpowiednio.

Poniewaz wyniki przedstawione na Wykresie 17 umozliwity zakategoryzowanie wszystkich
badanych no$nikéw do kategorii nietoksyczne (w podstawowym badaniu normatywnym)
przystapiono do oceny mozliwosci zasiedlania no$nikow (ta analiza jest modyfikacjg testu

kontaktu bezposredniego) w czasie 24 h, 48 h, 72h oraz 96h (Wykresy 18-21).
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Wykres 18. Porownanie tempa zasiedlania osteoblastami wszystkich badanych nosnikow
celulozowych. BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca hydroksyapatyt; G, L,

O, CH - gentamycyna, lewofloksacyna, oritawancyna, chelerytryna, odpowiednio.
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Absorbancja n=540nm

czas [h]

- BC ] HA-BC

Wykres 19. Porownanie tempa zasiedlania osteoblastami nosSnikow celulozowych BC i HA-BC.

BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca hydroksyapatyt.
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Absorbancja n=540nm

czas [h]
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Wykres 20. Porownanie tempa zasiedlania osteoblastami nosnikow celulozowych BC i
HA-BC vs G-BC i G-HA-BC. BC - celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca
hydroksyapatyt: G-BC - celuloza zawierajaca gentamycyny; G-HA-BC — celuloza zawierajaca

gentamycyng¢ 1 hydroksyapatyt.
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Wykres 21. Porownanie tempa zasiedlania osteoblastami nos$nikow celulozowych BC i
HA-BC vs L-BC i L-HA-BC. BC - celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca
hydroksyapatyt: L-BC - celuloza zawierajagca lewofloksacyng; L-HA-BC - celuloza

zawierajaca lewofloksacyne 1 hydroksyapatyt.
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Absorbancja n=540nm

0-0 L T T 1

0 24 48 72 96
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Wykres 22. Porownanie tempa zasiedlania osteoblastami nosnikow celulozowych BC i
HA-BC vs O-BC i O-HA-BC. BC - celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca
hydroksyapatyt: O-BC - celuloza zawierajaca oritawancyng¢; O-HA-BC — celuloza zawierajaca
oritawancyng¢ i hydroksyapatyt.
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Wykres 23. Porownanie tempa zasiedlania osteoblastami nos$nikow celulozowych BC i
HA-BC vs CH-BC i CH-HA-BC. BC - celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajgca
hydroksyapatyt: CH-BC - celuloza zawierajagca chelerytryng; CH-HA-BC - celuloza

zawierajaca chelerytryne i hydroksyapatyt.
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Wyniki przedstawione na Wykresach 18-23 wykazaly obecnos$¢ trendu
przejawiajacego si¢, niezaleznie od dodanej substancji przeciwdrobnoustrojowej, w wyzszym
stopniu 1 poziomie kolonizacji przez osteoblasty nosnikow zawierajgcych hydroksyapatyt w
poréwnaniu do no$nikéw BC nie zawierajacych tego mineratu. Dodatek antybiotykéw nie
wplywat istotnie na zmniejszenie poziomu kolonizacji osteoblastami, rowniez wprowadzenie
do nosnika BC lub HA-BC chelerytryny nie przektadato si¢ na istotny spadek poziomu
kolonizacji, jakkolwiek mozna bylo zaobserwowac spowolnienie tego procesu pomiedzy 24 a

48 godzing inkubacji dla nosnika zawierajacego hydroksyapatyt.

Kolejno, przystapiono do ostatniej gtéwnej czesci badania majacej na celu oceni¢ zdolno$¢
niemodyfikowanych i modyfikowanych nosnikoéw BC do sekwestracji komorek gronkowcow
ztocistych 1 do powstrzymywania ich przed zasiedleniem powierzchni zawierajacych
hydroksyapatyt (kragzkéw HA 1 kosci szczuréw). Na Wykresach 24-28 przedstawiono liczbe
komorek gronkoweca, ktore zostaly zabsorbowane do no$nikdw i rozwijaty si¢ w nich w czasie
0-96 h, z kolei w Tabeli 8 oraz Tabeli 9, liczby komorek, ktore przenikngty w czasie 0-96 h na
chronione no$nikami BC powierzchnie krazkéw hydroksyapatytowych i, odpowiednio, kosci

dhugich szczurow.
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Wykres 24. Porownanie liczby komorek gronkowca zlocistego w nosniku BC i HA-BC w

ciagu 24-96h.
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Wykres 25. Porownanie liczby komorek gronkowca zlocistego w nosniku G-BC i G-HA-

BC w ciagu 24-96h.
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Wykres 26. Porownanie liczby komorek gronkowca zlocistego w no$niku L-BC i L-HA-

BC w ciagu 24-96h.
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Wykres 27. Porownanie liczby komorek gronkowca zlocistego w nosniku O-BC i O-HA-

BC w ciagu 24-96h.
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Wykres 28. Poréwnanie liczby komorek gronkowca zlocistego w nosniku CH-BC i CH-

HA-BC w ciagu 24-96h.

81



czas kontaktowy (h)
nosnik 24 48 72 96
krazek HA 107 10® 108 108
BC n.w. 29+19 211487 324+49
HA-BC n.w. n.w. 87+39 219+62
G-BC n.w. n.w. 37425 72433
G-HA-BC n.w. n.w. 9+8 62428
L-BC n.w. n.w. 23+17 62+29
L-HA-BC n.w. n.w. n.w. 47+18
O-BC n.w. 11£7 16+3 49+12
O-HA-BC n.w. n.w. 7+4 18+9
CH-BC n.w. n.w. n.w. 1247
CH-HA-BC n.w. n.w. n.w. n.w.

Tabela 8. Porownanie liczby komorek gronkowca na powierzchni krazkow HA uprzednio
oslonietych nosnikami z celulozy. BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca
hydroksyapatyt; CH-BC - celuloza zawierajaca chelerytryng; CH-HA-BC - celuloza
zawierajaca chelerytryne i hydroksyapatyt; n.w. — nie wykryto. Krazek HA — powierzchnia

nieostoni¢ta nosnikiem BC modyfikowanym lub niemodyfikowanym.
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czas kontaktowy (h)
nosnik 24 48 72 96
kos$¢ dluga 10® 10° 10'° 10'°
BC n.w. 93+24 463+111 893+143
HA-BC n.w. n.w. 172+56 724+187
G-BC n.w. n.w. 47+11 110+£32
G-HA-BC n.w. n.w. 18+6 44+14
L-BC n.w. n.w. 54+14 178+71
L-HA-BC n.w. n.w. 2948 43+7
O-BC n.w. 33+13 77+47 42+11
O-HA-BC n.w. n.w. 16+9 87+31
CH-BC n.w. n.w. n.w. 39+9
CH-HA-BC n.w. n.w. n.w. n.w.

Tabela 9. Porownanie liczby komorek gronkowca na powierzchni kosci uprzednio
oslonietych nosnikami z celulozy. BC — celuloza natywna; HA-BC — celuloza zawierajaca
hydroksyapatyt; CH-BC - celuloza zawierajaca chelerytryng; CH-HA-BC - celuloza
zawierajagca chelerytryng¢ i hydroksyapatyt; n.w. — nie wykryto. Ko$¢ dluga — powierzchnia

nieostonigta nosnikiem BC modyfikowanym lub niemodyfikowanym.
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Uzyskane wyniki, przedstawione na Wykresie 24 wskazuja na poréwnywalng liczbg
komorek gronkowca zlocistego zatrzymanego przez nosniki celulozowe: natywne (BC) oraz
zawierajace hydroksyapatyt (HA-BC). Obserwowana roznica miedzy liczbg komorek
gronkowcow zasiedlajgcych te nosniki nie cechowata si¢ istotno$cig statystyczng (p>0.5) na
skutek wzglednie wysokiego odchylenia standardowego od uzyskanych srednich wynikow. Z
kolei liczba komorek gronkowca wykryta na no$nikach zawierajacych hydroksyapatyt oraz
gentamycyne lub lewofloksacyne, badz chelerytryng byla w 72-96 godzinie trwania
eksperymentu istotnie nizsza (p<0.5) w porownaniu do nosnikéw BC zawierajacych wyzej
wymienione zwiazki przeciwdrobnoustrojowe, ale niezawierajagcych hydroksyapatytu
(Wykres 25, 26, 28). Podobnej zaleznosci nie zaobserwowano, gdy zwigzkiem
przeciwdrobnoustrojowym inkorporowanym do nosnika BC bylta oritawancyna (Wykres 27).
Proces przenikania 1 rozwoju gronkowca ztocistego przez nosniki BC cechowal si¢
zroznicowang dynamika, w zaleznosci od tego, czy powierzchnig chroniong przez nosnik byt
krazek hydroksyapatytowy, czy kos¢ dluga. W przypadku tej pierwszej powierzchni, liczba
komorek gronkowca uzyskiwala plateau od 48 h, a w przypadku kosci dtugiej od 72 h od
rozpoczecia inkubacji (Tabela 8 i Tabela 9). Trendem obserwowanym dla wszystkich uktadow
badawczych, niezaleznie od zastosowanej substancji przeciwdrobnoustrojowej i powierzchni
wzrostowe] byla nizsza przenikalno$¢ gronkowcow przez te nosniki BC, ktére w swoim
sktadzie zawieraty substancje przeciwdrobnoustrojowg oraz hydroksyapatyt w poréwnaniu do
nosnika natywnego BC oraz no$nikow zawierajgcych substancje przeciwdrobnoustrojowe, a
nie zawierajgce hydroksyapatytu. Zaobserwowano réwniez wyzsza przenikalnos¢ gronkowcow
w uktadzie, w ktdrej powierzchnig chroniong przez nosniki byta kos¢ dluga, w porownaniu do

uktadu, w ktérej powierzchnig chroniong byt kragzek hydroksyapatytowy.
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Poréwnujac skutecznos¢ substancji przeciwdrobnoustrojowych w no$nikach BC zawierajacych
hydroksyapatyt, nalezy zauwazy¢, ze najwyzszg zdolno$cia do hamowania przenikania
gronkowcow do powierzchni wzrostowych cechowata si¢ chelerytryna - w przypadku no$nika
CH-HA-BC, niezaleznie od zastosowanej powierzchni wzrostowej, mierzalne namnazanie si¢
komorek gronkowcow obserwowane bylo dopiero w 96 godzinie inkubacji. Wsrod
zastosowanych antybiotykoéw najwyzsza skutecznoscig cechowata si¢ z kolei oritawancyna.
Jakkolwiek komorki gronkowcow, przenikaly przez nosnik O-HA-BC o 24 godziny wczes$niej
niz w przypadku CH-HA-BC (w 72 godzinie), to ich liczba byta nizsza, niezaleznie od tego czy
nosnik ostaniat krazki hydroksyapatytowe czy kosci dtugie, od liczby gronkowcodw zdolnych
do przeniknigcia przez nosniki G-HA-BC i1 L-HA-BC. Poniewaz analizy iloSciowe wykazaty,
ze nosnik zawierajacy chelerytryne cechuje si¢ najwyzsza skutecznoscig do sekwestracji 1
eradykacji gronkowcoéw ztocistych MRSA, na Zdjeciach 5 oraz 6 przedstawiono komorki tego
patogenu na nosniku pozbawionym i1 zawierajagcym t¢ substancje przeciwdrobnoustrojowa po
48h inkubacji. Jak mozna zaobserwowa¢ na Zdjeciu 5, komorki gronkowca niepoddane
ekspozycji na chelerytryng (w nos$niku natywnym) cechujg si¢ wysokim turgorem oraz
niezmieniong morfologia, podczas gdy komorki gronkowca poddane ekspozycji na
chelerytryne (Zdjecie 6) wykazuja obnizony turgor oraz zmieniong morfologi¢, co zwigzane
jest z prawdopodobnym mechanizmem dziatania chelerytryny polegajagcym migedzy innymi na

uszkodzeniu cigglosci scian komorkowych drobnoustroju.
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Zdjecie 5. Komorki gronkowca zlocistego w nosniku celulozowym po 48 godzinach

inkubacji. Brak zmian morfologicznych i zmian w turgorze komorek.
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Zdjecie 6. Komorki gronkowca zlocistego w nosniku celulozowym zawierajacym
chelerytryne po 48 godzinach inkubacji. Widoczne sa komoérki o zmniejszonym turgorze,

zmienionej morfologii oraz liczne, silnie uszkodzone komorki.
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5. Dyskusja

Zapalenie kosci 1 szpiku o etiologii bakteryjnej, okreslane tacinskim mianem osteomyelitis,
to narastajacy proces zapalny w obrebie tkanki kostnej. OdpowiedZ organizmu na obecno$¢
drobnoustrojow oraz uszkodzenia tkanki kostnej, bedace efektem rozwoju biofilmu, prowadzi
do destrukcji macierzy kostnej oraz uktadu naczyniowego, a w efekcie do martwicy kosci 1
odlgczania si¢ jej fragmentdw nazywanych martwakami lub sekwestrami [46]. Czgstos¢
wystepowania septycznego zapalenia stawoéw wynosi 2 - 10 na 100 000 osob oraz 30 - 70 na
100 000 pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow. Z kolei czesto§¢ wystepowania
krwiopochodnego zapalenia kosci i szpiku wynosi okoto 20 przypadkow na 100 000 pacjentow.
Choroby te nieleczone lub leczone w sposdb nieprawidlowy prowadzi¢ moga do powaznych
powiktan zdrowotnych a nawet $mierci pacjenta.

Gronkowiec ztocisty nalezy do jednych z najczestszych czynnikow etiologicznych zakazen

ko$ci. Wyniki migdzynarodowych, wieloosrodkowych analiz epidemiologicznych wykazaty
jego obecnos¢ w okoto 40% wszystkich infekcji kosei [11].
Rezultaty badan przeprowadzonych w ostatnich latach wykazaty, ze S.aureus cechuje si¢
zdolnoscig do sekwestracji kosci nawet bez udziatu uktadu immunologicznego [47]. Rozwoj
komorek w formie biofilmu na powierzchniach kostnych doprowadza do okresowych zmian
warto$ci pH w mikrosrodowisku tej struktury i uszkodzen macierzy kostnej [19]. W efekcie,
gronkowiec ztocisty jest w stanie wnika¢ pod powierzchni¢ ko$ci i rozwijac si¢ w tym obszarze
unikajac odpowiedzi immunologicznej. Wykazano zdolnos¢ biofilmu gronkowca do rozktadu
1 zywienia si¢ roznego rodzaju komorkami pacjenta — w tym osteoblastami [48].

Wysoka opornos¢ gronkowcoéw zlocistych, szczegdlnie MRSA, na antybiotyki znacznie
ogranicza mozliwe opcje terapeutyczne. Podawane ukladowo antybiotyki, zwlaszcza te

hamujace proces transkrypcji lub translacji, nie majg zadowalajacej skutecznosci.
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Moze to wynika¢ z faktu, ze w glebi struktury kostnej jest zmniejszona dostepnosci tlenu — co
powoduje zwigkszenie ilosci wytwarzanej macierzy pozakomorkowej i obnizenie aktywnos$¢
metabolicznej komorek gronkowca [49]. Prowadzi to do niepeinej eradykacji biofilmu oraz do
nawrotoéw infekcji.

Wiedza 1 doswiadczenie, dotyczace zapobiegania i leczenia zakazen kosci 1 stawow,
zostaly usystematyzowane, staty si¢ ogoOlnie dostepne, dzigki powstaniu konsensusu
filadelfijskiego [50]. Okreslono w nim miedzy innymi czynniki ryzyka i sposoby jego
zmniejszania. Jednym z mozliwych sposobow, zmniejszajacych ryzyko infekcji jest
wprowadzenie w obrgb miejsca operowanego réznego rodzaju biokompatybilnych nosnikow
(na przyktad kolagenowych gabek [51] lub hydroksyapatytu [52] zawierajagcych gentamycyng
1 inne antybiotyki). Nosniki takie, stosowane sg miejscowo, co umozliwia dostarczenie do
miejsca zmienionego zapalnie istotnie wyzszych ste¢zen antybiotyku niz tych osigganych
poprzez podanie ukladowe. Obecnie zauwazalne jest olbrzymie zapotrzebowanie na nowe
rodzaje nosnikéw tego typu. Powinny si¢ one cechowa¢ wysoka biokompatybilnoscia,
umozliwia¢ narastanie w ich gltab komoérkom kostnym (osteoblastom oraz osteocytom) oraz
przede wszystkim istotnie zmniejszac (a optymalnie — nie pozwala¢) rozwoj drobnoustrojow,
ktore moga dosta¢ si¢ w obszar wymagajacy operacji przez bezposrednig kontaminacje, droga
krwiopochodng czy inng.

Dlatego tez, w mojej pracy doktorskiej zwrdcilem uwage na jeden z najbardziej
fascynujacych polimerdw naturalnych, ktérego cechy oraz potencjalna aplikacja, studiowane

s3 w laboratoriach badawczych na catym §wiecie, czyli bakteryjng celuloze (BC).
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Nalezy zauwazy¢, ze polimer ten mozliwy jest do uzyskania z podstawowych surowcow,
bedacych czesto odpadami powstatymi podczas réznego rodzaju proceséw obrobki zywnosci
spozywczej. Doniesienia ostatnich lat wskazuja na mozliwos¢ uzyskania  BC o
satysfakcjonujacej jakosci miedzy innymi z soku jabtkowego, odpadow krochmalniczych a
nawet ze $ciekow [53, 54]. Niezaleznie od sposobu uzyskania, bakteryjna celuloza, po
oczyszczeniu z komorek w relatywnie tatwym do przeprowadzenia procesie lizy alkalicznej,
cechuje sie¢ szeregiem cech predysponujacych ja do zastosowania w farmacji 1 medycynie,
takimi jak wysoka zdolno$¢ do pochtaniania i oddawania wody (oraz innych ptynéw), wysoka
porowatos$¢, brak cytotoksycznosci, neutralne pH, elastyczno$¢ oraz wysoka kompatybilnos¢.
Porowata struktura BC stanowi takze dla komorek eukariotycznych rusztowanie, do pewnego
stopnia, przypominajace srodowisko (macierz pozakomoérkowsa), w ktérej komorki te bytujg w
warunkach naturalnych. Ztozona, elastyczna powierzchnia (bgdaca efektem usieciowania BC)
oraz wystgpujace w rusztowaniu pory, umozliwiajg komérkom eukariotycznym szybszy rozwoj
niz ma to miejsce w przypadku réznego rodzaju abiotycznych powierzchni plaskich [55]. W
znaczeniu zapobieganiu infekcji kosci fakt ten ma olbrzymie znaczenie z powodu zjawiska tak
zwanego ,,wyscigu o powierzchni¢” (ang. ,race for surface”), w ktorym — w przypadku
kontaminacji miejsca operowanego — biorg udzial bakterie 1 komorki (w tym wypadku komoérki
kostne) gospodarza [56, 57]. Z racji szybszego tempa podziatu, komorki bakteryjne sa
faworyzowane w tym wyscigu, a zajmowanie przez nie kolejnych obszarow kolonizacyjnych i
sekrecja ré6znego rodzaju czynnikow szkodliwych (np. toksyn) dodatkowo spowalnia rozwoj
komorek eukariotycznych. Dlatego tak istotne jest stworzenie Srodowiska przyspieszajacego
rozwo0j osteoblastow 1 osteocytoOw 1 jednoczesnie spowalniajgcego namnazania si¢ bakterii 1
tworzenia przez nie biofilmu. Niestety, porowate, elastyczne powierzchnie ztozone (takie jak

struktura BC) sg réwniez idealnym $rodowiskiem dla rozwoju mikroorganizmow.
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Tak wiec, do pewnego stopnia, wykorzystanie nosnika BC pozbawionego zawartosci srodka
przeciwdrobnoustrojowego bytoby jedynie przy$pieszeniem ,wyscigu o powierzchni¢” i
prowadzitoby do szybszego namnazania nie tylko komorek kostnych, ale i drobnoustrojow. Z
drugiej strony rozwazy¢ nalezy mozliwo$¢ wprowadzenia w miejsce operowane natywnego
nosnika BC (bez dodatku zwigzku przeciwdrobnoustrojowego) oraz usuni¢cie go po
odpowiednio dobranym czasi. Mozna zatozy¢, ze w =zalezno$ci od grubosci i stopnia
usieciowania BC, mikroorganizmy ulegng sekwestracji w obrebie struktury nosnika i nie
przenikng do powierzchni kosci. W tym samym czasie, komorki kostne pokryte jalowym,
biokompatybilnym no$nikiem BC, rozpoczng proces proliferacji i odbudowy struktury kostne;.
Dodatkowo, w celu zapewnienia komoérkom kostnym $rodowiska jak najbardziej
przypominajacego to, w ktérym bytuja naturalnie, wskazanym jest wprowadzenie do nos$nika
BC mineralnego komponentu kosci, czyli hydroksyapatytu.

Zasadng zdaje si¢ takze koniugacja BC z substancjami, ktore hamowataby rozwoj
drobnoustrojéw, nie wptywajac ujemnie na rozwdj komorek kostnych. Majac na wzgledzie
narastajacg oporno$¢ gronkowcdw na antybiotyki, nalezatoby rozwazy¢ zastosowanie zwigzku
nie-antybiotykowego, lecz wykazujacego aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa i porownanie
poziomu jej aktywnosci ze stosowanymi juz w leczeniu infekcji kosci antybiotykami.

Dlatego tez, w mojej pracy doktorskiej podjatem si¢ charakterystyki aktywnosci réznego
rodzaju nosnikéw z bakteryjnej celulozy, poczawszy od natywnego, poprzez nosnik
zawierajacy hydroksyapatyt, po no$niki zawierajace hydroksyapatyt oraz chelerytryne -
relatywnie prosty do uzyskania (w znaczeniu zardwno technologicznym jak i ekonomicznym)
zwigzek pochodzenia roslinnego o wykazanej uprzednio aktywnosci przeciwgronkowcowe;j
[24]. Jako rozbudowane uktady kontrolne postuzyly mi nosniki BC (wzbogacone lub nie
wzbogacone hydroksyapatytem), zawierajace antybiotyki gentamycyne, lewofloksacyne oraz

oritawancyng.
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Przed rozpoczeciem badan wiasciwych nad skuteczno$ciag wytworzonych no$nikow BC
wykonatem szereg analiz, majacych na celu okreslenie zdolnosci szczepdéw gronkowca
zlocistego MRSA do tworzenia biofilmu in vitro oraz jego wrazliwos$ci na stosowane w
kolejnych etapach pracy, zwigzki przeciwdrobnoustrojowe. W sktad badanej przeze mnie grupy
wchodzity zarowno szczepy kliniczne izolowane z zakazen kosci, jak 1 szczep referencyjny.
Badania ostatnich lat oraz rosngcy poziom wiedzy mikrobiologicznej (bedacy efektem
zastosowania ~ zaawansowanych  technik  genomicznych, metabolomicznych oraz
proteomicznych) przetozyly si¢ na narastajagce zrozumienie wagi  zmiennosSci
wewnatrzgatunkowej bakterii w aspekcie ich odpowiedzi na bodzce [58]. Obecnie bakterie nie
s3 (i nie mogg by¢) traktowane jedynie jako proste biologiczne automaty, ktore cechujg si¢
zblizona odpowiedzia na ten sam bodziec zewnetrzny. Swiadczy o tym nie tylko, do pewnego
stopnia oczywiste, zréznicowanie ich wzorow opornosci na antybiotyki (Tabela 1, Wykres 1),
ale przede wszystkim istotnie zréznicowana zdolno$¢ do tworzenia biofilmu wykazana w
badaniach przesiewowych przedstawionych na Wykresie 2 oraz na Wykresie 3. W obrebie
badanej puli szczepéw wyrdzniono az 4 grupy rdznigce si¢ sitg tworzenia biomasy biofilmowe;j
(grupa I tworzyla biofilm najstabiej, grupa IV najsilniej), przy czym obserwowane roznice
miedzy grupami byly istotne statystycznie. R6znica w poziomie biomasy miedzy szczepem
najstabiej a najsilniej tworzacym biofilm (Wykres 2, Tabela 2) byla niemal siedmiokrotna.
Ekstrapolujac te wyniki na sytuacje kliniczng nalezy zauwazy¢, ze mozliwos¢ eradykacji z
kosci szczepu MRSA najsilniej tworzacego biofilm moze by¢ obarczona znacznie wyzszym
ryzykiem niepowodzenia niz szczepu nalezgcego do wyrdznionej na Wykresie 3 grupy L.
Majac jednak §wiadomos¢ wystepowania tak wysokich roznic w zdolnosci biofilmu, zasadnym
zdaje si¢ zastosowanie profilaktyczne srodkow zdolnych do eradykacji szczepéw o najwyzszej

zdolnosci do tworzenia biofilmu.
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Przedstawione na WyKkresie 2 oraz 3 dane powstaty z wykorzystaniem techniki umozliwiajacej
pomiar poziomu tak zwanej biomasy biofilmowej, czyli zarowno komorek, jak i
zewnatrzkomorkowej macierzy. Nalezy jednak postawi¢ pytanie o proporcje pomigdzy tymi
dwoma komponentami. Uwaza si¢, ze im wigkszy jest udzial komponentu macierzy w
biofilmie, tym penetracja réznego rodzaju $rodkow przeciwdrobnoustrojowych przez te
strukture 1 w efekcie eradykacja biofilmu jest trudniejsza [59]. Przyjmuje si¢, ze biofilm jest
strukturg tworzong przez komorki osadzone w zewngtrznej macierzy polimerowej [60].
Jednakze w warunkach in vitro, takich jak te uzyte w niniejszej pracy, stwierdzenie to zdaje si¢
nie odzwierciedla¢c w pelni stanu faktycznego. Biofilmy gronkowcow in vitro s3
wielowarstwowymi, przylegajacymi do powierzchni, agregatami komorek, natomiast udziat
komponentu macierzy zdaje si¢ by¢ znacznie nizszy niz komponentu komorkowego. W celu
potwierdzenia tej tezy, wykonalem badanie okreslajace poziom aktywnos$ci metabolicznej
biofilmu, ktore jednoczesnie (w sposob niebezposredni) okresla liczbg komorek tworzacych
biofilm (Wykres 4, 5, 6, Tabela 3).

Uzyskane wyniki wykazaly wysoka korelacj¢ miedzy poziomem tworzenia biomasy
biofilmowej a komponentg komdrkowa biofilmu. Oznacza to, ze udzial komponentu macierzy
biofilmowej w calej strukturze jest niski, a wigkszos$¢ biofilmu tworzona jest przez warstwowo
utozone komorki gronkowca ztocistego. Wyniki te, pochodzace z analizy polilosciowe]
(poziom pomiaru absorbancji fioletu krystalicznego badz formazanu) potwierdzono z
wykorzystaniem mikroskopii elektronowej (Zdjecie 1 A, B, C). Z jej pomocg zaobserwowano
liczne warstwy komoérek gronkowca ztocistego, niepokryte macierza zewnatrzkomorkowa.
Zastosowanie wyzszych powigkszen obrazujacych (Zdjecie 1D) pozwolito na dostrzezenie
potaczen miedzykomoérkowych, nieprzypominajacych jednak macierzy tworzonej przez np.
poli-N-acetyloglukozaming, jeden z gtownych komponentow polisacharydowych macierzy

biofilmu gronkowca [61].
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Z drugiej strony, obecno$¢ zaobserwowanych polaczen migdzykomorkowych, potwierdza fakt,
ze w zastosowanym ukladzie eksperymentalnym doszlo do wytworzenia biofilmu
gronkowcowego, a nie osiadtych na skutek prowadzenia hodowli w sposob statyczny skupisk
gronkowcowych, pozbawionych cech funkcjonalnych biofilmu.

W kolejnym etapie badan okreslono zdolno$¢ gronkowcdéw do formowania biofilmu na
roznych powierzchniach zawierajacych hydroksyapatyt — proszku, krazkach oraz na kosciach
dhugich szczurow. Charakter powierzchni ma decydujace znaczenie dla rozwoju biofilmu
(pozostalymi gléwnymi czynnikami jest czas hodowli, pozywka oraz zastosowana atmosfera).
Wyzej wymienione powierzchnie cechowaly si¢ zréznicowaniem w aspekcie ksztattu, obszaru
oraz (poréwnujac proszek i krazki do kosci dlugich) rowniez sktadem. Powierzchnia czgstek
proszku hydroksyapatytowego cechowala si¢ najwieksza taczna powierzchnig, natomiast
krazki hydroksyapatytowe najwyzsza gladkoscig (uzyskang podczas procesu tloczenia i
spiekania). Z kolei kosci dtugie szczurow wykazywaty najwyzsze zroznicowanie topograficzne
oraz pod wzgledem sktadu tworzacych je komponentow. Dlatego tez w przypadku tego
ostatniego materiatu spodziewano si¢ najwyzszych odchylen standardowych w uzyskanych
wynikach. Biorgc pod uwage niskg przydatnos¢ techniki wykorzystujacej fiolet krystaliczny do
barwienia biofilmow rosngcych na hydroksyapatytach (bedacej efektem ciezko odwracalnego
1 silnego wigzanie si¢ tego barwnika z materialem) zdecydowano si¢ na wykonanie badan
bazujacych na posiewie ilosciowym komorek tworzacych biofilm. W zwigzku z powyzszym,
do grupy badanej zakwalifikowano 10 szczepow o zrdznicowanej (od stabej do silnej) zdolnosci
do tworzenia biofilmu, uprzednio oszacowanej w badaniach przesiewowych. Szczepy te
tworzyly biofilm na proszku hydroksyapatytowym (Wykres 7, 8) w odwrotny sposob niz na
powierzchni polistyrenowej (szczepy wchodzace do grupy I - w sposdb najsilniejszy, a

wchodzace w skiad grupy IV — w sposob najstabszy).
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Z kolei sita tworzenia biofilmu na krazkach hydroksyapatytowych wykazywana przez badane
szczepy (Wykres 9, 10) korelowata z wynikami uzyskanymi dla powierzchni polistyrenowe;.
Przyczyng takiego zjawiska moglo by¢ wspomniane juz wyzej podobienstwo obu tych
powierzchni w aspekcie stopnia ich gladkos$ci. W badaniach innych autoroéw, zajmujacych sie¢
wplywem struktury materiatow na proces adhezji, parametr ten okreslany angielskim mianem
,roughness” czyli szorstkosci zaliczany jest do kluczowych cech warunkujacych szybkos¢
przylegania oraz tempo kolonizacji komoérkowej [62]. Wyniki uzyskane dla kosci dtugich jako
powierzchni wzrostowych (Wykres 11, 12) prezentowaly odmienny trend zaré6wno w
poréwnaniu do czasteczek proszku, jak i kragzkoéw hydroksyapatytowych. Szczepy uprzednio
skategoryzowane do grupy I oraz IV w aspekcie sily tworzenia biofilmu (niska i wysoka,
odpowiednio) tworzyty t¢ strukturg na porownywalnym mig¢dzy sobg poziomie, kilkukrotnie
wyzszym niz szczepy, ktore uprzednio wilaczono do grupy tworzacej biofilm w sposob
umiarkowany. Niestety, zgodnie z przewidywaniami, sSrednie wartosci odczytow cechowaty si¢
wysokimi odchyleniami standardowymi. W celu dodatkowego potwierdzenia obecnosci
biofilméw gronkowcoOw na analizowanych powierzchniach wykonano zatem ich obrazowanie
za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (Zdjecie 2). Podobnie jak w przypadku
biofilméw tworzonych na insertach, réwniez biofilmy tworzone na czasteczkach proszku i
krazkach hydroksyapatytowych a takze na kosciach szczuréw charakteryzowaty si¢ obecnoscig
licznych warstw komorek oraz skapym udzialem macierzy zewnatrzkomorkowej. Uzyskane
wyniki, zbiorczo przedstawione w Tabeli 4, wskazujg zarowno na istotny wptyw zmiennosci
wewnatrzgatunkowej w aspekcie tworzenia biofilmu oraz na istotny wplyw powierzchni (na
ktorej biofilm jest hodowany) na t¢ cech¢. Wnioskiem o wyzszym poziomie ogdlnosci
ptynacym z tej serii doswiadczen jest konieczno$¢ stosowania zrdéznicowanych modeli
badawczych w celu uzyskania wiarygodnych danych mogacych stuzy¢ jako podstawa do

kolejnych badan, wykonanych na modelu zwierzecym, a nastepnie badan klinicznych.
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Udowodniwszy zdolno$¢ badanych gronkowcow ztocistych MRSA do tworzenia biofilmu
na powierzchniach zawierajagcych hydroksyapatyt, wykonalem seri¢ analiz okreslajacych
zdolnos¢ zwiazkow (gentamycyny, lewofloksacyny, oritawancyny oraz chelerytryny majacych
by¢ wprowadzonych do wytworzonych nos$nikow BC) do eradykacji zaréwno komorek
planktonicznych, jak 1 biofilmu tworzonego przez S.aureus. Dane przedstawione w Tabeli 5
oraz Tabeli 6 wykazaty znaczaco podniesiong tolerancj¢ biofilmu gronkowcéw na uzyte
zwigzki przeciwdrobnoustrojowe, co pozostaje w zgodzie z danymi z pi§miennictwa [63]
wskazujacymi na obronng funkcje tej struktury przed szeroko definiowanymi czynnikami
zewngtrznymi. Stosunkowo najnizszg roéznice w minimalnych stezeniach hamujacych i
eradykujacych biofilm wykazano dla chelerytryny, co moze mie¢ zwigzek z jej mechanizmem
dziatania [26], przypominajgcym ten wystepujacy u takich antyseptykow jak oktenidyna czy
poliheksanidyna, a polegajacym na niszczeniu integralnosci $cian komorkowych
drobnoustrojow, wycieku cytoplazmy do $rodowiska zewngtrznego a w efekcie $mierci
komorek [64, 65]. Z drugiej strony, dla 4 szczepéw eksponowanych na chelerytryng nie
wyznaczono wartosci MBEC, a jedynie wartos$¢ redukcji biofilmu ponizej 100%. Wszystkie
szczepy uzyte w kolejnych badaniach cechowaty si¢ — w roznym zakresie - wrazliwoscig na
badane zwiazki przeciwdrobnoustrojowe (chelerytryna oraz antybiotyki) zastosowane w
okreslonym przedziale stezen. Jakkolwiek mozliwo$¢ ,,przelamywania” opornosci szczepow
na gentamycyn¢ poprzez zastosowanie wysokich stezen tego antybiotyku (mozliwych do
uzyskania w warunkach podania miejscowego) zostata wykazane przez Maczynska i wsp. [45],
to jednak w mojej pracy nie zdecydowalem si¢ na wlaczenie szczepow opornych do grupy
badanej, majac na wzgledzie fakt, ze wprowadzenie kolejnej zmiennej do (i tak juz ztozonego)
uktadu badawczego, moze przetozy¢ si¢ na uzyskanie ci¢zkich do zinterpretowania danych
wymagajacych przeprowadzenia dodatkowych analiz odbiegajacych juz znaczaco od gldownego

nurtu badawczego.

96



Udowodniwszy, ze szczepy MRSA wchodzace w skiad grupy badanej sa w stanie tworzy¢
biofilm na powierzchniach hydroksyapatytowych oraz wykazawszy ich (zréznicowang)
wrazliwo$¢ na szereg $rodkow przeciwdrobnoustrojowych, podjatem si¢ wytworzenia
nosnikéw BC majacych w finalnej czes$ci mojej pracy postuzy¢ jako oktadzina sekwestrujaca,
chronigca powierzchnie przed dostgpem patogendéw. Uzyskany przeze mnie i oczyszczony
nosnik natywny BC (Zdjecie 3 po prawej) wykazywal cechy wagowe oraz pochtaniania i
oddawania wody (Wykres 12) zblizone do tych uzyskiwanych przez innych badaczy [53, 66],
podczas gdy nosnik wzbogacony o dodatek hydroksyapatytu (HA-BC, Zdjecie 4)
charakteryzowal si¢ zdolno$cig oddawania wody o blisko jedng trzecig nizszg od no$nika
natywnego (Wykres 13), co moglo by¢ spowodowane obecnosciag w jego strukturze czastek
stalych HA spowalniajacych proces ewaporacji cieczy. W kolejnym etapie badan, do nosnikow
BC oraz HA-BC wprowadzono zwigzki przeciwdrobnoustrojowe i oszacowano ich aktywnos¢
po uwolnieniu si¢ z nosnika za pomocg metody dyfuzyjnej na ptytkach agarowych
zawierajacych gronkowce ztociste posiane metodg na murawe (Tabela 7). Zaobserwowano
strefy zahamowania wzrostu dookota wszystkich typow nos$nikow, przy czym trendem
wspolnym bylo wytworzenie wiekszych stref wzrostu dookota nosnikoéw zawierajacych srodki
przeciwdrobnoustrojowe ale nie zawierajagce hydroksyapatytu w poréwnaniu do nosnikow
zawierajacych ten zwigzek mineralny. Mozliwymi przyczynami stojacymi  za
zaobserwowanym zjawiskiem byl nizsze tempo uwalniania substancji z no$nikow HA-BC
(skutkujace uwalnianiem nizszych stezen w okreslonym przedziale czasowym), nizsza objetos¢
zaabsorbowanych roztworéw zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych (na skutek potencjalnego
blokowania poréw przez wytworzony hydroksyapatyt) badz taczenie si¢ zwigzkow

przeciwdrobnoustrojowych z hydroksyapatytem [67].
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Niemniej jednak, przeprowadzona analiza wykazata mozliwo$¢ skutecznego uwalniania si¢
antybiotykow oraz alkaloidu roslinnego zaréwno z natywnych nos$nikow BC jak 1 tych
zawierajacych dodatek hydroksyapatytu.

Majac na wzgledzie fakt, ze opracowywany no$nik powinien cechowa¢ si¢ brakiem
cytotoksycznos$ci oraz wysokg biokompatybilnos$cia, oraz majgc §wiadomos¢, ze inkorporacja
zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych do nosnika moze zmienia¢ jego parametry w aspekcie
cech biologicznych, wykonano analizy okre$lenia stopnia ich cytotoksycznos$ci in vitro
(Wykres 15). Wszystkie no$niki cechowatly si¢, zgodnie z wymogami normatywnymi brakiem
cytotoksycznosci. Najwyzszym spadkiem przezywalnosci osteoblastow (lecz wciaz
pozostajgcym w zakresie normatywnego ,.braku cytotoksycznos$ci’) cechowat si¢ nosnik
zawierajacy chelerytryng. W badaniach innych autorow wykazano, ze alkaloid tych w wysokich
stezeniach prowadzi¢ moze do uszkodzen i1 $mierci komoérek eukariotycznych [68]. Biorac
jednak pod uwage prawidtowos$¢ wynikow uzyskanych w tym badaniu dla uktadu kontrolnego
(komorki nieeksponowane na aktywnos$¢ zadnego Srodka przeciwdrobnoustrojowego) oraz
spojne z omawiang analizag wyniki dla kolejnych badan (ocena tempa zasiedlania no$nikow
przez osteoblasty) nalezy przyjac, ze w uzytym st¢zeniu oraz przy zastosowanej metodyce
normatywnej, chelerytryna nie prowadzi do uszkodzen uzytej linii komorkowe;.

Poréwnanie tempa zasiedlania no$nikéw przez osteoblasty wykazato istotnie wyzszy — w
catym przebiegu doswiadczenia, to znaczy od 24 do 96 godziny- poziom kolonizacji no$nikow
HA-BC w poréwnaniu do nosnikéw BC pozbawionych hydroksyapatytu (Wykres 16 1 17).
Wynik ten pozostaje w zgodnos$ci z danymi innych autorow wykazujacych hydroksyapatyt jako
podioze przyspieszajace proces kolonizacji przez roznego rodzaju komorki kostne, a takze ich

roznicowanie [69].
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Takze no$niki zawierajace HA oraz substancje przeciwdrobnoustrojowe cechowaly sig
wyzszym poziomem i tempem kolonizacji przez osteoblasty niz no$niki BC nie zawierajace
hydroksyapatytu a zawierajace substancje przeciwdrobnoustrojowe (Wykresy 18-21). Zatozy¢
mozna, ze optymalna do rozwoju osteoblastow powierzchnia hydroksyapatytu niwelowata do
pewnego stopnia wptyw substancji przeciwdrobnoustrojowych, ktére w okreslonych st¢zeniach
zdolne sg do negatywnych interakcji rowniez z komorkami eukariotycznymi. Nos$niki BC z
chelerytryng wykazywaly rowniez w tym badaniu odmienne wiasciwosci od nos$nikow
zawierajacych antybiotyki. W punkcie pomiarowym w 48 godzinie, obserwowany byl spadek
tempa zasiedlania nos$nika osteoblastami, jednakze ulegat on przys$pieszeniu w kolejnych
dobach. Finalnie, przeprowadzono badanie majgce na celu okreslenie zdolnos$ci wytworzonych
nosnikéw do hamowania procesu adhezji gronkowca zlocistego 1 tworzenia biofilmu na
powierzchniach zawierajgcych hydroksyapatyt.

W badaniach wstepnych przeprowadzonych przez pracownikéw Katedry, w ktorej
wykonywatem swoje badania [44], postuzono si¢ do tego celu uktadem badawczym
zawierajacym nosniki celulozowe z gentamycyny lub nos$niki natywne oraz kosci dlugie
szczurOw wprowadzano do pozywki ptynnej bakteriologicznej. Uklad ten mogt sprzyjac
przedostawaniu si¢ bakterii przez nos$nik na zasadzie ruchéw Browna, spowodowanych ruchem
cieczy. W celu unikni¢cia tego zjawiska w mojej pracy opartem si¢ o badanie normatywne
wykorzystywane do oceny skutecznosci witoknistych materiatow filtrujacych, ktore
przeprowadzane jest w komorze wilgotnej, 1 ktore nie wymaga wprowadzenia uktadu
badawczego do naczyn zawierajacych pozywke bakteriologiczng. Badanie przeprowadzono w
okresie czasowym wynoszacym 96 godzin, analogicznie do badania nad tempem zasiedlania
nosnika przez osteoblasty. Co 24 godziny wykonywano posiew komorek gronkowca ztocistego
zaroOwno z no$nika, jak i z powierzchni, ktorg okrywat (krazki hydroksyapatytowe lub kosci

dhugie szczurow (Tabela 8 — 9)).
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Uzyskane wyniki ponownie wykazaly istotno$¢ zastosowanej powierzchni wzrostowej —
komorki gronkowca przedostawaty sie szybciej i1 silniej tworzyly biofilm na zréznicowane;j
topograficznie powierzchni kosci niz na gladkiej powierzchni krazkow hydroksyapatytowych.
Przyczyng tego zjawiska moze by¢ zréznicowane naprezenie nosnika pokrywajacego kosci,
przektadajace si¢ na zmiany w porowatosci i1 usieciowaniu celulozy, ktore w okreslonych
zmianach mogty nie stanowi¢ odpowiedniej bariery dla drobnoustrojow. Niemniej jednak, w
zastosowanym uktadzie badawczym, zaobserwowano zdolno$¢ natywnego nosnika BC do
sekwestracji komorek gronkowca w pierwszych 24 godzinach inkubacji 1 w okresie 24 - 48
godzin inkubacji, gdy oktadzing sekwestrujaca byl nosnik HA-BC. Nalezy zwrdci¢ uwage na
fakt, Ze w uzytym ukladzie badawczym zastosowano jako inoculum zawiesine zawierajaca 10*
komorek drobnoustrojow. Majac na wzgledzie normy stawiane pomieszczeniom chirurgicznym
w aspekcie czystosci powietrza i dezynfekcji oraz wymogi dotyczace antyseptyki ciata
pacjentow przed operacjg oraz personelu medycznego, mozna zatozy¢, ze inoculum
drobnoustrojéw, mogace kontaminowa¢ odstonieta powierzchni¢ kosci, cechuje sie
prawdopodobnie istotnie nizszg liczbg komorek bakteryjnych (jakkolwiek empiryczne
udowodnienie tej hipotezy cechuje si¢ wysokim poziomem trudno$ci). Niemniej jednak,
dokonujac ekstrapolacji wynikoéw in vitro uzyskanych dla nosnikow BC 1 HA-BC na warunki
kliniczne, nalezy wzia¢ powyzszy fakt pod rozwage. Przyjmujac zatem to zalozenie, nalezy
stwierdzi¢, ze zdolno$¢ sekwestracji patogenow w obrebie struktury nosnikow BC oraz HA-
BC w warunkach klinicznych powinna cechowac si¢ wyzszg skuteczno$cia niz ta obserwowana

w warunkach in vitro.
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Z kolei wprowadzenie do no$nikow BC oraz HA-BC substancji przeciwdrobnoustrojowych
przektadalo si¢ na istotnie zmniejszone tempo kolonizacji 1 przenikania komorek bakteryjnych
w glab struktury celulozowej 1 finalnie na zmniejszony poziom adhezji gronkowcoéw do
powierzchni kragzkow hydroksyapatytowych oraz kosci dlugich szczurdéw, niezaleznie od
zastosowanego zwigzku (antybiotykow badz chelerytryny). Mimo ze w badaniach
przedstawionych w Tabeli 7 nosniki BC z chelerytryng nie cechowaly si¢ najwyzsza
skuteczno$cig przeciwdrobnoustrojowg w porownaniu do no$nikow BC zawierajacych
antybiotyki, to w uktadzie badawczym wykorzystujgcym komore wilgotng oraz w ktérym
wprowadzono drobnoustroje na gorng warstwe BC, to wlasnie zastosowanie nosnikow BC
zawierajacych hydroksyapatyt oraz chelerytryne przektadato si¢ na brak penetracji
gronkowcow na powierzchni¢ kragzkéw HA 1 kosci dhugich w calym okresie trwania
doswiadczenia (24h-96h). Nalezy zauwazy¢, ze nos$niki CH-HA-BC cechowaty si¢
wydtuzonym, w poréwnaniu do no$nikéw BC bez hydroksyapatytu czasem uwalniania wody.
Zjawisko to widoczne byto takze przy zastosowaniu metody dyfuzyjno-krazkowej, w ktorej jak
wspomniano uwalnianie chelerytryny na powierzchni¢ agaru nie prowadzito do powstawania
wickszych stref zahamowania wzrostu w poréwnaniu do stref zahamowania wzrostu bedacych
efektem aktywnos$ci okreslonych antybiotykow. W odréznieniu od antybiotykow, ktore
dostarczone byty przez producentow w postaci rozpuszczalnych w wodzie soli, chelerytryna
rozpuszczana byta w hydrofobowym rozpuszczalniku organicznym, dimetylosulfotenku,
Majac na wzgledzie wyzej wymienione czynniki, nalezy przypuszczaé, ze czasteczki
chelerytryny pozostawaly w wyzszym stezeniu i przez dtuzszy okres czasu w nosnikach BC,
co przetozylo si¢ na wyzsza zdolnos¢ tego alkaloidu do eradykacji patogenéw, niz miato to
miejsce w przypadku antybiotykow, ktore z kolei dziataty skuteczniej w podstawowych
uktadach badawczych stuzacych do okreslenia wartosci MIC oraz MBEC (Tabela 5 oraz

Tabela 6).
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W s$wietle przedstawionych przeze mnie wynikow, najwyzszg potencjalng skutecznoscig do
hamowania rozwoju biofilmu gronkowcowego na powierzchni kosci cechujg si¢ nosniki BC
zawierajace hydroksyapatyt oraz chelerytryne. Nosniki HA-BC zawierajace antybiotyki,
zastosowane przeze mnie jako rozbudowana grupa kontrolna, réwniez cechujg si¢ pozagdanymi
wlasciwosciami, natomiast ich stosowanie powinno by¢ w warunkach klinicznych poprzedzone
identyfikacja wzoré6w opornosci czynnika etiologicznego zakazenia 1 zastosowania
antybiotykow, na ktore drobnoustrdj ten wykazuje wrazliwos¢. Zastosowanie natywnych
nosnikéw BC oraz nosnikoéw BC, zawierajacych hydroksyapatyt jako oktadzin okrywajacych
ko$¢, rdwniez mozna uzna¢ za potencjalnie przydatne, przy zatozeniu wzglednie niskiego
inoculum bakterii kontaminujacych pole operacyjne.

Uzyskane w mojej pracy doktorskiej wyniki wskazuja na potencjalnie istotny i przydatny
kierunek w rozwoju badan nad nowymi no$nikami stosowanymi w ortopedii, jakkolwiek z catg
pewnoscia wymagaja one przeprowadzenia kolejnych badan, na modelach zwierzecych, przed

pierwszymi probami wykonanymi na pacjentach.
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6. Wnioski

1. Analizy dotyczace zdolnosci szczepoéw gronkowca zlocistego do penetracji przez
nos$niki majace stluzy¢ jako okladziny na kosci powinny uwzgledniaé¢ wysoka
zmienno$¢ wewnatrzgatunkowa Staphylococcus aureus w aspekcie nie tylko
cech podstawowych, takich jak profil antybiotykoodpornosci, ale takze réznice
w aktywnosci metabolicznej oraz zdolnosci do produkcji biomasy biofilmowej.

2. Zdolno$¢ gronkowcow zlocistych do formowania biofilmu w duzym mierze
zalezy od zastosowanej powierzchni wzrostowej oraz od zastosowanego ukladu
badawczego. Nalezy positkowacé sie¢ wynikami pochodzacymi z przynajmniej
kilku ukladéw doswiadczalnych przed wyciagnieciem wnioskow koniecznych
do przeprowadzenia kolejnych doswiadczen.

3. Nos$niki z bakteryjnej celulozy cechujq si¢ pozadanymi parametrami fizycznymi
predysponujacymi je do zastosowaniu w charakterze okladzin na koSci

4. Dodatek hydroksyapatytu do bakteryjnej celulozy podnosi tempo zasiedlania

tego nos$nika przez komorki koSciotworcze, osteoblasty.
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5. Poziom skutecznos$ci no$Snikow z bakteryjnej celulozy niezawierajacych srodkéow
przeciwdrobnoustrojowych  jako  okladziny hamujacej penetracje
drobnoustrojow do powierzchni kosci zalezy odwrotnie proporcjonalnie od
liczby drobnoustrojow (inoculum) osadzonych na zewnetrznej powierzchni
celulozy.

6. Nosniki z bakteryjnej celulozy zawierajace antybiotyki cechuja si¢ wysoka
skutecznoscia w aspekcie hamowania penetracji gronkowca zlocistego (przy
zalozeniu wrazliwosci danego szczepu na okreslony antybiotyk).

7. Nosnik z bakteryjnej celulozy zawierajacy hydroksyapatyt oraz chelerytryne
cechuje si¢ najkorzystniejszymi lacznymi parametrami w aspekcie jego
zastosowania jako okladziny hamujacej penetracje gronkowca zlocistego na
powierzchnie kosci.

8. Uzyskane wyniki sklaniaja do podjecia bardziej zaawansowanych badan na

modelu zwierzecym.
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8. Oswiadczenie dotyczace zgody Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan

UNIWERSYTET MEDYCZNY

M. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU

Katedra i Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii

Prof. dr hab. Marzenna Bartoszewicz

Wroctaw , 23.02.2022

Oswiadczenie dotyczgce zgody Komisji Bioetycznej

O$wiadczam, Ze badania w ramach pracy doktorskiej pt: ,,Ocena przydatnosci matrycy
biocelulozowej do nieantybiotykowej profilaktyki zakazen kosci w badaniach in vitro™ lek.
Arkadiusza Janusz sa wykonywane na drobnoustrojach pochodzacych z kolekcji Katedry i
Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii. Natomiast nie sa wykonywane
zadne badania na pacjentach czy tez zwierzgtach laboratoryjnych.

Z wyrazami Szacunku
Prof. dr hab. Marzenna Bartoszewicz
Uniwersytet Medyczny we WrodlawiL

KATEDRA | ZAKLAD MIKROBIOLOG!|
FARMACEUTYCZREJ) PARAZYTOLOG!

Barloszewicz

Ul. Borowska 211a 50-556 Wroclaw
T:+48 71 784 06 74 F: +48 71 784 06 74 wi-23@umed wroc.pl www.umed.wroc.pl

108



9. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim

Zapalenie kosci 1 szpiku o etiologii bakteryjnej, okreslane facinskim mianem
osteomyelitis, to narastajacy proces zapalny w obrebie tkanki kostnej. Odpowiedz organizmu
na obecnos¢ drobnoustrojow oraz uszkodzenia tkanki kostnej bedace efektem rozwoju biofilmu
prowadzi do destrukcji macierzy kostnej oraz uktadu naczyniowego. Nieleczone lub
nieprawidlowo leczone zapalenie kosci i szpiku prowadzi¢ moze do powaznych powiklan

zdrowotnych, a nawet $§mierci pacjenta.

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) nalezy do jednych z najczestszych czynnikow
etiologicznych zakazen ko$ci. Wyniki migdzynarodowych, wieloosrodkowych analiz
epidemiologicznych wykazaly jego obecno$s¢ w okolo 40% wszystkich infekcji kosci.
Gronkowiec ztocisty jest w stanie wnika¢ pod powierzchni¢ ko$ci i rozwijaé si¢ w tym obszarze
unikajac odpowiedzi immunologicznej. Wykazano réwniez zdolno$¢ biofilmu gronkowca do
rozkladu i1 zywienia si¢ rdznego rodzaju komorkami pacjenta (w tym osteoblastami).
Dodatkowo wysoka oporno$¢ gronkowcéw zlocistych na antybiotyki, szczegdlnie szczepow
metycylino-opornych, MRSA, znacznie ogranicza mozliwe opcje terapeutyczne w leczeniu
infekcji kosci przez nie wywotanych. Istotng procedura, przys$pieszajaca proces odbudowy
kosci oraz zmniejszajaca ryzyko infekcji jest wprowadzenie w obreb miejsca operowanego
r6znego rodzaju biokompatybilnych nos$nikow, czesto zawierajacych dodatek substancji o
dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. W swojej pracy podjatem si¢ sprawdzenia w badaniu in
vitro potencjalnej przydatno$ci nos$nika z bakteryjnej celulozy, poddawanego réznego typu
modyfikacjom, w charakterze oktadziny na powierzchnie kostne, hamujacej penetracje
gronkowcow zlocistych i1 tworzenie struktury biofilmu. Za pomoca zréznicowanych technik
obejmujacych mikrobiologiczne metody iloSciowe, poéhilosciowe oraz wizualizacje

z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej ocenitem zdolno$¢ 50 szczepow gronkowca
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zlocistego MRSA do tworzenia biofilmu na powierzchniach ptaskich 1 porowatych
zawierajacych hydroksyapatyt oraz na kosciach dlugich szczuréw. Dokonatem tez oceny
wrazliwosci tych szczepoOw na antybiotyki: gentamycyne, lewofloksacyng, oritawancyne
(w charakterze rozbudowanych doswiadczen kontrolnych) oraz alkaloidu ro$linnego
chelerytryny. Uzyskane dane wskazywaly na istotny wptyw zmienno$ci wewnatrzgatunkowe;j
oraz zastosowanych uktadéw badawczych na analizowane parametry. Nastepnie podjatem si¢
wytworzenia no$nikoéw z bakteryjnej celulozy, ich oczyszczenia i modyfikacji polegajacej na
wytworzeniu w ich strukturze hydroksyapatytu i wprowadzenia wyzej wymienionych
substancji przeciwdrobnoustrojowych. Uzyskane nos$niki scharakteryzowatem pod katem
wlasciwosci fizycznych, wykazujac wysoka zdolno$¢ bakteryjnej celulozy do pochtaniania
ptynéw, ktora czesciowo zmniejszona byta w no$nikach zawierajgcych hydroksyapatyt; z kolei
nos$niki hydroksyapatytowe uwalniaty ptyn w czasie dluzszym niz nosniki niezmodyfikowane.
Ocena cytotoksycznosci i tempa zasiedlania no$nikow przez komorki kosciotworcze wykazata
ich wysoka biokompatybilnos$¢, przy czym najwyzsza wartoscig tego parametru cechowaty sie
nosniki zawierajace hydroksyapatyt. Badania nad sekwestracjg gronkowcoéw w strukturze
nosnikdéw, hamujaca proces ich przenoszenia si¢ na powierzchnie hydroksyapatytowe,
wykazaty umiarkowang przydatnos¢ do tego celu natywnego nosnika z bakteryjnej celulozy,
a najwyzsza — nosnika modyfikowanego hydroksyapatytem oraz zawierajacego chelerytryng.
Nos$niki zawierajgce antybiotyk rowniez wykazywaty ta pozadang ceche, ktorej poziom byt
rozny w zalezno$ci od aktywnosci specyficznej substancji przeciwdrobnoustrojowej. Uzyskane
w mojej pracy doktorskiej wyniki wskazuja na potencjalnie istotny i przydatny kierunek
w rozwoju badan nad nowymi no$nikami stosowanymi w ortopedii, jakkolwiek z calg
pewnosciag wymagaja one przeprowadzenia kolejnych badan, na modelach zwierzecych, przed

pierwszymi probami wykonanymi na pacjentach.
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Osteomyelitis of bacterial etiology, referred to in Latin as osteomyelitis, is an increasing
inflammatory process within the bone tissue. The body's response to the presence of
microorganisms and damage to bone tissue resulting from the development of biofilm leads to
the destruction of the bone matrix and the vascular system. Untreated or improperly treated
osteomyelitis can lead to serious health complications and even death of the patient.
Staphylococcus aureus 1is one of the most common etiological factors of bone infections. The
results of international, multicenter epidemiological analyzes showed its presence
in approximately 40% of all bone infections. S. aureus is able to penetrate under the surface of
the bone and develop in this area, avoiding the immune response. The ability of the
staphylococcal biofilm to decompose and feed on various types of patient cells (including
osteoblasts) has also been demonstrated in experimental studies. In addition, the high antibiotic
resistance of S. aureus, especially MRSA-resistant strains, significantly limits possible
therapeutic options in the treatment of bone infections caused by them. An important procedure
that speeds up the process of bone reconstruction and reduces the risk of infection is the
introduction of various types of biocompatible carriers into the surgical site, often containing
antimicrobial substances. In my experimental study, I verified the potential usefulness of a
bacterial cellulose carrier subjected to various types of modifications as a lining for bone
surfaces, inhibiting the penetration of staphylococci and the formation of a biofilm structure in
an in vitro study. Using various techniques including quantitative and semi-quantitative
microbiological methods and visualization using electron microscopy, I assessed the ability of
50 MRSA strains to form biofilm on flat and porous surfaces containing hydroxyapatite and on
long bones of rats. I also assessed the sensitivity of these antibiotic strains: gentamicin,
levofloxacin, oritavancin (as extended control experiments) and the plant alkaloid chelerythrin.
The obtained data indicated a significant influence of the intra-species variability and the

applied research systems on the analyzed parameters. Then I undertook the production of
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bacterial cellulose carriers, their purification and modification consisting in the production of
hydroxyapatite in their structure and the introduction of the previously-mentioned antimicrobial
substances. I characterized the obtained carriers in terms of physical properties, demonstrating
the high capacity of bacterial cellulose to absorb fluids, which was partially reduced in the
carriers containing hydroxyapatite; in turn, hydroxyapatite carriers released fluid over a longer
period of time than unmodified carriers. The assessment of cytotoxicity and the rate of
colonization of carriers by osteogenic cells showed their high biocompatibility, with the highest
value of this parameter characterized by carriers containing hydroxyapatite. Research on the
sequestration of staphylococci in the structure of carriers, which inhibits the process of their
transfer to hydroxyapatite surfaces, showed moderate suitability for this purpose of the native
carrier made of bacterial cellulose, and the highest - the carrier modified with hydroxyapatite
and containing chelerythrine. The carriers containing the antibiotic also showed the desired
trait, the level of which varied depending on the activity of the specific antimicrobial substance.
The results obtained in my doctoral dissertation indicate a potentially significant and useful
direction in the development of research on new carriers used in orthopedics, although they

certainly require further studies on animal models, before the first trials on patients.
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