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1. NOTA INFORMACYJNA

Niniejsza rozprawe doktorska stanowi zbidr trzech powigzanych tematycznie artykuldw naukowych,
opisujacych badania zrealizowane w Katedrze i Zakladzie Biologii i Parazytologii Lekarskiej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu. Wszystkie artykuly zostaly
opublikowane w anglojezycznych czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym, a ich taczna
warto$¢ wspolczynnika wptywu (Impact Factor, IF) wynosi 18,653. Cykl sktada si¢ z dwoch artykutow
oryginalnych i jednego przegladowego, a Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich trzech
publikacji. Oswiadczenia wspoOtautoréw, zawierajace informacje o ich wkladzie merytorycznym,
znajduja si¢ w zatgczniku nr 15.2.

Na realizacje projektu badawczego, bedacego podstawa rozprawy doktorskiej, otrzymano zgode
Komisji Bioetycznej UMW (nr protokotu: 182/2019).

Zrédta finansowania:

Badania oryginalne przeprowadzono w ramach Grantu badawczego dla Mtodych Naukowcow UMW
pt.: ,,Wplyw triterpenow pentacyklicznych na uropatogenne pateczki Gram-ujemne” (nr projektu:
STM.A060.20.060), ktory zostat sfinansowany ze srodkow Ministerstwa Zdrowia.

Artykut przegladowy opublikowano w ramach programu ,,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci”
(numer projektu: 016/R1D/2018/19), finansowanego ze srodkéw Ministerstwa Edukacji i Nauki.



2. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA
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Impact Factor: 6,064
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Impact Factor: 6,525

Punkty KBN/MNiSW: 100,00

Laczna wartos¢ IF: 18,653
Suma punktow KBN/MNiSW: 300,00



3. WPROWADZENIE

W ostatnich latach nastapit wzrost zainteresowania naturalnymi zrodtami pochodzenia substancji
leczniczych. W dobie wzrostu opornosci bakterii na antybiotyki intensywnie poszukuje si¢ efektywnie
dziatajacych, a jednoczesnie bezpiecznych dla organizmu czlowieka zwigzkéw roslinnych, ktore
moglyby sta¢ si¢ skutecznym narzedziem zar6wno w zapobieganiu jak i leczeniu chorob o etiologii
bakteryjnej. Uwaza si¢, ze produkty roslinne stosowane w ramach fitoterapii moga wspomagaé
standardowg farmakoterapi¢. Szczegodlne zainteresowanie wigze si¢ z mozliwoscig ich wykorzystania
w zwalczaniu przewleklych i/lub nawracajgcych standéw zapalnych spowodowanych tworzeniem
biofilmow bakteryjnych [1].

Wobec stale rosngcego zapotrzebowania na nowe i skuteczne antybiotyki, jedng z obiecujacych
galezi poszukiwan sg triterpeny pentacykliczne (TP), wielopierscieniowe zwigzki organiczne
pochodzenia roslinnego, wykorzystywane w tradycyjnej fitoterapii ze wzglgdu na szerokie spektrum
cennych wilasciwosci leczniczych. Rosliny bogate w TP, do ktérych naleza m. in. wakrota azjatycka
(Centella asiatica) i macznica lekarska (Arctostaphylos uva-ursi) sa czgsto stosowane profilaktycznie
w postaci suplementow diety i nutraceutykow, a takze jako srodki wspomagajace leczenie wielu choréb,
zwlaszcza o podtozu zapalnym [2-4].

Nalezace do grupy TP kwas azjatykowy (AA, ang. asiatic acid) i kwas ursolowy (UA, ang. ursolic
acid) wykazuja roznorodne aktywnosci biologiczne, w tym dziatanie przeciwbakteryjne [5-14]. Warto
jednak podkresli¢, ze eksperymenty opisane dotychczas w dostepnej literaturze koncentrowaly sig¢
glownie na tzw. formach planktonowych — bakteriach zyjacych w zawiesinie. Tylko w czgsci prac
okreslono dziatanie AA lub UA na zdolno$¢ bakterii do tworzenia biofilmow jednogatunkowych.
Wyniki réznych badan dotyczacych wptywu AA i1 UA na formy planktonowe i biofilmowe bakterii
chorobotworczych dla cztowieka przedstawiono w pracy przegladowej (artykut nr 1), wchodzacej
w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej [15]. Warto takze zwroci¢é uwage, ze niewielu autorow
sprawdzito wptyw tych kwaséw na wielogatunkowe konsorcja biofilmowe [16-18].

Wykazano, ze antybakteryjne dziatanie TP na planktonowe formy bakterii zwiazane jest ze
zmniejszeniem zdolnosci przylegania ich do powierzchni i tworzenia biofilmu. Najnowsze badania
pokazuja, ze przeciwbakteryjng aktywno$¢ AA przypisuje si¢ uszkodzeniu btony bakteryjnej oraz
zwiekszonemu wyciekowi jonow K* i nukleotydow z komorki bakterii [19]. Stwierdzono réwniez, ze
UA moze zmniejsza¢ zywotno$¢ i integralnos$¢ strukturalng biofilmow poprzez zajmowanie centrum
katalitycznego glukozylotransferaz [20] lub tlumienie ekspresji genoéw gft [16], a w konsekwencji
hamowanie tworzenia macierzy biofilmowe;j.

Tymczasem jak powszechnie wiadomo, w warunkach naturalnych zarowno biofilmy tworzone przez
bakterie komensalne, jak i patogenne zazwyczaj nie stanowig jednogatunkowego konsorcjum lecz
sktadajg si¢ z wielu gatunkow mikroorganizmow. Z tego wzgledu, przeprowadzone w ramach niniejszej

7



pracy doktorskiej badania dotyczyly przyktadowych biofilmow wielogatunkowych, jakie moga
powstawac podczas zakazen uktadu moczowego (ZUM, ang. urinary tract infection, UTI). Czynnikiem
etiologicznym wigkszo$ci przewleklych i/lub nawracajacych ZUM sg uropatogenne szczepy bakteryjne,
ktore dzigki zdolno$ciom adhezyjnym przylegaja do uroepitelium, tworzac biofilm wielogatunkowy.
Eradykacja takiego mieszanego gatunkowo biofilmu za pomocg standardowej farmakoterapii jest
problematyczna i czesto konczy si¢ niepowodzeniem. Trudno$ci terapeutyczne wystepujg przede
wszystkim u pacjentow zacewnikowanych w przebiegu tzw. odcewnikowego ZUM (ang. catheter-
associated urinary tract infections, CAUTI). Dominujacy udziat w etiologii tych zakazen maja
stanowigce przedmiot zainteresowania niniejszej pracy pateczki Gram-ujemne, ktore posiadajg szereg
cech wirulencji warunkujacych przyleganie bakterii do komoérek uroepitelialnych, w szczego6lnosci sa
to uropatogenne szczepy Escherichia coli (ang. urophatogenic strains of E. coli, UPEC), ktérym
towarzysza inne gatunki m.in. Enterobacter cloacae i Pseudomonas aeruginosa [21-23].

E. coli (pateczka okrg¢znicy) to bakteria Gram-ujemna, wzglednie beztlenowa, niesporujaca,
wytwarzajaca polisacharydowa otoczke i struktury powierzchniowe (rzeski i fimbrie) oraz wykazujaca
zdolno$¢ do ruchu, ktory jest waznym czynnikiem wirulencji warunkujacym rozprzestrzenianie si¢
bakterii w organizmie gospodarza [24-26]. E. coli wytwarza rownocze$nie kilka typow fimbrii, ktore ze
wzgledu na funkcje dzielg si¢ na nastgpujace grupy: fimbrie plciowe typu F (uczestniczace
w koniugacyjnym przekazywaniu materiatu genetycznego); fimbrie adhezyjne (m.in. typu 1, typu P,
curli, typu S i F1C, typu 3) oraz rodzina fimbrialnych adhezyn Dr. Fimbrie adhezyjne i adhezyny
fimbrialne sg istotne w kolonizacji organizmu gospodarza. Ponadto fimbrie warunkuja réwniez ruch
drgajacy (ang. twitching motility), czyli odmienny od ruchu rzesek sposob poruszania si¢ [27-30].

Oprécz adhezyn fimbrialnych, bakterie Gram-ujemne moga wytwarza¢ rowniez adhezyny
niefimbrialne, ktérych forma morfologiczna nie przypomina wypustek, lecz bezpostaciowa otoczke
komorki. Sg one sktadnikami btony zewnetrznej Sciany komorkowej, wigza si¢ do swoistych receptorow
obecnych na powierzchni komorki gospodarza, co warunkuje kolonizacj¢ 1 ochrong przed usunigciem
bakterii. Do adhezyn niefimbrialnych E. coli nalezag adhezyny z rodziny Afa (np. Afal-III), zwigzane
z amorfotycznymi strukturami btony zewngtrznej bakterii. Biatka btony zewngtrznej E. coli, takie jak
Upa (ang. Uropathogenic E. coli autotransporter), antygen Ag43, Iha (ang. Iron-regulated homologue
adhesion) to adhezyny niefimbrialne nalezace do rodziny autotransporteréw (ang. autotransporter
proteins, AT), zwigzanych z systemem sekrecji typu V (T5SS, ang. type V secretion system). Do
adhezyn niefimbrialnych naleza réwniez intiminy o iy, lektyny oraz kwas tejchojowy [27, 28, 30].

Wiekszo$¢ szczepdw E. coli to drobnoustroje niechorobotworcze (niepatogenne) wchodzace w sktad
flory fizjologicznej cztowieka. Wystepuja w duzych ilosciach w warstwie $luzu jelita grubego, gdzie
uczestnicza w trawieniu pokarmu i w produkcji witamin z grup B 1 K. Jednak przy ostabieniu odpornosci
organizmu, szczepy te moga osiedlac si¢ rowniez poza uktadem pokarmowym, kolonizujac skore, btong
sluzowa jamy ustnej, uktadu oddechowego, okolice ujscia cewki moczowej, co stanowi ryzyko rozwoju
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infekcji. Szczegblnie grozne jest przedostanie si¢ E. coli do otrzewnej, opon moézgowo-rdzeniowych czy
krwioobiegu [27-29].

Niektore szczepy E. coli w procesie ewolucji nabywaja geny, dzigki ktorym stajg si¢ chorobotworcze
(patogenne, zjadliwe). Sa to geny kodujace tzw. czynniki wirulencji bakterii odpowiedzialne za adhezje¢
drobnoustrojéw do nabtonka drég moczowych gospodarza, jak rowniez geny kodujace zdolno$¢ bakterii
do tworzenia biofilmu, co sprzyja dlugotrwatej kolonizacji i utrzymywaniu si¢ w drogach moczowych.
Geny te moga by¢ zlokalizowane na ruchomych elementach genetycznych, tj. w obrgbie
chromosomalnych wysp patogennosci (ang. pathogenicity island, PAI), na plazmidach, transpozonach
lub bakteriofagach, co zapewnia mozliwo$¢ ich horyzontalnego transferu na niechorobotworcze szczepy
E. coli, a nawet na pateczki innych gatunkéw [27, 31-36].

Jednym z chorobotworczych wirotypow E. coli s3 UPEC — uropatogenne, czesto hemolizujace
szczepy, posiadajace charakterystyczne czynniki wirulencji oraz majace zdolno$¢ namnazania
wewnatrzkomorkowego. UPEC sg najczegstszym czynnikiem etiologicznym ZUM niezaleznie od wieku
pacjenta i pochodzenia zakazenia (pozaszpitalne czy szpitalne); odpowiadaja za ponad 90%
niepowikltanych ZUM u mtlodych kobiet; 70% pozaszpitalnych, niepowiklanych ZUM; 66%
powiktanych ZUM i ostrych odmiedniczkowych zapalen nerek (OOZN, pyelonephritis). Ok. 80%
UPEC powodujacych ostre zapalenie pecherza moczowego posiada fimbrie typu 1, ktore warunkuja
adhezj¢ do nabtonka pgcherza. Natomiast w moczu chorych na niepowiktane OOZN stwierdza si¢
obecnos¢ szczepow posiadajacych fimbrie typu P, ktore umozliwiajg adhezj¢ bakterii do komorek nerki.
Przyczynag ZUM moga by¢ takze wirotypy DAEC (ang. diffusely adhering E. coli) — szczepy E. coli
0 rozsianym typie adhezji, zdolne do dyfuzyjnej adhezji oraz NTEC (ang. necrotoxigenic E. coli) —
martwicowe szczepy E. coli [27, 32-37].

E. cloacae to bakteria Gram-ujemna, tak jak E. coli nalezaca do rodziny Enterobacteriaceae.
Wiekszo$¢ szczepow E. cloacae jest niechorobotwoércza i wehodzi w sktad fizjologicznej flory jelita
grubego, wystepuje rowniez na skorze 1 w ustnej czgsci gardia. Jednak przy ostabieniu odpornosci
organizmu gospodarza, E. cloacae moze powodowaé zakazenia oportunistyczne, do ktorych oprocz
ZUM nalezg zakazenia przyranne, wtorne zapalenia pluc, posocznica, a takze zakazenia szpitalne (m.in.
u pacjentow wentylowanych mechanicznie). E. cloacae wyroznia si¢ na tle rodziny Enterobacteriaceae
naturalng, wysoka oporno$cig na antybiotyki z grupy B-laktamow, produkuje bowiem chromosomalne
B-laktamazy (cefalosporynazy) AmpC, ktore warunkujg oporno$¢ na ampicyling, amoksycyling

i cefalosporyny | generacji. E. cloacae odznacza si¢ rowniez zdolno$cig do szybkiego nabywania
i rozprzestrzeniania plazmidow kodujacych B-laktamazy o tzw. rozszerzonym spektrum substratowym
(ESBL, ang. extended spectrum p-lactamase), ktore hydrolizujg wickszos$¢ antybiotykoéw zawierajacych
pierScien P-laktamowy, tj. penicyliny, cefalosporyny i monobaktamy, z wyjatkiem cefamycyn

i karbapenemow. Szczepy E. cloacae ESPL(+) sa trzecim (po E. coli i K. pneumoniae) gtownym



lekoopornym patogenem z rodziny Enterobacteriaceae, bedacym czynnikiem etiologicznym zakazen
szpitalnych [38-41].

P. aeruginosa (pateczka ropy bilekitnej) to bakteria Gram-ujemna, nalezaca do rodziny
Pseudomonadaceae. W odrdznieniu od rodziny Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae sa bakteriami
pierwotnie tlenowymi, niefermentujagcymi glukozy ani laktozy, nie wytwarzajacymi indolu oraz
oksydazo-dodatnimi (wytwarzaja oksydaze cytochromowsa). P. aeruginosa posiada jedng umieszczong
biegunowo rzeske, zapewniajaca zdolnos¢ do ruchu oraz produkuje barwniki (piocyjaning
i piowerdyng), bedace rowniez czynnikami wirulencji [27, 42-46].

Pateczki P. aeruginosa sa szeroko rozpowszechnione w $rodowisku (w glebie i wodzie oraz na
powierzchni ro$lin i rzadziej na skérze zwierzat), zasiedlajg gnijacg materi¢ organiczng, zlewy i toalety.
Co bardzo istotne, nie wchodza w sklad mikrobiomu zdrowych Iudzi, jednak jako bakterie
oportunistyczne w krotkim czasie (zazwyczaj poprzez jame¢ nosowa) moga kolonizowa¢ organizmy
0s6b z prawidlowa, a takze z obnizong odpornoscia. U 0s6b z prawidlowa odpornoscia moga wywotaé
infekcje w obrebie ucha srodkowego i zewnetrznego (tzw. ucho ptywaka), P. aeruginosa jest takze
jednym z najczestszych patogenéw wywotujacych bakteryjne zapalenie rogowki u osob noszacych
soczewki kontaktowe. U oséb z obnizong odpornoscig powoduja zakazenia uktadu oddechowego, ran
oparzeniowych, kosci i stawow, wsierdzia, opon mozgowo-rdzeniowych, ropien moézgu i sepse.
Zakazenie P. aeruginosa stanowi szczegolnie istotny problem u 0sob chorych na mukowiscydoze,
bowiem stwierdza si¢ je az U 80-90% dorostych pacjentow. P. aeruginosa jest rowniez czynnikiem
etiologicznym ZUM u o0s6b dorostych oraz u dzieci, u ktoérych czynnikiem ryzyka jest stosowanie
antybiotykow w profilaktyce lub leczeniu w ciggu ostatnich 2 miesi¢cy. Pateczka P. aeruginosa
odpowiada za ok. 10% zakazen szpitalnych, co plasuje ja na 4 miejscu sposrod najczgsciej izolowanych
patogendéw klinicznych. Wsrdd osob hospitalizowanych problem ten dotyczy zwlaszcza pacjentéw
zaintubowanych lub zacewnikowanych [47-52].

Ze wzglgdu na wysoka nieprzepuszczalno$¢ $ciany i blony komorkowej oraz wytwarzanie
B-laktamaz, P. aeruginosa posiada naturalng opornos¢ na antybiotyki -laktamowe. Ponadto ok. 20%
szczepOow P. aeruginosa produkuje enzym PSE-1 (ang. Pseudomonas specific enzyme), zwany roéwniez
karbenicylazg II (CARB-2), ktory hydrolizuje karbenicyling, oksacyling, piperacyling 1 tykarcyling.
Dodatkowo, szczepy szpitalne dzigki przekazywaniu plazmidow, nabywaja opornos¢ na cefalosporyny
wyzszych generacji | karbapenemy [42, 48, 49, 53].

Warto zauwazy¢, ze E. cloacae i P. aeruginosa naleza do grupy bakterii odznaczajacych si¢
wyjatkowg lekoopornoscig (tzw. patogenow alarmowych), zdolnych do ,,ucieczki” przed dziataniem
wigkszosci dostgpnych antybiotykdw. Zostaty one okreslone przez Amerykanskie Towarzystwo Chordb
Zakaznych (ang. Infectious Diseases Society of America, IDSA) akronimem ESKAPE: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa i Enterobacter spp. [54].
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Oprécz wspomnianych UPEC, réwniez E. cloacae i P. aeruginosa wyposazone sg w mechanizmy
adaptacyjne wspierajgce uropatogeneze, tj. umozliwiajagce bakteriom pokonanie barier obronnych
organizmu ludzkiego, przezycie w $wietle uktadu moczowego oraz namnozenie si¢ w nim. Zjadliwo$¢
uropatogennych pateczek Gram-ujemnych warunkujg czynniki wirulencji, ktére moga one by¢ zwiagzane
z powierzchnig komorki bakteryjnej, jak immunogenna otoczka, lipopolisacharyd (LPS), fimbrie (typu
1, typu P, curli, typu S, typu F1C, typu 3, typu F17, typu F9, AUF, typu IV), adhezyny fimbrialne
z rodziny Dr oraz niefimbrialne z rodzin Afa i AT, biatka blonowe; badZ moga by¢ z niej z wydzielane,
jak: toksyny (a-hemolizyna, CNF-1, SPATE, SLT), system pobierania zelaza (siderofory), biatka
nalezace do systemow sekrecji typow I-VI (ang. type I-VI secretion system, T1-6SS), pompy
wielolekowe oraz enzymy rozktadajace antybiotyki. Oprocz wymienionych wyzej swoistych czynnikow
wirulencji, rowniez czynniki niespecyficzne, takie jak zdolno$¢ do poruszania si¢, wiasciwosci
hydrofobowe 1 ujemny tadunek powierzchni komodrek bakteryjnych, ufatwiaja adhezje do bton
$luzowych gospodarza oraz powierzchni abiotycznych (np. cewnikow) [23, 27, 28, 30, 32, 34, 45, 55].

Za kontrole ekspresji genow kodujacych czynniki wirulencji odpowiada zjawisko quorum sensing
(QS). Jest to mechanizm komunikacji miedzy sasiadujagcymi bakteriami, ktoéry umozliwia takze
kontrolowanie powstawania biofilmu, wytwarzania metabolitow wtornych, funkcjonowania systeméow
wydzielniczych i mechanizmoéw adaptacji do sytuacji stresowych, m. in. konkurencji lub kooperacji
mig¢dzybakteryjnej. P. aeruginosa posiada co najmniej trzy potaczone ze soba systemy QS: Las, Rhl
1 Pgs. Czasteczkami sygnatowymi tj. autoinduktorami (AI) w tych systemach sa odpowiednio: lakton
N-(3-okso-dodekanoilo)-L-homoseryny  (3-okso-C12-HSL), lakton  N-butanoilo-L-homoseryny
(C4-HSL) i 2-heptylo-3-hydroksy-4-chinolon (PQS). Systemy te kontroluja ekspresje genow
zwigzanych z wirulencja i biofilmem, regulujac w ten sposdéb wytwarzanie czynnikéw wirulencji takich
jak: egzoenzymy, egzotoksyna A, LPS, elastaza, fenazyny (m.in. piocyjanina), lektyny, ramnolipidy
(RHL), kwasy tluszczowe (kwas cis-2-dekanowy i kwas cis-11-metylo-2-dodekanowy), siderofory,
antybiotykooporno$¢ oraz zewnatrzkomorkowe polisacharydy (alginian, Psl 1 Pel) zaangazowane
w tworzenie biofilmu [42-45, 49-51, 56-62].

Dzigki czynnikom wirulencji bakterie uropatogenne maja zdolno$¢ do kolonizacji drég moczowych
gospodarza, poniewaz umozliwiajg im one przylaczenie si¢ do specyficznych receptorow obecnych na
uroepitelium, a nastepnie uwolnienie si¢ przed zakonczeniem procesu jego zluszczania. Pierwszym
krokiem w patogenezie ZUM jest adhezja tj. Sciste i nieodwracalne przyleganie bakterii do tkanki
nabtonkowe] gospodarza. Jest to proces dynamiczny, poniewaz zapoczatkowuje uruchamianie
przezbtonowych szlakow sygnalizacyjnych; skutkuje wytwarzaniem wielu cytokin, mediatorow stanu
zapalnego oraz czynnikow stymulujacych proces dojrzewania komorek dendrytycznych, prowadzacy
do przeksztalcenia ich w aktywne komorki prezentujace antygen, w nastgpstwie czego wrodzony uktad
odpornosciowy zostaje pobudzony do obrony przeciwbakteryjnej. Po dokonaniu adhezji, bakterie §cisle
zwigzane z komoérkami gospodarza uwalniajg LPS, co wywotuje odpowiedz zapalng 1 przycigga
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neutrofile w t¢ okolice. Fagocytozie bakterii przez neutrofile zapobiega warstwa ochronna zbudowana
z otoczki polisacharydowej 1 mikrootoczki z kwasu sjalowego, co przedtuza odpowiedz zapalng. Po
adhezji niektére patogeny zyja zewnatrzkomoérkowo, podczas gdy inne penetruja do wnetrza
niefagocytujacych komorek (nabtonkowych, fibroblastéw, komodrek srodbtonka). Proces ten
doprowadza do: rozprzestrzeniania si¢ infekcji w komorkach nabtonkowych, miejscowej infekcji
warstwy podsluzowkowej, ogdlnoustrojowej infekcji wywotanej rozprzestrzenianiem si¢ bakterii
chorobotwodrczych w organizmie gospodarza. Dhugotrwatej kolonizacji i utrzymywaniu si¢ w drogach
moczowych sprzyja zdolno$¢ bakterii do tworzenia biofilmu, skladajacego si¢ z mikrokolonii
otoczonych egzopolisacharydami lub alginianem [27, 28, 30, 32, 34, 45, 50, 51, 61].

Zdolnos¢ bakterii do adhezji do powierzchni oraz tworzenia przylegajacych do niej kolonii po raz
pierwszy opisat Antonie van Leeuwenhoek w 1650 r., ale termin biofilm zostat zastosowany dopiero
w 1977 r., kiedy to William Costerton zauwazyl, ze zdecydowana wigkszos$¢ bakterii w alpejskim
jeziorze zyta w formie osiadlej przylegajac do skal, a nie jako swobodnie unoszace si¢ formy
planktonowe [63-65]. Biofilm bakteryjny zostal zatem zdefiniowany jako zespdt wzajemnie
komunikujacych si¢ mikroorganizmoéw osiadtych na okreslonym podiozu, przylegajacych do siebie
1 otoczonych warstwg substancji organicznych 1 nieorganicznych, produkowanych przez te
drobnoustroje. Biofilm sktada si¢ z agregatow komorek bakteryjnych zatopionych w heterogenne;j
macierzy pozakomorkowej (ang. extracellular polymeric substance, EPS), zwanej rowniez macierza
zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM), w sktad ktorej wchodzg m.in.: polisacharydy,
biatka, lipidy, zewnatrzkomorkowe DNA 1 surfaktanty. Udziat poszczegdlnych sktadnikow macierzy
rozni si¢ w zalezno$ci od sktadu gatunkowego biofilmu, istniejg takze sktadniki specyficzne dla danego
szczepu, np. kwas alginowy (B-1,4-D-mannuronowy) produkowany przez P. aeruginosa. Macierz
stanowi 75-90% biofilmu, pozostata czg$¢ biomasy to agregaty komorek bakteryjnych [30, 51, 60, 61,
66-70].

Jak przedstawiono na Rysunku nr 1, powstawanie biofilmu jest procesem wieloetapowym: 1)
poczatkowe przywiagzanie (adhezja odwracalna); 2) adhezja nieodwracalna, agregacja, produkcja
i akumulacja EPS; 3) dojrzewanie | (tworzenie mikrokolonii); 4) dojrzewanie 1l (tworzenie macierzy);
5) rozproszenie/dyspersja/migracja/uwalnianie  si¢.  Biofilm  jest strukturg dynamiczna,
rozprzestrzeniajacg sie, dlatego tez mikroorganizmy w postaci agregatow badz pojedynczych komorek
moga odrywac si¢ od szczytowej warstwy biofilmu i1 przemieszcza¢ w celu znalezienia bardziej
dogodnego miejsca do rozwoju. W ten sposéb nastgpuje rozproszenie struktury biofilmu po
kolonizowanej powierzchni, co powoduje ekspansje¢ zakazenia. Rozprzestrzenianie si¢ biofilmu moze
odbywa¢ si¢ poprzez: toczenie, falowanie, rozpraszanie, odrywanie, ptynigcie [30, 46, 56, 62, 65-68,
70-77].
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Rysunek nr 1. Etapy tworzenia biofilmu (opis w tekécie) [71].

Biofilmy moga zasiedla¢ powierzchnie biotyczne (np. tkanki organizmu gospodarza), jak
1 abiotyczne (np. biomateriaty, takie jak: cewniki urologiczne, naczyniowe i do dializy otrzewnowe;j;
implanty i endoprotezy; sztuczne zastawki i rozruszniki serca; elementy sprz¢tu medycznego do
sztucznej wentylacji i pomp infuzyjnych, a nawet soczewki kontaktowe). Biofilm jako struktura
wielowarstwowa, ztozony jest z wielu populacji mikroorganizméw, znajdujacych si¢ na réznych
etapach rozwoju, a ponadto moze by¢ utworzony przez komorki jednego lub wielu (nawet kilkunastu)
gatunkow drobnoustrojow. Jak wiadomo, zaré6wno biofilmy naturalnie wystgpujace w organizmie
czlowieka jak 1 biofilmy utworzone przez patogenne drobnoustroje zazwyczaj nie tworza
monokulturowego konsorcjum, lecz sktadaja si¢ z kilku gatunkéw mikroorganizméw [23, 66, 72, 75,
78, 79].

Glownym powodem, dla ktéorego bakterie tworza biofilm, jest strategia obronna przed
niekorzystnymi warunkami zewnetrznymi czy brakiem niezbgdnych substancji odzywczych. Kolejna
korzyscia ptynaca z zycia w skupisku jest mozliwo$¢ wymiany materialu genetycznego i przekazywania
genoéw kodujacych opornos¢ na antybiotyki albo sygnaty stymulujace do rozmnazania czy tworzenia
kolonii. Komorki bakterii, Zyjace w postaci biofilmu, wykazuja odmienne cechy w poréwnaniu do form
planktonowych, wolnozyjacych w zawiesinie. Komoérki osiadte na podlozu podlegaja zmianom
fenotypowym, ktére warunkuja ich zjadliwo$¢ oraz obnizajg wrazliwo$¢ na antybiotyki. Charakteryzuja
si¢ rowniez zmienionym metabolizmem w stosunku do form planktonowych oraz wysokg tolerancja na
niesprzyjajace warunki $rodowiskowe (zmiany temperatury, promieniowanie UV, niska wilgotnos¢,
stres osmotyczny). Staja si¢ rowniez niedostepne dla uktadu immunologicznego gospodarza (makrofagi,
przeciwciata) [23, 31, 66, 72, 77, 80].

Ze wzgledu na odmienng dostgpno$¢ tlenu w poszczegdlnych warstwach biofilmu, mozna wyr6znié
komorki charakteryzujace si¢ wzrostem tlenowym lub beztlenowym, a takze komodrki o znacznie

spowolnionym metabolizmie, majace tzw. fenotyp ,,uspiony” (ang. dormant phenotype) oraz komorki
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martwe, z ktérych w wyniku lizy uwalniane jest DNA, wzmacniajgce macierz zewnatrzkomorkowa.
W glebszych warstwach biofilmu z utrudnionym dostepem do tlenu, dochodzi do uaktywnienia szlakow
beztlenowych (fermentacji, denitryfikacji, desulfurylacji), podczas ktérych powstaje mniej energii,
przez co obnizone sa takie parametry jak: szybko$¢ podziatdéw komodrek bakteryjnych, aktywnosé
metaboliczna i produkcja toksyn. Komoérki o spowolnionym metabolizmie majg zwigkszong tolerancje
na te sposrod zwigzkoéw przeciwbakteryjnych, ktoérych mechanizm dziatania polega na hamowaniu
metabolizmu. Wysoka oporno$¢ biofilmu na antybiotyki wynika z obecnosci w najglebszych warstwach
biofilmu niewielkiej populacji (ok. 1%) komorek przetrwatych (ang. persisters cells). Sa to tzw.
komorki superodporne, ,,uparte”, niezdolne do wzrostu w sytuacji ograniczonej podazy substancji
odzywczych, charakteryzujace si¢ niskg aktywnos$cig metaboliczna, co ostabia efekt dziatania srodkéw
przeciwdrobnoustrojowych. Dzigki wysokiej opornosci na antybiotyki komorki te moga przezy¢
w obecnosci bojczych stezen antybiotykdéw i1 ponowne odtworzy¢ biofilm po zakonczeniu cyklu
terapeutycznego. Odbudowane w ten sposéb biofilmy cechujg si¢ wysoka opornoscig juz na bardzo
wczesnym etapie swego rozwoju [59, 69, 73, 80-82].

Zewnetrzna warstwa EPS stanowi mechaniczng barier¢, utrudniajaca przenikanie czasteczek
antybiotykow do glebszych warstw biofilmu. Macierz posiada ogdlny tadunek ujemny, co umozliwia
jej wigzanie czasteczek leku i hamowanie ich wnikania w glab biofilmu. Wchodzace w jej sktad
egzopolisacharydy posiadaja wolne grupy funkcyjne, m.in. -OH, -COOH, C=0, -O-, C-(O, N) i OH-(C-
O-C), ktore moga wychwytywac i wigzac czasteczki antybiotyku zanim dotrze on do bakterii. Ponadto
komorki otoczone EPS rowniez majg utrudniong prezentacje miejsca docelowego wigzania czasteczek
leku. Obecnos¢ macierzy powoduje, ze drobnoustroje tworzace biofilm stajg si¢ rowniez niedostgpne
dla uktadu immunologicznego gospodarza. Do komorek potozonych w najglebszych warstwach dociera
zbyt niskie st¢zenie antybiotyku, ktére nie dziata bodjczo, jednak prowadzi do selekcji komorek
opornych. Namnazajg si¢ one 1 rozprzestrzeniajg w obrgbie biofilmu oraz przekazujg geny opornosci
bakteriom wrazliwym, z ktorymi sgsiaduja. Ponadto, zbyt niskie stezenia antybiotykéw moga
stymulowa¢ produkcje polisacharydu, bedacego gléwnym skladnikiem $luzu, ktory fizycznie
unieruchamia czasteczki srodkow przeciwbakteryjnych. Dodatkowo, kumulacja duzej liczby komorek
bakterii w stosunkowo matej objetosci biofilmu, skutkuje wysokim stezeniem produkowanych przez nie
enzymow rozktadajgcych antybiotyki [30, 60, 75, 76, 80, 83-86].

Reasumujac, struktura biofilmu oraz niska aktywnos$¢ metaboliczna zyjacych w nim bakterii
powoduja, ze minimalne stezenia: hamujace i bakteriobdjcze (ang. Minimal Inhibitory Concentration —
MIC; Minimal Bactericidal Concentration — MBC), czyli stezenia lekow niezb¢dne do zahamowania
wzrostu/zabicia komorek bakteryjnych w populacji biofilmu sg wielokrotnie (nawet 100-1000 razy)
wyzsze od bojczych stezen tych samych lekéw w stosunku do form planktonowych. Tak wysokie dawki
antybiotykdw nie moga by¢ stosowane w farmakoterapii zakazen cztowieka ze wzgledu na ich
toksyczno$¢ [80, 82, 86-88].
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Biofilmy wielogatunkowe sg szczegdlnie trudne do zwalczania, poniewaz oprocz zmiany ekspresji
genow wystepuje roOwniez horyzontalna wymiana materiatu genetycznego (np. gendéw opornosci na
poszczegoOlne antybiotyki) miedzy bakteriami zyjacymi w biofilmie, jak réwniez szereg innych
oddzialywan miedzykomoérkowych, zarowno synergistycznych jak i antagonistycznych [31, 59, 70].

Z powodow omoéwionych wyzej, patogeny rozwijajagce sie¢ w postaci biofilmu stanowig powazne
zagrozenie dla zdrowia cztowieka. Szczegolnie grozne sg biofilmy wielogatunkowe, bedace czynnikami
etiologicznymi zakazen przewlektych, nawracajacych i szpitalnych. Przewlekty i/lub nawracajacy
charakter zakazen zwigzanych z powstawaniem biofilmow wynika z tego, ze bakterie tworzace biofilm
sg oporne zaroOwno na dzialanie antybiotykéw, jak 1 na mechanizmy odpornosciowe gospodarza, przez
co po podaniu antybiotyku ging tylko te komorki, ktore oderwaty si¢ od powierzchni biofilmu 1 zaczety
rozprzestrzenia¢ po organizmie, natomiast przezywaja komorki nadal zlokalizowane w biomasie
biofilmu. Z tego powodu, po krétkotrwatym zaniku objawdw, nastepuje szybki nawrot choroby. Nawet
60-80% przewlektych i/lub nawracajacych zakazen jest zwigzanych z powstawaniem biofilmow (ang.
Biofilm Related Infections, BRI), sa to m.in. zapalenie ptuc, wsierdzia, ZUM, szpiku kostnego oraz ran
oparzeniowych. Problemy z leczeniem przewlektych i/lub nawracajacych infekcji powodowanych przez
bakterie zyjace w biofilmie, wynikaja nie tylko z trudnosci penetracji lekow przez ich strukturg, ale
réwniez moga by¢ spowodowane zmiang ekspresji genéw kodujacych czynniki wirulencji, gendéw
majacych istotne znaczenie w procesie tworzenia i rozwoju struktury biofilmu oraz gendéw kodujacych
transportery lekow oraz biatka regulatorowe [59, 80, 82, 86, 89].

Biofilm bakteryjny stanowi czesto przyczyne niepowodzen w leczeniu przewlektych i/lub
nawracajacych ZUM, w tym CAUTI. ZUM naleza do najczesciej wystgpujacych chordb infekeyjnych,
zaraz po zakazeniach drog oddechowych. Wg danych Swiatowej Organizacja Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO), stanowig 40-50% wszystkich zakazen szpitalnych (ang. hospital-acquired
urinary tract infections, HAUTI) i 10-20% pozaszpitalnych (ambulatoryjnych). Sposrod HAUTI az 75-
80% stanowig CAUTI. Czg¢sto$¢ wystgpowania pozaszpitalnych ZUM zalezy od plci i wieku pacjenta.
Szacuje sie, ze ok. 50% kobiet, 12% mezczyzn i 10% dzieci doswiadcza w zyciu epizodu ZUM. Ze
wzgledu na groZne nastgpstwa, takie jak posocznica czy nieodwracalne zmiany morfologiczne
1 czynnosciowe w obrebie migzszu nerek, prowadzace do ich niewydolnosci 1 dalej do nadcis$nienia
tetniczego, diagnostyka i leczenie ZUM stanowig istotny problem kliniczny [22, 90-94].

ZUM dotycza gtownie pici zenskiej, ze wzglgdu na budowe anatomiczng cewki moczowe;j (jest ona
krotsza niz u ptci meskiej) oraz jej potozenie blisko odbytu i pochwy co powoduje, ze okolice jej ujscia
sg stale zasiedlone przez bakterie. Ponadto krotka cewka moczowa sprzyja nawrotom zakazen i utatwia
bakteriom kolonizacj¢ wyzszych odcinkow uktadu moczowego. Dlatego tez niezaleznie od wieku, ZUM
wystepuja przede wszystkim u plci zenskiej, jedynym wyjatkiem jest okres noworodkowy, Kiedy to
chtopcy choruja 5-krotnie czgséciej niz dziewczynki, co zwykle zwigzane jest z wadami wrodzonymi
uktadu moczowo-piciowego i mniejszg odpornoscia noworodkow pici meskiej. Natomiast od 2-3
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miesigca zycia tendencja ta ulega odwroceniu i ZUM wystepuje nawet 50 razy czesciej u pici zenskie;j.
Ok. 30% kobiet przynajmniej kilka razy w zyciu przechodzi ZUM, a 25-50% cierpi na wielokrotne
nawroty tej choroby. Po 60 roku zycia czgsto$¢ zachorowan u mezczyzn zwigksza si¢ (co jest zwigzane
z zaburzeniami w odptywie moczu na skutek powigkszenia gruczotu krokowego), jednak mimo tego
starsze kobiety chorujg 2-krotnie czeSciej niz starsi mezczyzni [22, 90-95].

Stanowigce przedmiot zainteresowania niniejszej pracy pateczki Gram-ujemne, czg¢$ciej niz inne
gatunki bakterii, sa odpowiedzialne za wszelkie rodzaje ZUM: pozaszpitalne, HAUTI oraz CAUTI.
W ok. 95% przypadkéw ZUM sa skutkiem infekcji spowodowanej przez pojedynczy szczep bakteryjny,
natomiast ok. 5% to zakazenia mieszane [93, 96].

Najczestszg etiologic ZUM stanowig Gram-ujemne pateczki jelitowe z rodziny Enterobacteriaceae,
wsrod ktorych dominuje E. coli, zwlaszcza szczepy uropatogenne (UPEC). W niepowiktanych ZUM
E. coli odpowiada za 75-95% przypadkow, podczas gdy w powiktanych jej udziat spada do 21-66%,
a znaczgco rosnie wowczas odsetek innych pateczek Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae:
Klebsiella spp. (2-17%), Enterobacter spp. (2-10%), P. mirabilis (1-12%), Citrobacter spp. (ok. 5%),
Providencia spp. oraz pateczek niefermentujacych: P. aeruginosa (2-19%) i Acinetobacter spp. [90, 91,
93, 94, 95, 97, 98].

Sposrod bakterii Gram-dodatnich za niepowiklane ZUM odpowiadaja przede wszystkim
Enterococcus spp. (1-5%) i Streptococcus agalactiae tzw. GBS (1-5%), a u kobiet w wieku rozrodczym
Staphylococcus saprophyticus (10-20%), natomiast w etiologii powiktanych ZUM najczgsciej izoluje
si¢ Enterococcus spp. (1-23%), Staphylococcus spp. inne niz S. saprophyticus, Streptococcus spp.
i Corynebacterium urealyticum [90, 91, 93, 94, 95, 97, 98].

Wsrdd drobnoustrojow odpowiedzialnych za szpitalne ZUM rowniez dominuje E. coli (30-50%),
jednak duzy udzial majg takze wielolekooporne Enterobacter spp., Acinetobacter spp., Proteus spp.,
Pseudomonas spp., Serratia marcescens, Providencia spp., a takze Staphylococcus spp., Enterococcus
spp., grzyby: Candida spp., Cryptococcus neoformans i Aspergillus spp., pierwotniaki i adenowirusy
[90, 91, 93, 94, 97-99].

U chorych z cewnikiem wprowadzonym na state do pgcherza moczowego dominujaca przyczyna
CAUTI jest E. coli (24-50%), natomiast E. cloacae i P. aeruginosa sa czynnikami etiologicznymi 14-
35% CAUTI. Wraz z przedtuzajacym si¢ czasem utrzymywania cewnika w drogach moczowych
zwigksza si¢ czgstos¢ zakazen innymi drobnoustrojami: Candida spp. (12-17%), Proteus spp. (4-20%),
Enterococcus spp. (ok. 14%), Klebsiella spp. (ok. 10%), Staphylococcus spp. (ok. 4%), Morganella
morganii, S. marcescens, Edwardsiella spp., Moraxella spp., Yersinia spp., Burkholderia spp.,
Corynebacterium spp., Achromobacter spp., Citrobacter spp., Stenotrophomonas spp. Dlatego tez ZUM
u pacjentow dlugotrwale cewnikowanych majg najczesciej etiologie mieszang [79, 90, 91, 93, 94, 97-
103].
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Przebieg ZUM zalezy od umiejscowienia infekcji w uktadzie moczowym, rodzaju i stopnia nasilenia
objawow Klinicznych, wieku i plci pacjenta oraz chorob towarzyszacych. Tradycyjnie wyrdznia si¢ 3
rodzaje objawowego ZUM: ograniczajace si¢ do dolnego odcinka drog moczowych (zapalenie cewki
i pecherza moczowego tj. cystitis), obejmujace gorne drogi moczowe (OOZN tj. pyelonephritis) oraz
najciezsza posta¢ tj. posocznice moczowa (Urosepsis). Szczepy wywotujgce pyelonephritis maja
wigkszg réznorodno$¢ genow kodujacych czynniki wirulencji niz szczepy wywotujace cystitis [91, 93,
94, 97].

Ze wzgledu na przebieg kliniczny i wysoko§¢ znamiennej bakteriurii, klasyfikacja ZUM wg
Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (ang. European Association of Urology, EAU) wyrdznia:
1) niepowiktane zapalenie pecherza moczowego; 2) nawracajace niepowiktane zapalenie pecherza
moczowego; 3) niepowiktane ostre odmiedniczkowe zapalenie nerek (OOZN) znane tez jako zakazenie
cewkowo-$rodmigzszowe nerek (najczesciej jednostronne); 4) ostre niepowiktane zapalenie pecherza
moczowego; 5) powiktane (przewlekte, dlugotrwajace) ZUM; 6) bakteriomocz bezobjawowy (ang.
asymptomatic bacteremic UTI, ABUTI). Nalezy wyrdzni¢ takze HAUTI i CAUTI [92, 93, 95, 97, 98,
103, 104].

Nawracajace zapalenie pecherza moczowego oznacza 3 1 wigcej nawrotow w ciggu roku u kobiet bez
dodatkowych czynnikow ryzyka (w tym cigzy, anatomicznych lub czynnosciowych nieprawidlowosci
drog moczowych). U 30-44% kobiet po pierwszym incydencie ZUM nawrdt wystepuje zwykle w ciggu
3 miesigey, a u 48% w ciagu 12 miesigcy. Szacuje si¢, ze 77% nawrotdw wywolywanych jest przez ten
sam szczep E. coli, w 23% przypadkoéw dochodzi do reinfekcji nowym szczepem bakterii. Ponowne
zakazenie (reinfekcja) to ZUM spowodowane innym drobnoustrojem uropatogennym niz wyizolowany
z moczu podczas poprzedniego zakazenia (niezaleznie od okresu, jaki uptynat) lub ZUM, ktoérego
objawy wystapity po uplywie 14 dni od zakonczenia leczenia poprzedniego zakazenia (nawet jezeli
czynnikiem etiologicznym jest ten sam drobnoustr6j). U 15-50% pacjentow z ostrym zapaleniem
pecherza rozwija si¢ OOZN, a u 12% z tych pacjentow dochodzi pdzniej do bakteriemii. Z kolei u ok.
30% pacjentow z OOZN rozwija si¢ bakteriemia, ktora moze doprowadzi¢ do posocznicy, a nawet do
Smierci. ZUM powiklane (przewlekte) to ZUM u osoby z anatomicznym lub czynno$ciowym
utrudnieniem odplywu moczu, badz z uposledzeniem ogolnoustrojowych lub miejscowych
mechanizmow obronnych, a takze ZUM wywotane nietypowymi lub lekoopornymi drobnoustrojami,
ZUM w czasie cigzy i potogu, HAUTI badz CAUTI, ZUM u pacjenta po przeszczepie lub z cukrzyca.
ABUTTI to znamienny bakteriomocz u osoby bez jakichkolwiek objawoéw klinicznych ZUM, wystepuje
u ok.: 5% miodych kobiet, 16% kobiet i 19% mezczyzn powyzej 70 roku zycia, 30% pacjentow
hemodializowanych, 50% kobiet 1 40% me¢zczyzn przebywajacych w domach opieki oraz u wszystkich
pacjentow zacewnikowanych ponad 2 tygodnie [92, 93, 97, 98, 103, 104].

Moga wystepowac burzliwe objawy ZUM, ale przebieg choroby moze by¢ tez bezobjawowy
(szczegdlnie dotyczy to postaci nawrotowej). Objawy kliniczne ZUM moga by¢ swoiste: dyzuria
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(trudno$ci w oddawaniu moczu), czgstomocz, nagte i/lub bolesne parcie na pecherz, bol podczas mikcji;
bolesno$¢ okolicy nadtonowej, bol i tkliwos¢ w okolicy ledzwiowej, dodatni objaw Goldflama
(bolesnos$¢ okolicy ledzwiowej na wstrzgsanie), nykturia (oddawanie moczu czgséciej niz 2 razy w trakcie
odpoczynku nocnego), mimowolne oddawanie moczu (gtownie u starszych kobiet z wypadaniem
macicy); lub nieswoiste (tj. ogolne, zlokalizowane poza uktadem moczowym): gorgczka, dreszcze, bole
brzucha, nudnosci i wymioty, biegunka lub zaparcia, a nawet bole glowy. U dzieci i 0sob starszych
moga pojawic¢ si¢ dodatkowe objawy nieswoiste: niepokdj, utrata taknienia, zottaczka patologiczna,
zmiany skorne krocza [91, 93, 94, 97].

Wystapienie CAUTI zwigzane jest z cewnikiem moczowym, wprowadzanym do p¢cherza przez
cewke moczowa w celu odprowadzenia moczu. Jednorazowe cewnikowanie niesie za sobg 1-5% ryzyko
wystapienia ZUM. Jednak ok. 12-25% hospitalizowanych dorostych pacjentow bedzie miato zatozony
na state cewnik moczowy w pewnym momencie hospitalizacji. Cz¢sto$¢ wystepowania ZUM w tej
grupie chorych jest wigksza i wynosi juz 3-10% na kazdy dzien utrzymywania cewnika w drogach
moczowych. Im dluzszy jest czas cewnikowania, tym pewniejsze zakazenie, a najwazniejSzym
czynnikiem ryzyka rozwoju CAUTI jest dtugotrwate (7-28-dniowe) stosowanie cewnika moczowego.
Odsetek CAUTI zmniejszaja przede wszystkim krotkie lub przerywane cewnikowanie i stosowanie
zewngtrznych systemoéw cewnikowania. Najczesciej stosowany ciggly system cewnikowania
cewnikami Foley’a z zastawka refluksowg niesie ze sobg 80-100% ryzyko zakazenia. Diagnostyka
CAUTI wywotanych przez biofilm utworzony na powierzchni cewnika urologicznego jest
skomplikowana, a leczenie czgsto nieskuteczne. CAUTI sa szczegdlnie niebezpieczne z uwagi na
mozliwo$¢ wystgpienia szeregu powiktan: zapalenie gruczotu krokowego, zapalenie jader 1 najadrzy,
OOZN, zapalenie wsierdzia, zapalenie kosci 1 szpiku, septyczne zapalenie stawow, zapalenie wnetrza
gatki ocznej, zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, sepsa [79, 91-94, 98-103].

Do rozpoznania ZUM konieczne jest stwierdzenie obecnosci bakterii w moczu w mianie
przekraczajagcym umowng granice (jest to tzw. znamienna bakteriuria). O zakazeniu $§wiadczy bowiem
pojawienie si¢ i namnozenie znamiennej liczby drobnoustrojow chorobotworczych w dowolnym
odcinku uktadu moczowego, poza okolicg zewnetrznego ujscia cewki moczowej. Ustalenie jednej
wartosci CFU/ml, ktora u wszystkich grup pacjentow oznaczataby znamienng bakteriurie, nie jest jednak
mozliwe. Zgodnie z wytycznymi EAU, krytyczna warto$¢ uropatogendw w probce pobranej ze
srodkowego strumienia moczu powinna przekracza¢ 10* CFU/ml dla mezczyzn, a u kobiet zmienia sie
od 10° CFU/ml w ostrym niepowiktanym ZUM do 10° CFU/ml w powiktanym ZUM. Zatem m.in. od
wysokos$ci znamiennej bakteriurii zalezy rozpoznanie danego rodzaju ZUM [91, 93, 94, 97, 102, 103].

Z powodu wszystkich aspektéw omoéwionych w niniejszym wprowadzeniu, poszukiwane sg zwigzki
pochodzenia roslinnego, ktéore moglyby stanowié strategi¢ alternatywng wobec antybiotykoterapii,
wspomagac ja oraz zapobiega¢ tworzeniu biofilmu lub utatwiaé jego eradykacje. Uzasadnione sg zatem
zaplanowane w niniejszej pracy doktorskiej innowacyjne, wielokierunkowe badania wptywu AA i UA
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na uropatogenne pateczki Gram-ujemne, zyjace w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych. Z tego
wzgledu zakres zaprojektowanych eksperymentéw jest pionierski, a otrzymane wyniki beda
warto§ciowe, poniewaz w znacznym stopniu uzupeitnig luki w aktualnym stanie wiedzy na temat

biofilmow wielogatunkowych.
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4. ZALOZENIA i CELE PRACY

4.1. Zalozenia

Niniejsza praca doktorska stanowi kontynuacj¢ badan dotyczacych przeciwbakteryjnego dziatania
AA i UA, prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Parazytologii Lekarskiej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Dotychczasowe prace naukowe Zespotu pod kierunkiem dr hab. Doroty
Wojnicz [105-108], zostaty w niniejszej pracy rozszerzone o dodatkowe szczepy uropatogenne
I tworzone przez nie biofilmy wielogatunkowe.

Na podstawie wynikéw wczesniejszych eksperymentow naukowych Zespotu przewidywano, ze:
1. Obecnos¢ szczepoéw E. cloacae i/lub P. aeruginosa bedzie wpltywaé na wzrost szczepu E. coli
w biofilmach wielogatunkowych.
2. Wzrost badanych szczepoéw bakterii w biofilmach jedno- i wielogatunkowych zostanie zahamowany
pod wptywem dziatania AA i UA.

Biorac pod uwage powyzsze hipotezy wyznaczono cel glowny oraz uzupetniajace go cele szczegdtowe.

4.2. Cel glowny

Celem glownym badan podjetych w ramach pracy doktorskiej bylo okreslenie wzajemnych
zalezno$ci miedzy szczepami bakterii E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa, zyjacymi w biofilmach jedno-
I wielogatunkowych oraz okreslenie wptywu AA i UA na strukture i funkcjonowanie tych biofilmow.

Eksperymenty zostaly przeprowadzone na biofilmach 6-96 — godzinnych, tj. na wszystkich etapach
ich rozwoju (adhezji/agregacji, dojrzewania, dyspersji/migracji). Zbadane zostaly biofilmy
jednogatunkowe oraz dwu-i trzygatunkowe, w ktorych poszczegoélne szczepy bakterii hodowane byty

od poczatku (od czasu to) razem, a pomiaréw dokonywano po 6, 24, 48, 72 i 96 h inkubacji.

4.3. Cele szczegélowe

Realizacje celu gtownego zaplanowano poprzez nastgpujace cele szczegotowe:
Celnrl
Charakterystyka struktury i mechanizmow funkcjonowania biofilmow jedno- (E. coli, E. cloacae,
P. aeruginosa), dwu- (E. coli + E. cloacae, E. coli + P. aeruginosa) i trzygatunkowych (E. coli +
E. cloacae + P. aeruginosa) oraz analiza wystepowania wzajemnych stosunkéw (antagonistycznych
lub synergistycznych) mi¢dzy badanymi szczepami, poprzez okreslenie:

a) liczebnosci zywych komorek badanych szczepow w biofilmach,

b) ilosci wytworzonej masy biofilmowe;j,
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c) aktywnos$ci metabolicznej bakterii w biofilmach.

Celnr2
Wyznaczenie warto$ci MIC i MBC dla AA 1 UA wobec badanych szczepdéw bakterii.

Celnr3
Zbadanie wptywu AA i UA na struktur¢ i mechanizmy funkcjonowania hodowanych w obecnosci
danego kwasu biofilméw jedno- (E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa), dwu- (E. coli + E. cloacae, E. coli
+ P. aeruginosa) i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) oraz na wystgpowanie
wzajemnych stosunkow (antagonistycznych lub synergistycznych) migdzy badanymi szczepami,
poprzez okreslenie zmian zachodzacych pod wptywem AA lub UA w:

a) przezywalno$ci poszczegolnych szczepow w biofilmach hodowanych w obecnosci AA lub UA,

b) iloéci masy biofilmowej wytworzonej w obecnosci AA lub UA,

c) aktywnosci metabolicznej bakterii w biofilmach rosnacych w obecnosci AA lub UA,

d) morfologii pateczek rosngcych w obecnosci AA lub UA.

Celnr4
Analiza porownawcza struktury biofilméw oraz mechanizméw ich funkcjonowania na réznych etapach

ich rozwoju przy braku i w obecnosci AA lub UA. Ocena efektywnosci dziatania kwasow.
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5. MATERIALY i METODY

5.1. Materialy

5.1.1. Szczepy bakteryjne

W badaniach wykorzystano trzy uropatogenne szczepy referencyjne, pochodzace z Amerykanskiej

Kolekcji Kultur Typowych (ATCC, American Type Culture Collection):

Escherichia coli CFT073 (ATCC 700928), wyizolowany z krwi i moczu pacjentki z ostrym
odmiedniczkowym zapaleniem nerek (ang. acute pyelonephritis);
Enterobacter cloacae ATCC-BAA 2468, wyizolowany z moczu ludzkiego;

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25000, wyizolowany z moczu pacjenta zacewnikowanego.

5.1.2. Podtoza hodowlane

W badaniach stosowano nast¢pujace podtoza hodowlane state i ptynne:

agar chromogenny r6znicujacy Chromogenic Coliform CFS 1424 (producent: Graso Biotech,
Starogard Gdanski, Polska);

bulion tryptozowo-sojowy TSB Tripticasein Soy Broth (producent: Biocorp sp. z 0. 0., Warszawa,
Polska);

agar tryptozowo-sojowy TSA Tripticasein Soy Agar (producent: Biocorp sp. z 0. 0. Warszawa,
Polska);

bulion wzbogacony (producent: SIS-Biomed, Warszawa, Polska);

agar wzbogacony Lab-Agar (producent: Biocorp sp. z 0. 0. Warszawa, Polska);

bulion MHB Mueller-Hinton Broth 11 (producent: International Diagnostic Group plc, UK).

5.1.3. Odczynniki

W badaniach stosowano nastepujace odczynniki chemiczne:

kwas azjatykowy (AA) czystos¢ > 97% (producent: Sigma-Aldrich, Poznan, Polska);

kwas ursolowy (UA) czystos¢ > 90% (producent: Sigma-Aldrich, Poznan, Polska);

PBS (ang. Phosphate Buffered Saline), buforowany roztwor soli fizjologicznej, tj. 20 mM bufor
fosforanowy o pH 7,4 z 0,14M NaCl, sterylny (producent: IIiTD PAN, Wroctaw, Polska);

1% roztwor fioletu krystalicznego (CV) (producent: Sigma-Aldrich, Poznan, Polska);

10% roztwor chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC) (producent: Merck Millipore, Warszawa,
Polska);

96% etanol;

odczynniki do metody Grama: fiolet krystaliczny, ptyn Lugola, fuksyna karbolowa.

22



5.2. Metody

5.2.1. Wyznaczenie warto$ci MIC (Minimal Inhibitory Concentration) oraz MBC (Minimal Bactericidal
Concentration) metoda mikrorozcienczen
Do okreslenia wartosci MIC i MBC dla AA i UA wobec badanych drobnoustrojéw zastosowano

metod¢ 2-krotnych mikrorozcienczen w bulionie MHB, zalecang przez CLSI (ang. Clinical and

Laboratory Standards Institute) [109].

5.2.2. Przygotowanie hodowli biofilmowych
Hodowle prowadzono w 96-dotkowych polistyrenowych mikroptytkach titracyjnych przez 6, 24, 48,

72196 h, w nastepujacych kombinacjach: biofilmy jednogatunkowe (E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa),
dwugatunkowe (E. coli + E. cloacae; E. coli + P. aeruginosa) oraz trzygatunkowe (E. coli + E. cloacae
+ P. aeruginosa) (Rysunek nr 21i 3).

Zestawy biofilmowe kontrolne nie zawieraly kwasu, natomiast proby badane zawieraty kwas
w stezeniu 0,5<xMIC. Do kazdej proby dodawano zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 w skali
McFarlanda. Do kazdego dotka mikroptytki dodawano zatem: 150 pl podtoza (TSB - dla prob
kontrolnych, kwas rozcienczony w TSB - dla prob badanych) oraz 15 ul zawiesiny bakteryjnej o ggstosci
optycznej 0,5 w skali McFarlanda. W trakcie trwania eksperymentu hodowle biofilmowe ,,dokarmiano”

€0 24 h, dodajac do kazdego dotka 15 ul TSB.

Il

B| ECP EC EP P C E
U +AA  +AA  +AA +AA +AA  +AA )
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pdpd<
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Rysunek nr 2. Schematy mikroptytek 96-dotkowych
dla hodowli biofilmowych. (A) — proby kontrolne;
(B) — proby badane w obecnosci AA; (C) — proby
badane w obecnosci UA. Objasnienia symboli: E —
E. coli, C — E. cloacae, P — P. aeruginosa, EC —
E. coli + E. cloacae, EP — E. coli + P. aeruginosa,
ECP - E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa.
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Hodowle biofilmowe (45 mikroplytek)

po uptywie kazdego z czasow inkubacji: ts, t24, las, t72 i tos przeznaczano:

3 mikroplytki (A, B, C) 3 mikroplytki (A, B, C) 3 mikroplytki (A, B, C) wykorzystane
wykorzystane do okreslenia liczby ~ Wykorzystane do okreslenia masy  do okreslenia aktywnosci metabolicznej
CFU/mlI (podrozdzial 5.2.4.) biofilmowej (podrozdziat 5.2.5.) (podrozdzial 5.2.6.)
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Rysunek nr 3. Schemat do$wiadczenia dla hodowli biofilmowych jedno-, dwu- i trzygatunkowych. Objasnienia symboli
jak pod Rysunkiem nr 2.

5.2.3. Przezywalnos$¢ bakterii w hodowlach planktonowych

Z zawiesin bakteryjnych o gestosci optycznej 0,5 w skali McFarlanda pobierano po 100 ul do
eppendorfek zawierajacych po 500 ul odpowiedniego podtoza ptynnego i inkubowano w 37 °C w tazni
wodnej z wytrzasaniem. Z tak przygotowanej zawiesiny wyjsciowej, co godzing przez 8 h (od czasu to
do ts) pobierano po 10 pl do eppendorfek zawierajacych po 990 ul PBS, uzyskujac rozcienczenie 1072,
z ktorego przygotowywano szereg rozcienczen dziesietnych az do 10% (tzw. metoda seryjnych
rozcienczen). Z kazdego rozcienczenia pobierano 100 ul i wykonywano posiew powierzchniowy
glaszczka na szalkach z odpowiednim podtozem statym. Po inkubacji w 37 °C przez 24 h zliczano
kolonie, a po uwzglednieniu danego rozcienczenia i posiewanej objgtosci otrzymywano wynik

wyrazony w CFU/ml.
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5.2.4. Przezywalno$¢ bakterii w hodowlach biofilmowych

Hodowle przygotowywano post¢pujac wg punktu 5.2.2. Po danym czasie inkubacji, tj. 6, 24, 48, 72,
96 h, hodowle biofilmowe delikatnie odptukiwano w celu usunigcia komoérek niezwigzanych z macierza
biofilmowa. Nastgpnie, osadzony na $ciankach dotkéw mikroplytek biofilm zeskrobywano recznie
sterylng szpatutkg [110], przenoszono do eppendorfek i zawieszano w PBS uzyskujac po 600 pl
zawiesiny, ktora vortexowano przez 3 min., aby rownomiernie rozprowadzi¢ biofilm. Z tak
przygotowanej zawiesiny wyjsciowej, pobierano po 10 pl do eppendorfek zawierajacych po 990 ul PBS,
uzyskujac rozcienczenie 102, z ktérego przygotowywano szereg rozcieficzen dziesietnych az do 1078,
Z kazdego rozcienczenia pobierano 100 pl 1 wykonywano posiew powierzchniowy glaszczka na
szalkach z podlozem réznicujacym. Po inkubacji w 37 °C przez 24 h zliczano kolonie poszczegolnych
szczepow (Zdjecie nr 1), a po uwzglednieniu danego rozcienczenia i posiewanej objgtosci otrzymywano
wynik wyrazony w CFU/ml. Z w/w zawiesiny wyj$ciowej pobierano takze po 20 ul na szkietko

podstawowe, w celu przygotowania preparatow barwionych metoda Grama.

E. coli — kolonie granatowe

(obecna B-D-galaktozydaza i B-glukuronidaza)

E. cloacae — kolonie

(obecna tylko B-D-galaktozydaza)

P. aeruginosa — kolonie biale (niezabarwione)

(brak w/w enzymow)

Zdjecie nr 1. Kolory kolonii badanych szczepoéw na podtozu réznicujacym.

5.25. Oznaczenie ilosci wytworzonej masy biofilmowej metoda spektrofotometryczng
z wykorzystaniem fioletu krystalicznego (CV)

Hodowle przygotowywano postepujac wg punktu 5.2.2. Po uptywie danego czasu inkubaciji, tj. 6, 24,
48, 72 lub 96 h (Zdjecie nr 2 A'i C), z dotkdow mikroptytek usuwano zawiesing komoérek planktonowych
poprzez odwrocenie ptytki i 3-krotne delikatne przeptukanie pustych dotkéw PBS. Nastepnie do
kazdego dotka dodawano po 200 pl 1% fioletu krystalicznego (CV) i inkubowano w 37 °C przez 15
min., w celu wniknigcia CV w strukture biofilmu. Po tym czasie, w celu pozbycia si¢ niezwigzanego

barwnika, ptytki odwracano i 3-krotnie przeptukiwano PBS. Nastepnie do kazdego dotka dodawano po
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200 pl 96% etanolu, aby z macierzy biofilmu wyekstrahowaé pozostaty CV. Mikroptytki inkubowano
w temp. pokojowej przez 15 min. Po tym czasie, wyeluowane roztwory barwnika przenoszono do
nowych mikroptytek (Zdjecie nr 2 B i D) i mierzono ich ggsto$¢ optyczng OD (ang. optical density)
przy dlugos¢ fali 590 nm na czytniku mikroptytek (HiPo MPP-96® BIOSAN, Lotwa). Na podstawie
wartosci OD biofilméw, kazdy szczep zaliczano do jednej z grup OD < ODcyt— Szczep nie produkuje
biofilmu; ODcyt < OD < 2 x ODcyt — staba produkcja biofilmu; 2 X ODcyt < OD < 4 x ODcyt — $rednia
produkcja biofilmu; 4 x ODc¢yt < OD —silna produkcja biofilmu. Warto§¢ ODcyt jest sumg ODayg (Srednie;j
OD dla proby $lepej tj. podtoza TSB) i 3-krotnego iloczynu odchylenia standardowego sredniej OD dla
TSB[111-113].
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Zdjecie nr 2. Ilos¢ wytworzonej biomasy w biofilmach 72-godzinnych, kontrolnych (A, B) i hodowanych w obecnosci AA
(C, D). Objasnienia symboli: E — E. coli, C — E. cloacae, P — P. aeruginosa, EC — E. coli + E. cloacae, EP — E. coli + P.
aeruginosa, ECP — E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa.

5.2.6. Oznaczenie aktywnosci metabolicznej bakterii w biofilmie metodg spektrofotometryczng
z uzyciem chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC)

Hodowle przygotowywano postepujac wg punktu 5.2.2, dodajac do kazdego dotka po 10 ul 10%
chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC) na 24 h przed uptywem danego czasu inkubacji.
Mikroptytki inkubowano w 37 °C przez 24 h. W ciggu doby zywe (aktywne metabolicznie) komorki
przeprowadzatly za pomocg dehydrogenazy reakcje redukcji TTC do czerwonego trifenyloformazanu.
Po uptywie danego czasu inkubacji, tj. 6, 24, 48, 72 lub 96 h (Zdjecie nr 3 A i C), z dotkdw usuwano

zawiesing komorek planktonowych poprzez odwrocenie ptytki i 3-krotne przeptukanie pustych dotkéw
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PBS. Nastepnie do kazdego dotka dodawano po 200 pl 96% etanolu. Mikroptytki inkubowano przez 15
min. w temp. pokojowej. Po tym czasie, wyeluowane roztwory trifenyloformazanu przenoszono do
nowych mikroptytek (Zdjecie nr 3 B i D) i mierzono ilos¢ wytworzonego produktu
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 490 nm na czytniku mikroptytek (HiPo MPP-96® BIOSAN,
Lotwa) [114-116].

Zdjecie nr 3. llos¢ wytworzonego trifenyloformazanu w biofilmach 72-godzinnych, kontrolnych (A, B) i hodowanych
w obecnosci AA (C, D). Objasnienia symboli: E — E. coli, C — E. cloacae, P — P. aeruginosa, EC — E. coli + E. cloacae,
EP —E. coli + P. aeruginosa, ECP — E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa.

5.2.7. Ocena zmian morfologicznych przy uzyciu mikroskopu $§wietlnego

Z hodowli biofilmowych (punkt 5.2.4) pobrano probki, przemyto za pomoca PBS i wykonano
preparaty barwione metodg Grama. Morfologi¢ komorek bakteryjnych w preparatach kontrolnych oraz
ich zmiany morfologiczne pod wptywem kwasow, oceniano w mikroskopie $wietlnym firmy Nikon
Eclipse E400, przy 1000-krotnym powigkszeniu, uzywajac obiektywu x 100 i okularu x 10,
z wykorzystaniem programu PROGRES GRYPHAX® wersja 2.2.0.1234, Jenoptik, Niemcy.

Wykonano dokumentacje fotograficzng w o$wietleniu standardowym.

5.2.8. Analiza statystyczna
Kazdy niezalezny eksperyment (ztozony z doswiadczen przedstawionych na Rysunku nr 3)
powtarzano 3-krotnie (tzw. powtorzenie biologiczne). W ramach jednego powtorzenia biologicznego,
w danym punkcie czasowym wykonywano wiele tzw. powtorzen technicznych, tj. kolonie bakteryjne
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zliczano z 6-8 szalek, a ggsto$¢ optyczng odczytywano z 6 dotkéw mikroptytki. Zatem przy
3 powtorzeniach biologicznych otrzymywano tacznie ok. 18-24 powtorzen technicznych. Ostateczne
wyniki podane w tabelach i na wykresach sa warto$ciami $rednimi uzyskanymi z powtorzen
technicznych.

Wszystkie wartosci liczbowe wyrazono jako $rednig arytmetyczng = SD (odchylenie standardowe
populacyjne). Do analizy roznic statystycznych miedzy bakteriami poddanymi dziataniu AA lub UA,
a probami kontrolnymi, zastosowano nieparametryczny test ANOVA Kruskala-Wallisa, a nastepnie
test wielokrotnych porownan wg Dunn. Wszystkie obliczenia statystyczne przeprowadzono za pomocg
programu STATISTICA wersja 13.3 (StatSoft, Krakow, Polska). Wartosci p < 0,05 uznano za istotne

statystycznie.
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Abstract: Due to the ever-increasing number of multidrug-resistant bacteria, research concerning
plant-derived compounds with antimicrobial mechanisms of action has been conducted. Pentacyclic
triterpenes, which have a broad spectrum of medicinal properties, are one of such groups. Asiatic
acid (AA) and ursolic acid (UA), which belong to this group, exhibit diverse biological activities that
include antioxidant, anti-inflammatory, diuretic, and immunostimulatory. Some of these articles
usually contain only a short section describing the antibacterial effects of AA or UA. Therefore, our
review article aims to provide the reader with a broader understanding of the activity of these acids
against pathogenic bacteria. The bacteria in the human body can live in the planktonic form and
create a biofilm structure. Therefore, we found it valuable to present the action of AA and UA on
both planktonic and biofilm cultures. The article also presents mechanisms of the biological activity
of these substances against microorganisms.

Keywords: asiatic acid; ursolic acid; pentacyclic triterpenes; bacterial biofilm; chronic and recur-
rent infections

1. Introduction

In recent years, there has been a growing interest in natural sources of medicinal
substances. In the era of the growing resistance of bacteria to antibiotics, an intensive
search is being made for effective and safe plant-derived compounds that could become
a useful tool both in terms of prevention and treatment of diseases of bacterial aetiology.
It is believed that plant products used as part of phytotherapy may support standard
pharmacotherapy. Their potential use in terms of controlling chronic and/or recurrent
inflammation caused by bacterial biofilm formation is of particular interest.

A bacterial biofilm is a community of intercommunicating microorganisms settled
on a specific surface, adhering to each other, and surrounded by a layer of organic and
inorganic substances produced by these microorganisms. The biofilm consists of aggregates
of bacterial cells embedded within an extracellular polymeric substance (EPS), covering
biotic and abiotic surfaces [1]. Biofilm formation proceeds in multiple stages: (1) initial
adhesion (reversible adhesion); (2) irreversible adhesion, EPS production; (3) microcolony
formation; (4) matrix formation; (5) dispersal [1]. A bacterial biofilm can be formed by cells
of one or more microbial species. Multi-species biofilms occur in the natural environment,
human body, on biomaterial surfaces, and in industrial installations. They are aetiological
agents of chronic, recurrent, and nosocomial infections. Biofilms pose a significant threat to
human health and life [1-3].

Problems with the treatment of chronic and/or recurrent infections caused by bacteria
living in biofilm result not only from the difficulty of penetration of drugs through its
structure, but they may also be caused by changes in the expression of genes encoding
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virulence factors, genes that are important in the process of formation and development of
the biofilm structure, and genes encoding drug transporters and regulatory proteins [4-6].

Bacterial cells forming a biofilm structure have an altered metabolism compared to
forms living in the suspended matter, that is, planktonic forms. In deeper layers of the
biofilm, there are super-resistant cells, “persisters”, that have low metabolic activity, which
weakens the effect of antimicrobial agents, so that these cells can survive in the presence
of lethal concentrations of antibiotics and re-establish the biofilm after the end of the
therapeutic cycle [5,7].

The structure of the biofilm and the low metabolic activity of the bacteria living
in it mean that the minimum drug concentrations necessary to inhibit their growth are
even 100-1000 times higher than the concentrations of the same drugs used to eliminate
bacteria that grow as planktonic forms. Such high doses of antibiotics cannot be used in
the pharmacotherapy of human infections due to their toxicity [4,5,8]. Bacterial resistance
to antibiotics has been a major challenge for public health, especially when associated
with biofilm-forming cells that are more resistant to drug treatment. Therefore, in recent
years, antimicrobial agents derived from natural sources have attracted great interest due
to their potential activity against multidrug-resistant bacteria. Plant metabolites can be
such effective antimicrobial compounds that act against planktonic and biofilms forms
of pathogens [9-11]. Their antibacterial effects on the planktonic forms of bacteria may
contribute to a reduced adherence of bacteria to the surface and biofilm formation. The
newest research show that the antibacterial activity of AA is attributed to the damage to
the bacterial membrane and the enhanced leakage of potassium ions and nucleotides [12].
It also has been demonstrated that UA could decrease the viability and structural integrity
of biofilms by occupying the catalytic centre of glucosyltransferases [13] or suppression of
gft genes’ expression [14] and in consequence leading to inhibition of EPS formation.

For the reasons discussed above, plant-derived compounds are being sought; they may
be applied as an alternative or supportive strategy to antibiotic therapy, as well as they may
prevent biofilm formation or facilitate biofilm eradication. In recent years, there has been an
increasing interest in pentacyclic triterpenes (TPs). They are polycyclic organic compounds
of plant origin, used in traditional phytotherapy due to their wide spectrum of valuable
medicinal properties. Plants rich in TPs, for example, Centella asiatica and Arctostaphylos
uva-ursi, are frequently used prophylactically in the form of dietary supplements and
nutraceuticals, as well as they are used as a support for the treatment of many diseases,
especially those with inflammatory causes [15-17].

2. Asiatic Acid

Asiatic acid (AA; 2x,23-dihydroxyursolic acid) is a monocarboxylic acid derived from
the hydride of ursane. In the structural formula, ursane is substituted with a carboxyl
group at C-28 and hydroxyl groups at C-2, C-3, and C-23 (stereoisomer 2, 33) (Figure 1A).
The molecular formula can be presented as C3pHs305, the molecular weight of AA is
488.70 g/mol [18,19]. AA, like other TPs, is a secondary metabolite protecting a plant
against insect and microbial attack [20]. Particularly high concentrations of AA in its
free form and as an aglycone with attached carbohydrate residues (asiaticoside) can be
found in the leaves of C. asiatica, known as Gotu kola or kodavan. The total fraction of
TPs of C. asiatica contains 30% AA, 40% asiaticoside and 30% madecassic acid [21]. This
plant can be found in South Africa, Australia, Oceania, and Southeast Asian countries
(mainly India and China, but also Japan, Malaysia, and Indonesia) [21]. For over 3000 years,
C. asiatica has been one of the main medicinal ingredients used in traditional African,
Ayurvedic and Chinese medicine as a panacea and it has been recommended primarily for
neuropsychiatric disorders and for the treatment of wounds, leprosy, and syphilis [21,22].
Nowadays, in view of the fact that this plant shows an overall health-promoting effect, in
its countries of origin it is consumed prophylactically both in the form of nutraceutical
preparations and as an addition to salads and drinks. Moreover, C. asiatica is an ingredient
in ointments, cosmetics, and toothpaste [21,22].
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Figure 1. Chemical formulas of asiatic (A) and ursolic (B) acids.

3. Ursolic Acid

Ursolic acid (UA; 3B3-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid) less commonly known as urson,
is a hydroxy monocarboxylic acid derived from the hydride of ursane. In the structural
formula, ursane is substituted with a carboxyl group at C-28 and a 33-hydroxyl group
at C-3 (Figure 1B). The molecular formula can be presented as C3yH4303, the molecular
weight of UA is 456.70 g/mol [23-26].

UA is most found in the free form or as an aglycone in the case of triterpenoid
saponins. UA is present in many plant species belonging to angiosperms, ferns, and
bryophytes [27-30]. Its particularly high concentrations can be found in the leaves of
A.uva-ursi, also known as bearberry. The leaf of A. uva-ursi is a pharmacopoeial raw
material and it contains approx. 0.75% UA and several other pharmacologically active
compounds: 6-12% arbutin and its metabolites (galoylarbutin, methylarbutin, free hydro-
quinone), approx. 20% tannins, 1.2-1.5% flavonoids (quercetin, isoquercetin, myricetin,
kaempferol, hyperoside), uvaol, polyphenolic acids (6% gallic acid, syringic acid, p-
coumaric acid, ellagic acid, and quinic acid) [31,32].

A. uva-ursi can be found in the arctic and temperate zones of the northern hemisphere—
in Europe, Asia, and North America. In Poland, it can be found mainly in the northern
part of the lowlands, in dry pine forests and heathlands, rarely in the mountains. In 2014,
A. uva-ursi was included in the list of species under strict protection (Red List) [33]. Leaves
of A. uva-ursi have been used for centuries in European traditional medicine as a diuretic,
astringent, and antiseptic to treat urinary tract infections (UTIs) and relieve pain concerning
nephrolithiasis. In contrast, Native Americans used leaves of A. uva-ursi to treat headaches,
prevent and treat scurvy and prevent miscarriages. In modern phytotherapy, the leaf
of A. uva-ursi is used alone in the form of decoctions and as an ingredient of urological
herbal mixtures. Moreover, the A. uva-ursi leaf extract is an ingredient of pharmaceutical
compounded preparations—liquids and pills with antibacterial, anti-inflammatory, and
diuretic properties, which are recommended for the treatment of UTIs [34]. UA is also one
of the biologically active triterpenoids found in several species of bryophytes: Sphagnum
magellanicum, Sphagnum tenellum, Sphagnum rubellum, Polytrichum juniperum, Sphagnum
fallax, and Aulacomnium palustre. However, only the extract from S. magellanicum showed
antimicrobial activity [27].

4. Pharmacological Activities of AA and UA

Many studies have proved several molecular and pharmacological properties that
are common to AA and UA: antioxidant, anti-inflammatory, anti-free radical, cytoprotec-
tive, apoptosis-regulating, and receptor- and enzyme-modulating activities. In various
in vitro and in vivo studies, AA and UA have also been found to affect growth factors,
transcription factors, and cell signalling. The above-mentioned properties result in the
following therapeutic actions that are common to AA and UA: anticancer, hypotensive,
cardioprotective, anti-infarction, anti-stroke, antihyperlipidemic, antidiabetic, hepatopro-
tective, gastroprotective, nephroprotective, diuretic, immunostimulatory, neuroprotective,
nootropic, anti-Parkinson’s, anti-Alzheimer’s, anti-osteoporosis, antiprotozoal (especially
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antimalarial), antifungal, antimycobacterial, antiviral (anti-HIV, anti-HCV) and radio-
protective (anti-aging) actions. Furthermore, AA supports the treatment of burns and
non-healing diabetic wounds, and it also exhibits spermicidal activity. UA, in turn, can
accelerate wound healing, stimulate muscle growth and reduce fat gain, as well as it is
an ingredient of dermatological preparations, cosmetics, and nutritional supplements for
athletes [18,19,23,24,26,35-44].

5. The Mechanisms of Antibacterial Activity of AA and UA

Antibacterial activity is one of the many properties of pentacyclic triterpenes. Their
activity is related to changes in the structure and functioning of the bacterial cell structures
(cell membrane, adhesins), cell morphology, gene expression, and processes such as adhe-
sion and biofilm formation (Figure 2) [10,13,14,45-47]. The available papers present the
effects of AA and UA against both Gram-positive and Gram-negative bacteria. Both acids
showed better antibacterial activity against Gram-positive bacteria. This activity is related
to differences in terms of the structure of cell envelopes of these two groups of bacteria. In
the envelopes of Gram-negative bacteria, unlike Gram-positive bacteria, there is an outer
membrane that can impede the penetration of acids into the bacterial cell [46,48]. Therefore,
there are significant differences in terms of the values of AA and UA concentrations that
inhibit the growth of bacteria from both groups. Higher MIC values are usually observed
for Gram-negative bacteria.
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Figure 2. The various antibacterial targets of asiatic and ursolic acids.
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In studies devoted to the antibiofilm effects of AA and UA, there was a more effective
effect of AA, probably resulting from the slightly different molecular structure of this
compound compared to UA. This is because AA has an additional hydroxyl group at C-23,
which gives a more hydrophilic nature to the whole molecule, making it easier for this acid
to penetrate inside the EPS of the biofilm and thus reach bacterial cells [19,49].

The anti-adhesion activity of AA and UA, contributing to the reduced ability of
bacteria to adhere to epithelial cells (e.g., uroepithelium), is one of the mechanisms of
their antimicrobial activity [10]. Impaired adhesion may be associated with morphological
changes in bacterial cells and changed expression of genes encoding virulence factors such
as P fimbriae, curli fimbriae, and hydrophobicity. AA- and UA-induced morphological
changes and reduced bacterial motility impair the colonisation of tissues and abiotic
surfaces and thus they impair biofilm formation.

Another known mechanism for the antibacterial activity of AA and UA is the im-
pairment of the integrity and irreversible damage to the bacterial cell membrane. It has
been determined that AA impairs potassium cation (K+) homeostasis, which is regulated
by Kdp membrane transporters. K+ is involved in many aspects of bacterial physiology,
for example, growth, survival, and virulence. AA increases the release of K+ from the
cytoplasm and excessive loss of K+ leads to bacterial cell death. Moreover, the treatment
of bacteria with AA causes an unfavourable release of DNA and RNA nucleotides, which
may also cause cell death. Although AA can damage the lipid membrane, it may not be
able to penetrate the EPS barrier that is a component of the biofilm [11,50].

The molecular mechanism of UA activity also involves the inclusion of its molecules
into the inner membrane of the bacterial cell and interference with the formation of hy-
drogen bonds between phosphatidylethanolamine (PE) and phosphatidylglycerol (PG),
which are major components of this membrane. UA molecules can also disorganise the
packing of hydrophobic chains of phospholipid membranes. It is also possible that UA not
only disrupts the PE-PG packing but also locally alters their mutual ratios, making bacteria
more susceptible to antibiotics [51].

After a thorough understanding of the mechanism of action of AA and UA, the
next issue to be addressed is to improve their low in vivo bioavailability that limits the
clinical application of TPs in question. Therefore, structural modifications of UA have
been conducted in recent years to improve its biological activity and bioavailability. The
aim of one of the studies by Gu et al. [52] was to design and synthesise novel carbazole
derivatives of UA and determine their antibacterial activity against Gram-positive (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens)
strains. Most of the synthesised UA derivatives showed inhibitory activities against both
Gram-positive and Gram-negative bacteria, adopting minimum inhibitory concentration
(MIC) values of 3.9-15.6 mg/L, which were similar to the MIC values of amikacin—the
positive control in that study. These results proved that the presence of the carbazole moiety
alters the physicochemical properties of UA, including improvement of its water solubility,
which leads to improved bioavailability and biological activity compared to the parent
UA molecule.

Huang et al. [45] synthesised various UA derivatives containing two additional hy-
droxyl groups in the A-ring. Most of these derivatives showed a significantly enhanced
activity against Gram-positive bacteria (B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC 25923, and
Streptomyces scabies), with negligible or weak activity against Gram-negative bacteria (E. coli
ATCC 25922 and Ralstonia solanacearum ATCC 11696) compared to UA. The weak activity
of UA and its derivatives is due to the presence of an outer membrane in Gram-negative
bacteria, which is a selective barrier against the penetration of these compounds into the cell.
The structure-activity relationship analysis of UA derivatives showed that the introduction
of two hydroxyl groups into UA at C-1 and C-2 along with a short alkyl ester group at C-17
strongly enhances the growth-inhibitory activity of Gram-positive bacteria. The authors
showed that UA derivatives alter the expression levels (up- or down-regulation) of genes
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related to peptidoglycan metabolism and cellular respiration metabolism, as well as genes
involved in bacterial virulence.

Usmani et al. [53] investigated the antimicrobial potential of UA and its various
amide derivatives against nosocomial pathogen Acinetobacter baumannii ATCC 19606 and
its clinical colistin-resistant strains. It is interesting that despite the lack of antibacterial
properties of pure UA, the authors showed very good antibiofilm properties of one of its
derivatives (3-p-N-(2/,4’-dinitrophenyl)-3-hydroxyurs-12-en28-amide) against all tested A.
baumannii strains. The authors also found that this amide derivative down-regulates the
expression of biofilm development (bap) and quorum sensing (abaR) genes of A. baumannii
suggesting this compound might hinder quorum sensing leading to stop biofilm formation.

Ghasemzadeh et al. [54] investigated the antibacterial properties of UA as well as
UA-loaded chitosan nanoparticles (UA-Ch-NPs). The MIC values of UA and UA-Ch-
NPs against S. aureus were 64 and 32 mg/L, respectively. The authors demonstrated
that UA-Ch-NPs significantly decreased the expression of icaA and icaD genes, which are
engaged in biofilm formation, indicating that UA-Ch-NPs could be a promising material
for antibacterial and antibiofilm applications.

The weaker activity of UA compared to AA is due to its poor solubility in water.
To improve the bioavailability of UA, Oprean et al. [55] encapsulated its molecules in
polyurethane nanostructures, acting as carriers, and then they determined the antimicrobial
activity of these complexes against Bacillus cereus and B. subtilis strains. Unfortunately, con-
trary to expectations, “encapsulation” reduced the antimicrobial activity of UA. Therefore,
further studies are necessary to improve its antimicrobial activity.

However, there are relatively few literature reports that include studies describing
the antimicrobial effects of AA and UA. Experiments conducted in recent years have
proved that these acids, alone and combined with antibiotics, have significant antimicrobial
activity. Existing studies focus primarily on bacteria living in the suspended matter, that
is, planktonic forms. MIC and minimum bactericidal concentration (MBC) values of
both acids were determined and their effects on bacterial survival, cell morphology, and
bacterial membrane structure were described. The effects of AA and UA on the cell surface
hydrophobicity, motility, and synthesis of fimbriae, which are virulence factors of significant
importance for biofilm formation, were also shown in those studies

6. Antibacterial Properties of Pentacyclic Triterpenes

Planktonic forms of bacteria are free-living single cells that move freely in body fluids.
They are more susceptible to used antibiotics compared to their biofilm forms, and they
are more easily identified and eliminated by the host immune system [56]. In many cases,
gene expression differs in terms of planktonic and biofilm forms, which contributes to their
morphological and physiological diversity [57]. It should be noted that planktonic forms
when released from the biofilm structure, become the source of subsequent outbreaks of
infection. Although planktonic forms represent only 0.1% of the total microbial biomass,
they also play a key role in bacterial infections [58]. Therefore, articles concerning the
effects of AA and UA on bacteria living in planktonic forms were reviewed.

6.1. Anti-Planktonic Activity of Asiatic Acid

The studies presented below used AA isolated by researchers from various plants rich
in pentacyclic triterpenes (Figure 3) or purchased in pure form. It should also be noted that
these articles include a very diverse range of research.

Some articles are limited to identifying only MIC values (Table 1) or zones of growth
inhibition (Table 2). Others are extended to studies concerning the effects of this acid on
the morphology and virulence traits of analysed bacteria.

The MIC value is the lowest concentration of the antibacterial substance that inhibits
bacterial growth. Determination of the MIC is the most basic laboratory measurement of
the activity of an antimicrobial agent against microorganisms. A low MIC value indicates
that less antibacterial agent concentration is needed to inhibit bacterial growth. Knowing
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the MIC values of antibiotics is very important as it allows clinicians to select the appro-
priate antibiotic for a patient with a specific infection and determine the effective dose of
the antibiotic.

Centella Melastoma
asiatica malabathricum

\ /
ASIATIC ACID

Syzygium / I \ Shorea
guineense robusta
Symplocos
lancifolia

Figure 3. Plant sources of asiatic acid used in antibacterial experiments; green boxes—angiosperms.

Bacteria exposed to an insufficient concentration of a particular drug can evolve
resistance to this drug. Therefore, the knowledge of MIC values is helpful in the treatment
of patients and prevents the development of drug-resistant strains.

The antimicrobial activity of pure compound isolated from crude extract can be
considered significant (very good) when its MIC is below 10 mg/L, moderate (good) when
between 10 and 100 mg/L, and low (weak) when more than 100 mg/L [59].

The data in Table 1 indicate that AA exhibits a variety of antimicrobial activities. AA
isolated from S. guineense leaves showed significant activity against Gram-positive B. subtilis
(MIC =0.75 mg/L) and Gram-negative E. coli (5 mg/L) [60]. AA showed moderate activity
against most of the tested bacteria (10 < MIC <100 mg/L) [11,46,50,60-62]. Weak AA
activity has been described for Gram-positive strains of E. faecalis [46,63] and S. aureus [63].
Gram-negative strains of E. coli, P. aeruginosa, and E. cloacae as well as Gram-positive S.
aureus showed the lowest sensitivity to AA (MIC >128 mg/L) [9,63,64]. Among these
strains were uropathogenic E. coli, for which the AA MIC ranged from 512 mg/L to
>1024 mg/L [9,10,47].

Djoukeng et al. [60] studied the effects of AA isolated from a methanol extract of S.
guineense leaves. That acid revealed significant antibacterial activity against B. subtilis, E.
coli, and S. sonnei strains and its MIC values were 0.75, 5.0, and 30.0 mg/L, respectively.
Taemchuay et al. [61] found that both MIC and MBC values, determined against 30 clinical
strains of S. aureus and the reference strain S. aureus ATCC 25923, were in the range of
20-160 mg/L for AA isolated from C. asiatica leaves. Acebey-Castellon et al. [63] deter-
mined that AA derived from methanolic extract of S. lancifolia leaves exhibited stronger
antibacterial activity against E. faecalis ATCC 29212 (MIC = 128 mg/L) and weaker ac-
tivity against S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, and P. aeruginosa ATCC 27853
(MICs > 128 mg/L).

The effect of AA on clinical E. coli strains isolated from the urine of patients with
pyelonephritis was also analysed by Wojnicz et al. [10,47]. The articles identified the MIC
values of AA against the analysed strains, which ranged from 512 mg/L to >1024 mg/L.
Moreover, the effects of AA on virulence traits associated with biofilm formation and
development by these bacilli were presented. AA at a concentration of 10 mg/L was
sufficient enough to cause a loss of haemagglutinating capacity associated with the presence
of P fimbriae. On the other hand, AA at a concentration of 40 mg/L inhibited the synthesis
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of curli fimbriae and significantly reduced the motility of bacteria. AA at a concentration
of 50 mg/L revealed anti-haemolytic activity [47] and reduced the hydrophobic nature of
bacterial cell surfaces [10]. At a concentration of 40 mg/L, AA also affected the adhesion
of E. coli to uroepithelial cells, significantly reducing the number of bacilli adhering to the
epithelium. AA at a concentration of 50 mg/L also induced morphological changes in
bacterial cells. An increased percentage of short filaments (5-15 um) and the presence of
long filaments (>15 um) were observed in cultures treated with AA [10].

Table 1. MIC values of asiatic acid against Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Asiatic Acid
Bacterial Group Species Ref.
MIC [mg/L] Source Antibacterial Activity

Bacillus cereus 36-44 purchased +B good [50]

Bacillus subtilis 0.75 S. guineense very good [60]

Clostridium difficile 10-20 purchased *A good [11]

18-22 purchased +B good [50]

Gram-positive Enterococcus faecalis 64-128 purchased ** good-weak [46]
128 S. lancifolia weak [63]

Listeria monocytogenes 32-40 purchased *B good [50]

20-160 C. asiatica good-weak [61]

Staphylococcus aureus 26-30 purchased *8 good [50]

>128 S. lancifolia weak [63]

Enterobacter cloacae 1024 purchased * A weak [9]

5 S. guineense very good [60]

20-28 purchased +B good [50]

iy . >128 S. lancifolia weak [63]

Escherichia coli 512->1024 purchased *A weak [10]

512->1024 purchased *A weak [47]

>1024 purchased A weak [9]

Gram-negative

3240 purchased +B good [50]

64 S. robusta good [62]

Pseudomonas aeruginosa >128 purchased A weak [64]

>128 S. lancifolia weak [63]

>1024 purchased *A weak [9]

Salmonella typhimurium 30-34 purchased *B good [50]

Shigella sonnei 30 S. guineense good [60]

* purchased from Sigma-Aldrich Chemicals Inc.; ** purchased from LKT Laboratories; A—synthetic; B—isolated
from C. asiatica.

The study by Liu et al. [50] revealed the antimicrobial activity of AA against Gram-
negative bacteria: E. coli O157:H7, S. typhimurium DT104, P. acruginosa, as well as Gram-
positive bacteria: L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, B. cereus. The MIC values of that
acid against those bacterial strains were in the range of 20-40 mg/L, while the MBC values
were in the range of 32-52 mg/L. AA reduced the survival of all bacterial strains as early as
in 6-h cultures. AA at 1 x MIC concentration impaired cell membrane integrity in 40-56%
bacterial cells, while at 2 x MIC concentration it caused loss of K+ ions and nucleotides in
71-89% of bacterial cells.

Woijnicz et al. [46] studied in detail the effect of AA on Gram-positive clinical strains
of E. faecalis, the bacteria associated with serious nosocomial UTIs, particularly among
catheterised patients. Those strains were resistant to, for example, gentamicin, nitrofuran-
toin, ampicillin, and trimethoprim /sulphamethoxazole. The MIC values of AA against the
analysed strains were 64-128 mg/L. The anti-growth effect of sub-inhibitory concentrations
(0.75 x MIC) of AA was observed after 2-, 4-, 6- and 24-h incubation. AA showed the
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highest activity after 24 h, where bacterial survival was reduced by 250-fold compared
to the control sample. It was also observed that E. faecalis cells were larger and formed
aggregates. These changes may be caused by AA impairing cell division, resulting in
changes in cell morphology such as increased cell diameter or the occurrence of aggregates.
Furthermore, the authors showed that AA significantly reduced or completely inhibited
the ability of E. faecalis to synthesise enzymes and toxins that damage host tissues such as
lipase, lecithinase, gelatinase, and haemolysins.

Harnvoravongchai et al. [11] found the potent antimicrobial activity of AA against
clinical strains of C. difficile. The MIC values of AA were 10-20 mg/L. AA inhibited
bacterial motility, induced membrane damage and morphological changes in cells, thus
causing leakage of intracellular substances (proteins and nucleic acids) as early as 30 min of
exposure. AA at concentrations of 10 and 100 mg/L damaged the spore surface, impairing
the sporulation and germination of spores. According to the study by Han et al. [39], AA
solution at a concentration of 5 pM (10%), being a part of a dressing for the treatment of
diabetic non-healing wounds showed comparable antibacterial activity against E. coli ATCC
8739 and S. aureus ATCC 29213 as standard dressings soaked in penicillin at a concentration
of 25 mg/L. In contrast, AA at a concentration of 15 uM (30%) showed a stronger inhibitory
effect against both tested strains than penicillin.

In the study conducted by Bharitkar et al. [62], AA isolated from S. robusta resin
exhibited good antimicrobial activity against E. coli ATCC 25938 and P. aeruginosa with the
MIC value of 64 mg/L.

Some researchers define the antimicrobial activity of AA by determining the zone of
bacterial growth inhibition around a disc soaked with a specific concentration of it (Table 2).
The size of the growth inhibition zone, given in millimetres, indicates the sensitivity of the
bacteria to the test substance. The results are interpreted depending on the diameter of the
inhibition zone as follows: the zone <7 mm is considered as inactive, 7-12 mm as active,
>12 mm as very active [65].

Table 2. Growth inhibition zones and corresponding concentration values of asiatic acid against
Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Asiatic Acid
Bacterial Speci Inhibition
Group pecies Zone [mm] Concentration Source Antibacterial Ref.
[mg/L] Activity
10.0 250 active
115 500 ti
Bacillus cereus 120 1000 M. malabathricum ZE;XZ [66]
13.5 2000 very active
7.0 25 active
. . 9.0 50 oo active
Bacillus subtilis 150 75 C. asiatica very active [67]
17.0 100 very active
*C :
Gram-positive 8.0 1000 purchased active [68]
9.0 250 active
10.0 500 . active
Staphylococcus 105 1000 M. malabathricum active [66]
aureus 11.0 2000 active
7.0 25 active
8.0 50 oo active
12.0 75 C. asiatica active [67]
13.0 100 very active
Streptococcus 7.0 1000 purchased *C active [68]

pneumoniae
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Table 2. Cont.

. Asiatic Acid
Bacterial Species Inhibition - " : Ref
Group P Zone [mm] Concentration Source Antlb;.ac?erlal el.
[mg/L] Activity
7.0 1000 purchased *¢ active [68]
Escherichia coli -
7.0 64 S. robusta active [62]
12.0 1000 active
Helicobacter pylori purchased *© [68]
8.0 500 active
8.0 1000 ti
M. malabathricum acve [66]
Gram-negative 9.0 2000 active
Klebszellg 13.0 25 very active
pretmoniac 23.0 50 .y very active [67]
26.0 75 C. asiatica very active
28.0 100 very active
8.0 64 S. robusta active [62]
Pseudomonas 60 p
aerugtosa 6.0 100 C. asiatica inactive [67]

* purchased from Sigma-Aldrich Chemicals Inc.; “—origin is not given.

Table 2 presents the results of the research in which the authors marked the zones of
inhibition of bacterial growth in the presence of selected AA concentrations. The largest
zones of growth inhibition were recorded for K. pneumoniae (13-28 mm) using AA in
concentrations of 25-100 mg/L [67]. The higher the concentration, the greater the zone of
inhibition of bacterial growth. Very good AA activity was also demonstrated against B.
subtilis using concentrations of 75 and 100 mg/L and S. aureus by treating it with AA ata
concentration of 100 mg/L [67]. In the case of B. cereus, only a very high concentration of
AA (2000 mg/L) isolated from M. malabathricum leaves showed antibacterial activity [66].
On the other hand, the smallest zone of growth inhibition was observed for the P. aeruginosa
strain exposed to AA at the concentrations of 75 and 100 mg/L [67]. The diameter of
this zone was only 6 mm, which proved the lack of antibacterial activity of the acid. In
most of the described cases, AA showed zone inhibition was 7-12 mm against Gram-
positive bacteria: B. cereus [66], B. subtilis [67], S. aureus [66-68], and S. pneumoniae [68] and
Gram-negative: E. coli [62,68], H. pylori [68], K. pneumoniae [66], and P. aeruginosa [62].

Norzaharaini et al. [68] investigated the antibacterial activity of AA and asiaticoside
present in the leaves of C. asiatica. At concentrations of 500-1000 mg/L, AA had antimicro-
bial activity against H. pylori ATCC 45903, E. coli ATCC 29952, S. pneumoniae, and S. aureus.
The disk diffusion method was used for the assessment of antibacterial activity; the zones of
inhibition were 12 mm (1000 mg/L) and 8 mm (500 mg/L) for H. pylori, 8 mm (1000 mg/L)
for S. aureus, and 7 mm (1000 mg/L) for E. coli and S. pneumoniae. On the other hand,
asiaticoside did not show antimicrobial activity against any of the above-mentioned strains.

Wong et al. [66], using the agar diffusion method, proved that AA derived from
methanolic extract of M. malabathricum leaves exhibited antibacterial activity against
B. cereus ATCC 10876, S. aureus ATCC 25923, and K. pneumoniae. For AA at a concen-
tration of 2000 mg/L, the zones of inhibition of the analysed strains were 13.5, 11.0, and
9.0 mm, respectively, while for AA at a concentration of 1000 mg/L they were 12.0, 10.5, and
8.0 mm, respectively. AA at concentrations of 500 and 250 mg/L inhibited the growth of B.
cereus (zone diameter was 11.5 and 10.0 mm, respectively) and S. aureus (10.0 and 9.0 mm),
however, it was not active against K. pneumoniae. None of the used AA concentrations had
antibacterial activity against B. subtilis, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 17853, and
S. typhi.
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Ashella and Fleming [67] conducted research concerning the antibacterial activity of
AA using the agar diffusion-well method against K. pneumoniae, P. aeruginosa, B. subtilis, and
S. aureus by identifying zones of bacterial growth inhibition at different acid concentrations
(25, 50, 75, and 100 mg/L). K. pneumoniae proved to be the most susceptible to AA, as
the zone of inhibition of growth of these bacteria appeared already at the lowest AA
concentration (25 mg/L) and it was 13 mm. The P. aeruginosa strain was the most resistant
to AA, as a zone of growth inhibition of 6 mm appeared only after using the concentration
of 100 mg/L.

In the study by Bharitkar et al. [62], AA isolated from S. robusta resin showed antimi-
crobial activity against E. coli ATCC 25938 and P. aeruginosa. The zones of inhibition for AA
at the same concentration of 64 mg/L were 7 and 8 mm, respectively.

6.2. Anti-Planktonic Activity of Ursolic Acid

Many articles describe the activity of UA against planktonic forms of bacteria. UA
used in these experiments was plant-derived as shown in Figure 4 or was synthetic.

{ Aulacomnium palustre ] [ Diospyros melanoxylon ]

[ Arctium lappa J Cor/ssa macrocarpa D/ospyros dendo J

( Alstonia scholaris ]
Baccharis tEuc?ly ptus Hedyotis
'ereticornis
[ Acanthopanax henryi ] dracunculifolia corymbosa

Vitellaria

paradoxa

Vaccinium

macrocarpon
-

\ Vil
URSOL'C ACID \ Malus domestica ]

I AN o

LepIdOZIa chordulifera ]

Symplocos lancifolia

Sambucus [ Miconia fallax ] malabathricum
australis \

-

Sphagnum
magellanicum

4

/

[ Miconia ligustroides ]
Myrtus

Sphagnum
fallax

[ Sphagnum rubellum ]

communis -
[ Myricaria elegans

Sphagnum [ Polytrichum juniperum ]
tenellum

Figure 4. Plant sources of ursolic acid used in antibacterial experiments; green boxes—angiosperms;
yellow boxes—bryophytes.

These articles include a very diverse range of research, for example, determination of
MIC values (Table 3), the size of the growth inhibition zones (Table 4), effects of this acid on
the cell morphology and virulence traits, the expression of genes associated with various
metabolic pathways. There are also articles concerning the synergism of action with UA
and antibiotics.
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The data presented in Table 3 show that UA shows differentiated antibacterial ac-
tivity. It is worth noting that this acid showed very good activity only against Gram-
positive bacteria. UA isolated from A. scholaris showed significant activity against E. faecalis
(MIC =1 mg/L) and L. monocytogenes (MIC = 2 mg/L) [69]. UA isolated from S. officinalis
also showed very good activity (MIC =4 mg/L) against E. faecalis and E. faecium [70]. On
the other hand, synthetic UA showed very good activity (2 < MIC < 7.8 mg/L) against
cocci: S. mutans, S. sobrinus and S. gordonii [14,71], E. faecalis (MIC =4 mg/L) [72], S. aureus
(4 <MIC < 8mg/L) [72-74] and S. epidermidis (MIC = 4 mg/L) [75], as well as against L.
monocytogenes (6.5 < MIC < 8 mg/L) [75-77]. The MIC value of 8 mg/L for AU isolated
from A. scholaris [69], S. officinalis [70] and V. paradoxa [78] was determined for B. cereus [69],
S. aureus [70,78] and S. pneumoniae [70]. UA showed moderate activity (10 < MIC <
100 mg/L) against 13 species of Gram-positive bacteria [46,54,63,69,70,72,73,75,78-87] and 6
species of Gram-negative bacteria [75,79,82]. On the other hand, the low activity of UA (MIC
> 100 mg/L) was described for 10 species of Gram-positive bacteria [13,46,63,72,80,88-91]
and 8 species of Gram-negative bacteria [10,47,63,69,70,72,82,84,88,92,93]. The lowest sensi-
tivity to UA (MIC > 1000 mg/L) showed 5 species of Gram-positive bacteria: B. cereus [82],
L. monocytogenes [82], S. aureus [82], S. mutans [94], S. pneumoniae [80], and 5 species of Gram-
negative bacteria: A. caveae [82], E. coli [10,47,82,95], K. pneumoniae [80], S. choleraesuis [80],
V. cholerae [80,82].

Table 3. MIC values of ursolic acid against Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Ursolic Acid
Bacterial Group Species Antibacterial Ref.
MIC [mg/L] Source Activity
Actinomyces naeslundii 16 purchased *A good [89]
Actinomyces viscosus 32 purchased *A good [89]
8 A. scholaris very good [69]
Bacillus cereus 20 M. ligustroides good [80]
>1024 S. australis weak [82]
Bacillus sphaericus 50 D. melanoxylon good [79]
Bacillus subtilis 25 D. melanoxylon good [79]
1 A. scholaris very good [69]
o 4 S. officinalis very good [70]
Gram-positive 4-256 purchased *# very good-weak [72]
Enterococcus faecalis 16 S. lancifolia good [63]
32-512 purchased *# good-weak [46]
50 M. fallax good [87]
250 M. ligustroides weak [80]
4 S. officinalis very good [70]
Enterococcus faecium 256 purchased A weak [72]
500 C. macrocarpa weak [88]
2 A. scholaris very good [69]
6.5 purchased *A very good [76]
Listeria monocytogenes 8 purchased A very good [75]
8 purchased *A very good [77]
>1024 S. australis weak [82]
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Ursolic Acid
Bacterial Group Species Antibacterial Ref.
MIC [mg/L] Source Activity
4-8 purchased *A very good [74]
7.8 and 15.6 purchased *A very good, good [73]
8 S. officinalis very good [70]
8-16 V. paradoxa very good-good [78]
8->256 purchased *A very good-weak [72]
10 B. dracunculifolia good [81]
10 purchased ** good [75]
16 A. scholaris good [69]
32 and >1024 S. australis good, weak [82]
Staphylococcus aureus 37 natural products good [85]
50 D. melanoxylon good [79]
60 natural products good [86]
64 A. scholaris good [69]
64 purchased *A good [83]
64 purchased **A good [84]
64 purchased *A good [54]
128 S. lancifolia weak [63]
250 C. macrocarpa weak [88]
250 purchased A weak [90]
Staphylococcus epidermidis 7.5 purchased *A very good [75]
Staphylococcus saprophyticus 250 C. macrocarpa weak [88]
Streptococcus mitis 50 M. fallax good [87]
sxx A
Streptococcus gordonii 7.8 purchased very good [14]
64 purchased *A good [89]
24 purchased *A very good [71]
7.8 purchased ** #A very good [14]
80 M. fallax good [87]
Streptococcus mutans 128-256 purchased *A weak [91]
250 purchased HeetA weak [13]
256 purchased A weak [89]
1024 purchased A weak [94]
Streptococcus pneumoniae 8 S. officinalis very good [70]
1000 M. ligustroides weak [80]
Streptococcus salivarius 50 M. fallax good [87]
7.8 purchased ***4 very good [14]
Streptococcus sanguinis 50 M. fallax good [87]
128 purchased #A weak [89]
24 purchased *A very good [71]
. 50 M. fallax good [87]
Streptococcus sobrinus 64 purchased * A good [89]
128 purchased *A weak [91]




Biomolecules 2022, 12, 98 14 of 29

Table 3. Cont.

Ursolic Acid
Bacterial Group Species Antibacterial Ref
MIC [mg/L] Source Activity
Aeromonas caveae >1024 S. australis weak [82]
50 D. melanoxylon good [79]
64 and 512 S. australis good, weak [82]
>128 S. officinalis weak [70]
>128 S. lancifolia weak [63]
>128 A. scholaris weak [69]
250 C. macrocarpa weak [88]
o . 256 purchased w5 weak [84]
Escherichia coli 256 purchased *A weak [93]
>256 purchased * A weak [72]
>256 V. macrocarpon weak [92]
512—>1024 purchased *A weak [10]
512->1024 purchased *A weak [47]
1000 E. tereticornis weak [95]
(1024 S. australis weak [82]
64 S. australis good [82]
. . 500 C. macrocarpa weak [88]
Klebsiell

cosietis pneumoniae 512 purchased A weak [93]
Gram-negative 1000 M. ligustroides weak [80]
22.5 purchased *A good [75]
>128 S. officinalis weak [70]
>128 S. lancifolia weak [63]
Pseudomonas aerucinosa >128 A. scholaris weak [69]
8 256 purchased A weak [84]
>256 purchased *A weak [72]
500 C. macrocarpa weak [88]
512 S. australis weak [82]
Pseudomonas syringae 25 D. melanoxylon good [79]
Salmonella choleraesuis 1000 M. ligustroides weak [80]
Salmonella enterica >128 A. scholaris weak [69]
Salmonella typhi 50 D. melanoxylon good [79]
Serratia marcescens >128 S. officinalis weak [70]
Shigella flexneri 64 S. australis good [82]

1 i 1
Vibrio cholerae >1000 M. ligustroides weak [80]
>1024 S. australis weak [82]

* purchased from Sigma-Aldrich Chemicals Inc.; ** purchased from Santa Cruz Biotechnology; *** purchased from
Macklin Inc.; **** purchased from National Institutes for Food and Drug Control; A—synthetic.

Table 4 presents the results of the research in which the authors marked the zones of
bacterial growth inhibition in the presence of selected concentrations of UA. The largest
zones of growth inhibition were recorded for Gram-positive S. aureus (21 mm) and Gram-
negative S. boydii (19 mm) treated with UA (100 mg/L) isolated from H. corymbosa, which
proves its high activity antibacterial action against these bacteria [96]. On the other hand,
UA isolated from M. malabathricum [66] and used in concentrations of 250-2000 mg/L
showed good activity against Gram-positive bacteria: B. subtilis (8.0-10.5 mm) and S. aureus
(7.5-10.5 mm) and Gram-negative S. typhi (9.5-11.0 mm). The higher the acid concentration,
the larger the zone of inhibition of growth. Interestingly, this relationship was not observed
in the case of B. cereus, where the zone of growth inhibition was 7.0 mm regardless of the
concentration of UA (250-2000 mg/L) [66].
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Table 4. Growth inhibition zones and corresponding concentration values of ursolic acid against
Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Bacterial

Ursolic acid

Inhibition

Group Species Zone [mm] Concentration Source Antibacterial Ref
[mg/L] Activity
7.0 250 active
7.0 500 ti
Bacillus cereus 70 1000 M. malabathricum ZZ;XE [66]
7.0 2000 active
8.0 250 active
9.0 500 ti
» Bacillus subtilis M. malabathricum achve [66]
Gram-positive 9.5 1000 active
10.5 2000 active
21.0 100 H. corymbosa very active [96]
Staphl 7.5 250 active
aphylococcus aureus 85 500 . active
9.5 1000 M. malabathricum active [66]
10.5 2000 active
Pseudomonas aeruginosa 10.0 100 H. corymbosa active [96]
9.5 250 active
. . 10.0 500 . active
Gram-negative Salmonella typhi 100 1000 M. malabathricum active [66]
11.0 2000 active
Shigella boydii 19.0 100 H. corymbosa very active [96]

When analysing the data contained in Tables 1 and 3, one can observe that both
AA and UA showed better antibacterial activity against Gram-positive strains. This is
probably related to the differences in the structure of cellular envelopes. The structure
present in Gram-negative bacteria is the outer membrane, with a specific chemical structure
that makes it difficult for the penetration of antimicrobial compounds into the cell. The
analysis of the data in Tables 1 and 3 also shows that the acid MIC values for the individual
strains were generally higher in the case of UA than AA. The more efficient action of AA
is probably due to the presence of an additional hydroxyl group at C-23, which makes
the whole molecule more hydrophilic and makes it easier to reach the interior of the
bacterial cells. It is also worth noting that bacteria belonging to the same group (Gram-
positive/Gram-negative), and even to the same species, can significantly differ in their
susceptibility to the same antibacterial compounds, resulting in different MIC values. The
reasons for these differences may also be a different source/origin of microorganisms
(clinical, environmental, or reference strains) and their individual characteristics. Moreover,
the antibacterial activity of the acid may be related to the method of obtaining it (natural or
synthetic). When analysing the data contained in Tables 2 and 4, it cannot be unequivocally
shown that AA and UA exhibited better antibacterial activity against Gram-positive bacteria
than against Gram-negative bacteria.

Mallavadhani et al. [79] investigated the effects of UA and its synthetic lipophilic
derivatives containing ester chains of 3-O-fatty acids (C12-C18) against various bacterial
species. UA was isolated from the leaves of D. melanoxylon. The MIC values of UA were
25 mg/L against B. subtilis ATCC 6051 and P. syringae ATCC 13457, while 50 mg/L against
B. sphaericus ATCC 14577, S. aureus ATCC 9144, E. coli ATCC 25922, and S. typhi ATCC 23564.
It should be noted that the antibacterial activity of UA derivatives against the analysed
strains varied and it was dependent on the bacterial species, however, only in a few cases,
it was better than that of pure UA.

Scalon Cunha et al. [87] evaluated the antibacterial activity of UA isolated from M.
fallax and its semi-synthetic derivatives compared to the strains involved in plaque and
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caries formation: E. faecalis ATCC 4082, S. salivarius ATCC 25975, S. mitis ATCC 49456,
S. mutans ATCC 25275, S. sobrinus ATCC 33478 and S. sanguinis ATCC 10556. The MIC
values of UA against all the aforementioned strains were in the range of 50-80 mg/L. In
contrast, the MIC values of UA derivatives were generally higher. The stronger antibacterial
activity of UA compared to its derivatives suggests that the free hydroxyl group at C-3 and
the carboxyl group at C-17 are primarily responsible for this activity.

According to the study by Horiuchi et al. [70], UA exhibited antibacterial activity
against Gram-positive cocci such as methicillin-resistant S. aureus (MRSA), penicillin-
resistant S. pneumoniae (PRSP), and vancomycin-resistant enterococci (VRE): E. faecalis and E.
faecium. The MIC values were 8, 8, and 4 mg/L, respectively. At a concentration of 2 x MIC,
UA showed the bactericidal activity against VRE for at least 48 h. UA showed a stronger
bactericidal activity against E. faecium than ampicillin. UA showed only a bacteriostatic
activity against E. faecalis. However, UA was not active against Gram-negative bacteria:
P. aeruginosa, E. coli, S. marcescens, or against mutants of E. coli and P. aeruginosa, which are
hypersensitive to drugs due to the absence of multidrug efflux pumps (MDR pumps). The
MIC value against those strains was >128 mg/L.

The study by Ahmad et al. [97] determined the antimicrobial activity of UA iso-
lated from the aerial parts of M. elegans against B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, S. typhi,
E. coli, and S. flexneri. UA revealed the antibacterial activity against B. subtilis, S. aureus,
P. aeruginosa, S. typhi for which growth inhibition zones were 12, 15, 16, and 18 mm, respec-
tively. UA did not inhibit the growth of the other two strains.

Fontanay et al. [72] determined MIC for UA against five reference strains: E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 and ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 and P. aeruginosa
ATCC 27853, as well as five antibiotic-resistant clinical isolates: E. coli, S. aureus, E. faecium,
E. faecalis, and P. aeruginosa. UA was found to be highly effective against Gram-positive
bacteria: E. faecalis ATCC 29212 (MIC = 4 mg/L) and S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213 (MIC = 8 mg/L). UA had no antibacterial activity against E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853, and all clinical strains (MIC > 256 mg/L).

Da Silva Filho et al. [81] showed that UA isolated from B. dracunculifolia leaves had
antimicrobial activity against S. aureus ATCC 43300 (MRSA). The growth inhibitory concen-
tration for 50% was IC50 = 5 mg/L and the MIC value was 10 mg/L.

Huang et al. [92] identified the presence of UA in one fraction of an extract prepared
from V. macrocarpon cranberry fruit. The MIC value of the extract determined against strains
of uropathogenic E. coli ATCC 700336 and ATCC 25922 was >256 mg/L. The extract fraction
at 10 mg/L also inhibited COX-2 activity and the activity of nuclear transcription factor,
NF-«f3.

Cunha et al. [80] evaluated the activity of UA isolated from M. ligustroides and its
derivatives against B. cereus ATCC 14579, V. cholerae ATCC 9458, S. choleraesuis ATCC 10708,
K. pneumoniae ATCC 10031, and S. pneumoniae ATCC 6305. UA was active only against B.
cereus, showing the MIC value of 20 mg/L; the MIC values for other strains were 1000 mg/L
or higher. UA derivatives were effective only against S. pneumoniae; their MIC values were
50 mg/L.

According to Kurek et al. [76], UA improved the lytic activity of Triton X-100 and
lysozyme against the strain of L. monocytogenes. After 24-h incubation in the presence of
UA at a concentration of 0.7 x MIC (4.5 mg/L), bacterial cell length was reduced by 20%
compared to the control and it did not exceed 2 pm.

Sultana et al. [96] studied the antibacterial activity of UA isolated from H. corymbosa
against 4 strains of Gram-positive bacteria: B. subtilis, B. cereus, S. lutea, and S. aureus, as
well as 10 Gram-negative strains: S. sonnei, S. dysenteriae, S. boydii, S. paratyphi A, E. coli,
P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri, V. cholereae, and K. pneumonia. UA at 100 mg/L showed
significant activity against S. aureus (21 mm diameter zone of inhibition) and S. boydii
(19 mm), whereas a moderate activity against P. aeruginosa (10 mm). Unfortunately, a weak
activity of UA against other microorganisms (zones of inhibition of 6-10 mm) was reported.
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Acebey-Castellon et al. [63] found that UA derived from S. lancifolia leaves showed
a stronger antibacterial activity against Gram-positive S. aureus ATCC 25923 and E. fae-
calis ATCC 29212, and a weaker activity against Gram-negative E. coli ATCC 25922 and
P. aeruginosa ATCC 27853. The MIC values ranged from 16 to >128 mg/L and they were
lowest against E. faecalis.

Filocamo et al. [73] analysed the antibacterial activity of UA (also combined with
norfloxacin) against S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300 (MRSA), and 42 clinical
isolates of S. aureus. The MIC and MBC values of UA against S. aureus ATCC 29213 were
7.81 mg/L and 124.96 mg/L, respectively. MRSA strain was more resistant to UA, the
MIC and MBC values were 15.62 mg/L and 249.92 mg/L, respectively. The synergistic
effect of UA and the antibiotic was proved by the combination of 0.25 x MIC of norfloxacin
with 1 x MIC of UA, which inhibited the growth of 21 of 42 clinical strains, while the
combination of 0.5 x MIC of norfloxacin with 2 x MIC of UA inhibited as many as 90%
of the strains. Against S. aureus strain ATCC 29213, UA at a concentration of 1 x MIC
showed no postantibiotic effect (PAE), while at a concentration of 2 x MIC it exerted a
very short PAE (2 h). Administration of UA combined with norfloxacin resulted in the
prolongation of PAE up to 14.5 h (at 1 x MIC of UA) and 21 h (at 2 x MIC of UA). There
was a significant prolongation (25.3-29.1 h) of the postantibiotic sub-MIC effect (PASME)
through preincubation of S. aureus ATCC 29213 cells in sub-inhibitory concentrations of
norfloxacin. The synergistic effect of UA and norfloxacin may be due to initial damage
to the bacterial membrane caused by lipophilic UA, which increases its permeability
to norfloxacin. Enhanced intracellular accumulation of norfloxacin results in increased
bacterial DNA damage and thus longer PAE and PASME.

Kim et al. [71] determined the antibacterial activity of UA against S. mutans ATCC
25175, S. sobrinus ATCC 33478, 40 clinical strains of S. mutans, and 15 clinical strains of
S. sobrinus, which are involved in dental caries. The MIC value of UA against both refer-
ence strains was 2 mg/L while the MBC values were >4 mg/L for S. mutans ATCC 25175
and 8 mg/L for S. sobrinus ATCC 33478. The MIC value of UA was 2 mg/L for most
clinical strains. The exceptions were 1 strain of S. mutans and three strains of S. sobrinus
(MIC =4 mg/L). Based on the obtained results, the authors suggested that UA at concen-
trations >8 mg/L could be used as an ingredient in oral hygiene products to prevent dental
caries.

Moodley et al. [88] used UA isolated from the leaves of Carissa macrocarpa in their
study. The acid revealed a moderate antibacterial activity against three Gram-negative
bacterial strains: K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 35032, E. coli ATCC
25922, as well as four Gram-positive strains: S. saprophyticus ATCC 35552, S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 43300, and E. faecium ATCC 19434. The MIC values of that acid
were 250-500 mg/L. Moodley et al., in their study, also identified the effect of UA at
concentrations of 0.5 x MIC, 1 x MIC, and 2 x MIC on the adhesion of all the above-listed
strains to polystyrene surfaces. The adhesion of E. coli and S. aureus cells was reduced
under the influence of all acid concentrations used. In the case of P. aeruginosa, there was
reduced adhesion only with exposures to UA at 0.5 x MIC and 1 x MIC concentrations
while there was enhanced adhesion during the exposure to 2 x MIC. On the other hand, the
adhesion of S. saprophyticus was enhanced during exposure to 0.5 x MIC and it was reduced
under the influence of 1 x MIC and 2 x MIC. It should be noted that the adhesion of K.
pneumoniae to polystyrene surfaces enhanced after their exposure to all UA concentrations
under analysis.

Kim et al. [74] identified the antibacterial activity of UA against 19 clinical strains
of MRSA. The MIC value of UA for the analysed 15 strains was 4 mg/L while for the
remaining strains—8 mg/L. Greater variation was observed for MBC values, which ranged
between 4-32 mg/L.

According to the study by Kurek et al. [75], UA revealed significant antimicrobial
activity against planktonic cells of strains such as P. aeruginosa, L. monocytogenes, S. aureus
ATCC 29213, and S. epidermidis ATCC 12228. MIC values ranged from 7.5 mg/L for
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S. epidermidis to 22.5 mg/L for P. aeruginosa. Furthermore, the authors demonstrated the
synergism of action of UA combined with (3-lactam antibiotics (ampicillin and oxacillin).
It should be noted that bacteria that were cultured in the presence of both components
(UA + oxacillin or UA + ampicillin) became more susceptible to each of them. The most
significant effect was observed for S. aureus and UA + ampicillin combination. The MIC
value for ampicillin was reduced as much as 16-fold, that is, from 4 mg/L to 0.25 mg/L.
These results indicate that UA when administered in combination with 3-lactams, may be
useful in the treatment of bacterial infections.

Wong et al. [66] proved using the agar diffusion method that UA derived from the
methanolic extract of M. malabathricum leaves exhibited antimicrobial activity against S.
aureus ATCC 25923, B. subtilis, B. cereus ATCC 10876, and S. typhi. For UA at 2000 mg/L,
the zones of inhibition of the tested strains were 10.5, 10.5, 7.0, and 11.0 mm; for UA at
1000 mg/L, they were 9.5, 9.5, 7.0, and 10.0 mm; for UA at 500 mg/L, they were 8.5, 9.0, 7.0,
and 10.0 mm; and for UA at 250 mg/L, they were 7.5, 8.0, 7.0 and 9.5 mm, respectively. UA
was not active against E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 17853, and K. pneumoniae at
any of the analysed concentrations.

Wojnicz et al. [47], in addition to the previously described antimicrobial properties of
AA, also investigated the effects of UA on the survival and virulence factors of 20 clinical
UPEC strains isolated from the urine of patients with pyelonephritis. The MIC value of UA
against 18 of 20 analysed bacilli was >1024 mg/L. The MIC of that acid was 512 mg/L for
only two strains. It was also found that the reduction in the growth of planktonic forms
was dependent on both incubation time and UA concentration. UA at a concentration of
40 mg/L significantly reduced the survival of planktonic forms only after 24 h, while at a
concentration of 50 mg/L as early as in a 6-h culture. Moreover, UA revealed significant
effects on virulence traits of bacilli such as P fimbriae, curli fimbriae, and the ability to
synthesise o-hemolysin. The lowest used UA concentration (10 mg/L) resulted in a loss of
haemagglutinating capacity associated with the presence of P fimbriae in 20% of the bacilli
under analysis. The loss of curli fimbriae, the anti-hemolytic effect, and impaired bacterial
motility were observed only after using UA at concentrations of 40 pg/mL and 50 mg/L.
The other study [10] reports the effect of UA on surface hydrophobicity and adhesion
of clinical UPEC strains to uroepithelial cells. According to the authors, UA reduced
the hydrophobic nature of the bacterial cell surface. At the highest concentration used
(50 mg/L), UA significantly reduced the number of E. coli bacilli adhering to uroepithelial
cells. That acid, at a concentration of 50 mg/L, also induced morphological changes in
bacterial cells. In UA-treated cultures, there were increased numbers of short filaments
(5-15 pm). There were also long filaments (>15 um), thickened cells with swollen filaments,
and cells partially devoid of a cell wall (“ghost cells”).

Do Nascimento et al. [82] determined MIC values for UA and its derivatives isolated
from S. australis against 12 bacterial strains. UA revealed the strongest activity against
S. aureus ATCC 6538 (MIC = 32 mg/L). UA was also effective against E. coli ATCC 25922,
K. pneumoniae ATCC 10031, and S. flexneri ATCC 12022 (MIC = 64 mg/L). In the case of
E. coli ATCC 27 and P. aeruginosa ATCC 15442, the MIC value was identical (512 mg/L).
The six other strains, that is, S. aureus ATCC 12692, S. aureus ATCC 12624, B. cereus ATCC
33018, A. caveae ATCC 15468, V. cholera ATCC 15748, and L. monocytogenes ATCC 19117
were insusceptible to UA (MIC >1024 mg/L). The researchers also found the synergism
of action of UA combined with aminoglycosides (neomycin, amikacin, kanamycin, and
gentamicin). MIC values of those antibiotics were reduced in the presence of UA against
almost all microorganisms, excluding gentamicin and amikacin against E. coli ATCC 25922
and kanamycin against P. aeruginosa ATCC 15442 and K. pneumoniae ATCC 10031.

Dwivedi et al. [95] investigated the antibacterial properties of UA isolated from
E. tereticornis leaves and its lipophilic derivatives. Three strains were used in a study by
Dwivedi et al.: nalidixic acid-sensitive E. coli CA8000, nalidixic acid-resistant E. coli DH5«,
and the MDREC-KG4 clinical isolate of E. coli that is resistant to multiple antibiotics, includ-
ing tetracycline. The MIC value of UA against all E. coli strains was 1000 mg/L. Similarly,
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the MIC values of lipophilic derivatives against bacilli were very high (500-1000 mg/L),
indicating their lack of antibacterial activity. However, it should be emphasised that the
authors found the synergistic effect of both UA and its derivatives combined with nalidixic
acid against E. coli CA8000 and E. coli DH5«, as well as with tetracycline against E. coli
MDREC-KG4. When applied at a concentration of 10 mg/L, UA and its derivatives com-
bined with nalidixic acid reduced the MIC values of this antibiotic against E. coli CA8000
and E. coli DH5« by 2-fold (UA) and 4-8-fold (UA derivatives). On the other hand, UA
and its derivatives at a concentration of 50 mg/L and combined with tetracycline, re-
duced the MIC values of this antibiotic against E. coli MDREC-KG4 strain by 2-fold and
8-fold, respectively.

Park et al. [98] determined the effect of UA (64 mg/L) on the expression of 22 genes
that are important in all three steps of peptidoglycan biosynthesis in S. mutans UA159. UA
inhibited transcription of all genes involved in the first step (g/mU, murA, murB, murC,
murC2, murD, murE, arl, ddl, murl, murF) and second step of peptidoglycan biosynthesis
(bacA, mraY, murG, murM, murN), and of most genes involved in the third step of murein
synthesis (pbp2a, pbp2b, pbp2x, dacA). These studies clearly indicate that inhibition of gene
expression is one of the mechanisms of the antimicrobial activity of UA.

A study by Wang et al. [69] revealed good antibacterial activity of UA, isolated from A.
scholaris leaves, against Gram-positive strains of E. faecalis ATCC 29212 (MIC =1 mg/L), L.
monocytogenes ATCC 7644 (MIC =2 mg/L), B. cereus ATCC 9139 (MIC = 8 mg/L), methicillin-
susceptible S. aureus (MSSA) ATCC 29213 (MIC = 16 mg/L) and S. aureus ATCC 43300
(MRSA) (MIC = 64 mg/L), while a weaker antibacterial activity (MIC >128 mg/L) was
against Gram-negative E. coli ATCC 35150, P. aeruginosa ATCC 27853 and S. enterica ATCC
13311. Synergism was also found in the joint action of 0.5 x MIC of UA and 0.5 x MIC
of ampicillin or tetracycline against B. cereus strains, MSSA and MRSA. The reduction in
viable cell counts in 24-h cultures was >4 log10.

Wang et al. [83] investigated the effect of supra-inhibitory UA concentration on cell
membrane integrity and changes in the expression of 29 proteins involved in transcription,
translation, and various metabolic pathways in MRSA strain cells. The MIC value of UA
was 64 mg/L. After the cocci had been exposed to UA at a concentration of 4 x MIC, the
bacteria retained 49.5% of their cell membrane integrity. UA enhanced the synthesis of
18 proteins, of which the highest expression was observed for RplU (translation), AhpC
(oxidative stress protein), ClpC (protein folding and RNA degradation processes), Mqo2
(tricarboxylic acid cycle), and Adh (alcohol dehydrogenase). The obtained results indicate
that UA, due to its pleiotropic activity against MRSA, is a promising antimicrobial agent
that should be given more attention in pharmaceutical research.

UA isolated from V. paradoxa leaves revealed good antimicrobial activity against
reference S. aureus ATCC 33591 and clinical MRSA strains [78]. The MIC values of that
acid were 8-16 mg/L and they were significantly lower than the MIC values of ampicillin
and oxacillin (32-512 mg/L). The authors also found the presence of synergism between
UA and (-lactam antibiotics (ampicillin and oxacillin), resulting in reduced MIC values
for both drugs. The obtained results suggest a bidirectional mechanism of UA action.
As it is known, a penicillin-binding protein (PBP2A) and (3-lactamases are involved in
the resistance of methicillin in staphylococci. Therefore, the authors suggested that UA
might restore the affinity of PBP2A protein to (3-lactam antibiotics and restore 3-lactamase
activity. Through observation by a fluorescence microscope, the authors proved that UA,
like oxacillin, induces the delocalisation of PBP2 from the site of a dividing septum and its
redistribution within the cell membrane, leading to disruption of cell division.

Oloyede et al. [84] found that the antimicrobial activity of UA is directly due to its
oxidative properties. Preliminary studies identified the antimicrobial activity of UA against
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, and S. aureus ATCC 29213 strains. The MIC
values against these bacteria ranged from 64-256 mg/L, while the MBC values ranged
from 256-512 mg/L. According to further studies, UA can generate the production of
reactive oxygen species (ROS), especially superoxide anion radical and hydroxyl radical, in
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bacterial cells. They cause enhanced electron transport chain activity, resulting in oxidative
stress, lipid peroxidation, and oxidation of 2-deoxyribose in DNA, leading to bacterial
cell death. Increased amounts of ROS are associated with dysfunctions in the conversion
reactions of glutathione, a natural free radical scavenger. The authors proved that UA
decreased the level of reduced glutathione in bacterial cells while increasing the number of
its oxidised molecules, which contributed to a significant decrease in bacterial survival due
to an increase in oxidative stress indices.

Wojnicz et al. [46], in addition to their previously presented research concerning the
effect of AA on clinical uropathogenic E. faecalis strains, also analysed the antibacterial
effect of UA against cocci that are a common cause of UTIs, especially in catheterised
patients. The bacteria were resistant to gentamicin, nitrofurantoin, ampicillin, and trimetho-
prim/sulphamethoxazole. The MIC values of UA against E. faecalis strains were 32-512 mg/L,
which corresponds to other available literature data. It was noted that the growth of plank-
tonic forms of E. faecalis was inhibited under the influence of 0.75 x MIC of UA as early as
in the 2-h culture, while in the 6-h culture, the greatest 780-fold reduction was observed
in the number of CFU/mL of viable cells compared to the control sample. It was also
found that in the presence of UA, E. faecalis cells were larger and they formed aggregates
instead of characteristic chains. It is likely that UA impairs cell division processes, which
may cause phenotypic changes in cell morphology, such as increased cell diameter and the
presence of irregular aggregates. Moreover, it was found that UA significantly reduced,
and in some cases completely inhibited, the ability of E. faecalis strains to synthesise DNase
and extracellular enzymes (lipase, lecithinase, gelatinase) and haemolysin that damage
host tissues.

Zhou et al. [99] investigated the antibacterial activity of ursolic acid 3-O-«-L-arabinopyr
anoside (URS), isolated from A. henryi leaves, against S. aureus strains. The MIC values
were found to be 3.125 mg/L against MSSA strain and 6.25 mg/L against MRSA strains.
The authors also found the existence of synergism between URS and oxacillin against
MRSA strains. The addition of 0.5 x MIC of URS reduced the MIC values of oxacillin by
2-32-fold according to strain. The study also determined the effect of URS on the mor-
phology of MRSA strain cells. URS at a concentration of 0.5 x MIC damaged the bacterial
cell membrane and caused surface roughness. The authors also noted a slight decrease
in membrane protein PBP2A levels under the influence of URS. A significant decrease in
PBP2A levels, cell membrane disintegration, and bacterial cell lysis were only observed in
the assay containing the combination of URS with oxacillin.

Jabeen et al. [100] investigated the activity of hydrazide of UA and its 11 deriva-
tives with metals against Gram-negative S. fyphi and Shigella spp., as well as Gram-
positive S. aureus and S. pneumonige. The MIC value of hydrazide of UA against the
above-mentioned strains was >256 mg/L. Furthermore, it was found that the antibacterial
activity of the hydrazide of UA might be enhanced by producing complexes with various
metals (Zn, Cu, Fe, Sb), then the MIC values were 4-32 mg/L. The complex with triph-
enyltin proved to be the most potent antimicrobial agent, with the MIC values of 4 mg/L
against S. pneumoniae and 8 mg/L against other strains.

Sundaramoorthy et al. [93] determined the MIC for UA against extremely drug-resistant
(XDR) clinical strains of E. coli (MIC = 256 mg/L) and K. pneumoniae (MIC = 512 mg/L). The
researchers found that UA exhibited the synergism of action with colistin, causing a signifi-
cant 16-fold reduction in colistin MIC for E. coli and a 4-fold for K. pneumoniae. Moreover,
UA enhanced the permeability of the bacterial outer membrane, and that facilitated the
transport of colistin into the bacterial cell. Furthermore, UA inhibited the activity of efflux
pumps, which in turn impeded the removal of the antibiotic from the bacterial cell.

When analysing the antibacterial activity of AA or UA, it can be noticed that their
antimicrobial activity (MIC/inhibition zone) may be different for the same bacterial species.
However, there are several different aspects to consider. First, there are many different
bacterial strains within a species, all from different origins (biological material from which
it was isolated, e.g., urine, faeces, blood, etc.). Secondly, the acids used in separate studies
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often have different origins, that is, they are isolated from different plant species. Moreover,
the methods of extracting these metabolites often vary.

7. Anti-Biofilm Properties of Pentacyclic Triterpenes

It is currently known that more than 99% of both commensal and pathogenic bacteria
in the human body occur in a biofilm form. Biofilms are formed on the surface of dead
cells (skin microflora), viable cells (mucous membrane microflora), and abiotic surfaces
found in the human body (catheters, implants). Consortia formed from pathogenic bacteria
are difficult to destroy with antibiotics, so it is useful to learn about the effects of AA
and UA on biofilm structure and their interaction with drugs used in the treatment of
bacterial infections.

7.1. Activity of Asiatic Acid against Bacterial Biofilms

A negligible number of articles have been devoted to the effect of AA on biofilm
formation and eradication. Therefore, we decided to analyse available research in the
current review in which the antibiofilm properties of AA combined with antibiotics were
also highlighted.

Garo et al. [64] investigated the effect of AA and its combinations with ciprofloxacin
or tobramycin on single-species P. aeruginosa biofilm. A rotating disk reactor (RDR) was
used in that study as a model device to study the susceptibility of biofilms to antibiotics
and other compounds. The MIC value of AA for P. aeruginosa was >128 mg/L. AA at
concentrations of 10, 50, and 100 mg/L was used in that study. Only a small degree of
biofilm reduction was observed under the influence of AA at concentrations of 50 and
100 mg/L. However, it should be noted that the lowest concentration of AA (10 mg/L)
enhanced the susceptibility of biofilm-living P. aeruginosa to both tobramycin (100 mg/L)
and ciprofloxacin (10 mg/L), which previously showed no antibiofilm effect.

Wojnicz et al. [49] conducted a study determining the effect of AA and its combinations
with ciprofloxacin on biofilm formation and eradication. Uropathogenic E. coli strains
(reference ATCC 700928 strains and clinical strains), with virulence traits relevant to biofilm
formation, were used in that study. AA at a concentration of 50 mg/L weakly inhibited
the biofilm formation by E. coli strains. A significantly better effect was obtained when AA
was used in combination with ciprofloxacin. Similarly, during the eradication of biofilm
from urological catheters, statistically significant results were obtained only when AA was
used in combination with ciprofloxacin. The number of viable bacteria was reduced to
12%. In another study, Wojnicz et al. [46] investigated the effect of 0.75 x MIC of AA on
biofilm production by clinical E. faecalis strains. The MIC values of AA against the analysed
strains were 64-128 mg/L. The complete inhibition of biofilm synthesis by tested cocci was
demonstrated throughout the duration of the experiment (1-10 days). The survival rate of
bacteria in the biofilm mass was significantly reduced under the influence of AA compared
to control samples.

Surprising results were obtained by Harnvoravongchai et al. [11]. The research re-
vealed that AA even at a concentration of 80 mg/L (8 x MIC) had no inhibitory effect on
biofilm formation by the highly virulent reference strain of C. difficile R20291.

The recent study of Sycz et al. [9] revealed that AA decreased the survival and the
ability to create single- and multi-species biofilms by uropathogenic E. coli CFT073, E. cloacae
ATCC-BAA 2468, P. aeruginosa ATCC 25000 strains. AA also changed the morphology of
these bacteria.

7.2. Activity of Ursolic Acid against Bacterial Biofilms

Much more attention was paid to the antibiofilm properties of UA compared to
AA. The following articles describe the effects of UA on biofilm mass formation and the
expression of genes encoding virulence factors associated with biofilm synthesis. Few
articles highlighted the synergistic effect of UA and antibiotics on biofilm formation.
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Ren et al. [101] analysed the antimicrobial activity of UA isolated from Diospyros dendo
leaves. UA at a concentration of 10 mg/L already showed significant antimicrobial activity
against 24-h single-species biofilms formed by E. coli (including ATCC 25404), P. aeruginosa,
and V. harveyi strains, reducing the amount of biofilm mass they produced by 72%, 87%,
and 57%, respectively. Interestingly, UA at concentrations of 10 and 30 mg/L did not inhibit
the growth of the aforementioned strains growing in planktonic forms. It was also found
that UA did not affect quorum sensing. In contrast, UA at concentrations of 10 and 30 mg/L
induced the expression of genes encoding proteins related to chemotaxis (cheA, motAB, tap,
tsr), heat shock (hsISTV, htpG, mopB), and membrane transport (dcuA, emrK, malE). It should
be noted that overexpression of the motAB gene makes cells too motile to remain stable
within the biofilm environment, resulting in reduced biofilm formation. Conversely, low cell
motility caused by loss of the motAB gene promotes bacterial conjugation, which promotes
biofilm development. The authors found that UA (at concentrations of 10 and 30 mg/L)
inhibited the operon cysDJK regulated by CysB. The CysB protein is a transcriptional
regulator of LysR that controls the expression of genes involved in cysteine biosynthesis
and sulphur metabolism. The CysB pathway is an interesting potential target pathway
for UA and other TPs. According to that study, UA can modulate cysB gene expression in
E. coli. The cysB mutant enhanced biofilm formation by 2-10-fold compared to the isogenic
cysB strain.

According to Kurek et al. [75], single-species biofilms formed by P. aeruginosa, L. mono-
cytogenes, S. aureus ATCC 29213 and S. epidermidis ATCC 12228 strains had approx. 4-fold
higher resistance to UA, compared to planktonic cells. Administration of UA along with
-lactam antibiotics (ampicillin and oxacillin) reduced MBIC (Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration) of both UA and antibiotics against the aforementioned bacterial strains.

Kim et al. [102] evaluated the effect of UA on biofilm formed by S. mutans UA159 cocci
that play a key role in the pathogenesis of dental caries. UA in concentrations of 0.1, 0.2,
and 0.5 % (w/w) was used for saturating the composite resin disks in that study. The disks
were soaked in a culture of S. mutans, which was incubated for 24 h and then plated on
nutrient agar to measure the number of CFU/mL. It was found that the number of bacteria
reduced with an increasing concentration of UA. However, it should be noted that a better
antibacterial effect of UA was obtained in cultures where glucose was the carbohydrate
source than in those containing sucrose.

Zhou et al. [89] also investigated the effects of UA on caries-forming bacteria living
both in planktonic form and in biofilm consortia. In addition to S. mutans UA159 strain,
the researchers used three other strains from the genus Streptococcus (S. sanguinis ATCC
10556, S. gordonii ATCC 10558, and S. sobrinus ATCC 6715), as well as two strains from the
genus Actinomyces (A. viscosus ATCC 15987, A. naeslundii ATCC 12104). The MIC values
of UA were significantly lower against Actinomyces spp. (16 mg/L and 32 mg/L) than its
MIC values against Streptococcus spp. (64-256 mg/L). The researchers found that UA at
the sub-inhibitory concentration (0.25 x MIC) inhibited biofilm formation by S. mutans
and S. gordonii on titer plates as well as S. mutans and A. viscosus on the tooth surface. The
study also attempted to eradicate mature biofilms formed by S. mutans and A. viscosus
from the tooth surface using supra-inhibitory concentrations of UA. A much better effect
was obtained against A. viscosus, which is largely related to the less compact structure
of the biofilm formed by that strain compared to the biofilm formed by S. mutans. The
exopolysaccharide of S. mutans, due to the presence of extracellular matrix glucans, is much
denser and much more compact, which presumably made it much more difficult for UA to
penetrate the inside of the biofilm formed by these cocci and for the bacteria to survive in
central parts of the biofilm.

Kurek et al. [77] investigated the effects of UA on two major virulence factors of
L. monocytogenes—haemolytic activity and biofilm synthesis. After the MIC (8 mg/L) and
MBIC (24 mg/L) values of UA had been measured, the researchers determined the effect of
sub-inhibitory concentrations of UA on the production of listeriolysin O by L. monocytogenes,
biofilm formation ability, and survival of bacteria living in the biofilm mass. It was reported
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that UA at a concentration of 0.75 x MIC inhibited the activity of listeriolysin O almost by
3-fold. A concentration of 0.5 x MBIC of UA attenuated biofilm formation by more than
60% and it reduced the survival of L. monocytogenes cells in biofilms by 56%.

The aim of a study by Micota et al. [90] was to determine the effect of UA on adhesion
and biofilm formation by coagulase-positive S. aureus strains that are a common cause of
infective endocarditis. Titre plates with wells coated with fibrinogen, fibronectin, and colla-
gen were used in that study. UA at a concentration of 0.75 x MIC (187.5 mg/L) significantly
reduced the bacterial adhesion to surfaces coated with matrix proteins: collagen by 73.2%,
fibronectin by 58.8%, and fibrinogen by 65.9%. The impairment of adhesion activities of
staphylococci under the influence of UA contributed to significant inhibition of biofilm
formation by these bacteria on analysed surfaces (70-86%).

Qin et al. [85] proved that UA at a concentration of 30 mg/L inhibited biofilm formation
by a clinical MRSA strain by 66.3%. However, UA did not eradicate the mature biofilm
formed by those bacteria. The researchers also attempted to determine the mechanism of
the antibiofilm activity of UA at the molecular level. They investigated the expression levels
of key genes encoding virulence factors such as surface proteins, capsule polysaccharides,
and other compounds associated with biofilm formation by S. aureus. According to the
researchers, the presence of UA resulted in reduced expression of genes encoding adhesins
(isdB, srtB, ebh, sdrC) and some genes related to metabolism (arcA, arcB2, arcD, aur), which
are considered important for biofilm survival.

Zou et al. [91] determined the synergistic effect of UA and xylitol on biofilm synthesis
by Streptococcus bacteria that are the main aetiological agent of dental caries in humans.
Reference strains of S. sobrinus ATCC 33478 and S. mutans UA159 as well as 2 clinical strains
of S. mutans (KCOM 1207 and KCOM 1128) were used in that study. The MIC values of
UA were 128-256 mg/L and the MBC values ranged from 256-512 mg/L, according to
the analysed strain. Interestingly, both the MIC and MBC values of xylitol were identical
regardless of the analysed strain. The most UA-susceptible strains were found to be
S. mutans KCOM 1207 and S. sobrinus ATCC 33478. The synergism of action of UA and
xylitol was investigated by using combinations of these two components at different
concentrations. Combinations of 20% xylitol with sub-inhibitory concentrations of UA (16
or 32 mg/L) significantly reduced biofilm formation by analysed streptococci.

Gilabert et al. [103] investigated the antimicrobial activity of UA isolated from the
liverwort Lepidozia chordulifera against reference strains of P. aeruginosa ATCC 27853 and
S. aureus ATTC 6538P. UA at a concentration of 50 mg/L did not decrease the amount
of biofilm mass produced by P. aeruginosa, but it resulted in a 33% increase in biofilm
production by S. aureus compared to the control. Moreover, UA had a stimulating effect on
the growth of both P. aeruginosa and S. aureus, increasing the number of these bacteria by
41% and 12%, respectively. It should be noted that despite the lack of antibiofilm properties,
UA reduced the activity of elastase (LasB), produced by P. aeruginosa, by 96%. It is believed
that this enzyme affects biofilm architecture and functionality [104], while inhibition of
LasB activity reduces bacterial adhesion, microcolony formation, and EPS binding in the
biofilm [105].

Lou et al. [106] conducted a study concerning the effect of different components,
isolated from Arctium lappa leaves, on the ability of biofilm synthesis by P. aeruginosa ATCC
9027. UA, along with rutin, caffeic acid, coumaric acid, and quercetin, was found to be one
of the five best-performing antibiofilm substances present in A. lappa leaves. The lowest UA
concentration that completely inhibited biofilm formation by P. aeruginosa was 500 mg/L.

Tan et al. [86] extended the research by Qin et al. [85] concerning the identification of
the antibiofilm mechanism of UA activity at the molecular level. A reference strain of S.
aureus ATCC 2592 (MSSA), which can form a vancomycin-resistant biofilm, was used in
that study. The identified MIC and MBC values for UA were 60 mg/L and >200 mg/L,
respectively. It was found that UA inhibited biofilm mass growth by 46.5%. The expression
of six genes (agrA, hld, icaR, spa, cna, bbp) involved in biofilm formation in UA-treated
bacteria was also investigated. Based on the analysis of obtained results, the mechanism of
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biofilm formation of the MSSA strain was different from that of the MRSA strain analysed
by Qin et al. [85]. The difference is due to the lack of the role of an accessory gene regulator
(agr) in the MSSA strain. These findings also suggest that biofilms of the MSSA strain
may be more resistant to antibiotics than biofilms of the MRSA strain that has a fully
functional agr.

Studies determining the effect of UA and UA combined with ciprofloxacin on the
process of biofilm formation and eradication were also conducted by Wojnicz et al. [49].
The researchers used polystyrene microtiter plates and silicone urological catheters as
adhesive surfaces. The reference E. coli strain CFT073 (ATCC 700928) and 10 uropathogenic
clinical E. coli strains with genes encoding proteins that are important in biofilm formation
were used in those studies. On titre plates, both ursolic acid and its combination with
ciprofloxacin showed anti-biofilm activity, especially in older biofilms. There was a decrease
in both the amount of produced biofilm mass and the number of viable bacteria. Unfor-
tunately, UA used alone had a weak effect on the eradication of biofilm from urological
catheters. Statistically significant eradication of the biofilm mass was obtained only after
treatment with a mixture of UA and ciprofloxacin.

The subject of a study by Feuillolay et al. [107] was P. acnes, an opportunistic strain
of Gram-positive bacteria that is resistant to many tetracyclines and macrolide antibiotics.
P. acnes grows as a biofilm on biomedical materials (implants) and in hair follicles of
the skin, causing acne vulgaris. Myrtus communis leaf extract, in which UA content was
quantified by HPLC and it was 20%, showed significant antibacterial activity against P. acnes
strains that are insusceptible to erythromycin and clindamycin, growing both in suspended
matter and forming a biofilm. The analysed extract, at concentrations of 10-1000 mg/L,
inhibited biofilm formation and reduced the structured 48-h biofilm of P. acnes. The
authors also determined the antibacterial properties of the extract (10 mg/L) combined with
erythromycin (1000 mg/L) or clindamycin (500 mg/L). In those combinations, the analysed
extract restored susceptibility of P. acnes strains to both erythromycin and clindamycin.

According to Chung et al. [94], when added to standard dental material (3 mg UA per
1 mL material), UA had the ability to inhibit biofilm formation by S. mutans UA159 on the
tooth surface.

Ray et al. [108] analysed the effect of UA (30 mg/L) on biofilm mass synthesis by a
clinical strain of S. marcescens. These bacilli may be the cause of catheter-related UTIs. UA
was found to inhibit biofilm formation by the analysed bacterial strain.

Other Wojnicz et al. studies [46] investigated the effects of UA on biofilm production
and survival of ten clinical E. faecalis strains. Although UA at a concentration of 0.75 x MIC
did not exhibit any significant inhibitory effect on biofilm mass synthesis, it significantly
reduced the survival of cocci at all stages of 10-day biofilm development.

Jyothi et al. [109] investigated the antibiofilm activity of UA against 50 S. aureus strains
with icaD adhesion gene involved in biofilm production. Inhibition of biofilm formation
was observed in 40 isolates of the analysed strains, and it was 48.6% for UA applied at a
concentration of 30 mg/L and 71.5% when the UA concentration was 60 mg/L, respectively.

Silva et al. [110] investigated the activity of UA (5, 25, and 100 uM) isolated from
an apple peel (Malus domestica) against Gram-positive bacteria: E. faecalis ATCC 29212,
S. aureus ATCC 25904, and S. epidermidis ATCC 35984. Only UA at a concentration of 100
uM showed antimicrobial activity against planktonic cells and it inhibited biofilm synthesis
by all bacterial strains under analysis.

As has been demonstrated by Liu et al. [13], UA decreased the viability of S. mutans
and the structural integrity of its biofilms by interacting with the catalytic centre of gluco-
syltransferases, the key enzymes required in EPS synthesis. Lyu et al. [14] found that UA
reduced the formation of multi-species biofilms (S. mutans, S. sanguinis, and S. gordonii) by
inhibiting the expression of gft genes and in consequence leading to inhibition of EPS for-
mation.
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8. Conclusions

The studies published so far show that antibacterial activity of AA and UA is related
to changes in the structure and functioning of the bacterial cell structures (cell membrane,
adhesins), cell morphology, expression of genes encoding virulence factors such as P
fimbriae, curli fimbriae, and hydrophobicity. Both pentacyclic triterpenes can affect the
adhesion of bacteria to host cells and the process of biofilm formation, but the exact
molecular mechanisms of this activity are still not fully explained. Therefore, our article
also presents and summarises suggested by researchers’ mechanisms of the biological
action of these substances against microorganisms.

The article describes how to improve the poor availability of acids in vivo that limits
their clinical application. Structural modifications of these substances have been conducted
in recent years to improve their biological activity and bioavailability, such as designing
and synthesising novel derivatives, improvement of its water solubility, encapsulation in
carries (i.e., nanostructures).

In our article, we also intend to highlight that in the perspective of further research, the
existence of synergistic effects of AA and UA with antibiotics (i.e., B-lactams, tetracyclines,
fluoroquinolones, aminoglycosides) should be taken into account. It is even more necessary
to define the rules for antimicrobial activity of both acids validation and its conversion
of in vitro potency into in vivo therapeutic activity. Then, AA and UA could serve as
supplements to standard pharmacotherapy.
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Abstract: Urinary tract infections (UTIs) are a serious health problem in the human population due to
their chronic and recurrent nature. Bacteria causing UTIs form multispecies biofilms being resistant
to the activity of the conventionally used antibiotics. Therefore, compounds of plant origin are
currently being searched for, which could constitute an alternative strategy to antibiotic therapy. Our
study aimed to determine the activity of asiatic acid (AA) against biofilms formed by uropathogenic
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, and Pseudomonas aeruginosa. The influence of AA on the survival,
biofilm mass formation by bacteria living in mono-, dual-, and triple-species consortia as well as the
metabolic activity and bacterial cell morphology were determined. The spectrophotometric methods
were used for biofilm mass synthesis and metabolic activity determination. The survival of bacteria
was established using the serial dilution assay. The decrease in survival and a weakening of the
ability to create biofilms, both single and multi-species, as well as changes in the morphology of
bacterial cells were noticed. As AA works best against young biofilms, the use of AA-containing
formulations, especially during the initial stages of infection, seems to be reasonable. However,
there is a need for further research concerning AA especially regarding its antibacterial mechanisms
of action.

Keywords: asiatic acid; plant compounds; uropathogenic bacteria; urinary tract infection (UTI);
multispecies biofilm

1. Introduction

It is well known that biofilms formed by both commensal and pathogenic bacteria
usually do not constitute a mono-species consortium but form multispecies communities
of microorganisms. An example of such a multispecies biofilm is the biofilm formed in
the urinary tract during its infections. The main cause of urinary tract infections (UTIs) is
uropathogenic Escherichia coli, accompanied by other species, including Enterobacter cloacae
and Pseudomonas aeruginosa. Prevention of the formation of such a mixed-species biofilm
or its eradication using standard pharmacotherapy is problematic and often associated
with failure. Therefore, compounds of plant origin are currently being searched for, which
could constitute an alternative strategy to antibiotic therapy or support it in preventing the
formation of bacterial biofilm or facilitate its removal.

Asiatic acid (AA; 2«,23-dihydroxyursolic acid) belongs to the pentacyclic triterpenes
group, polycyclic compounds classified as secondary plant metabolites. It is a monocar-
boxylic acid derived from the hydride of a ursane. In the structural formula, ursane is
substituted with a carboxyl group at C-28 and hydroxyl groups at C-2, C-3, and C-23
(stereoisomer 2¢, 3(3) (Figure 1). The molecular formula can be presented as C30H4805, the
molecular weight of AA is 488.70 g/mol [1,2]. AA can be found in the bark, cork cambium,
resin, epidermis, waxy coating on leaves, and flowers of many plant species, where it
protects against insect and microbial attack.
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Figure 1. Chemical formula of asiatic acid.

In the form of asiaticoside and aglycone, large amounts of AA are found in the herb
of Centella asiatica (L.) Urb. (Apiaceae), also known as “gotu kola” and “tiger herb”. The
total fraction of TPs of C. asiatica contains 30% AA, 40% asiaticoside and 30% madecassic
acid. C. asiatica can be found in South Africa, Australia, Oceania, and Southeast Asian
countries (mainly India and China, but also Japan, Malaysia, and Indonesia). It is used both
in the traditional far eastern and modern western phytotherapy due to the wide range of
valuable pro-health properties and supporting the treatment of many diseases, especially
those with inflammation [3—6]. The in vitro and in vivo studies so far have confirmed a
number of pharmacological properties of AA, which include anti-cancer, hypotensive,
cardioprotective, anti-infarction, anti-stroke, antihyperlipidemic, antidiabetic, hepatopro-
tective, gastroprotective, nephroprotective, diuretic, immunostimulatory, neuroprotective,
nootropic, anti-Parkinson’s, anti-Alzheimer’s, anti-osteoporosis, antimalarial, antifungal,
antiviral, anti-photoaging, supporting the treatment of burns and non-healing diabetic
wounds, as well as a spermicidal effect [1,2,7-10]. Nowadays, in view of the fact that
this plant shows an overall health-promoting effect, in its countries of origin it is con-
sumed prophylactically both in the form of nutraceutical preparations and as an addition
to salads and drinks. Moreover, C. asiatica is an ingredient in ointments, cosmetics, and
toothpaste [11,12].

However, few literature reports describe the antimicrobial properties of AA. The
experiments carried out in recent years have proved that this acid has a significant an-
tibacterial effect when used alone as well as in combination with antibiotics. These studies
focused primarily on bacteria living in suspension, i.e., planktonic forms. They included
the determination of the MIC value (minimum inhibitory concentration) of the acid, its
effect on bacterial survival, cell morphology and integrity of the bacterial membrane, and
the impact on bacterial virulence factors such as hydrophobicity of the cell’s surface, ability
to move, synthesis of curli fimbriae and P-type fimbriae [13-22]. Up to date, few studies
have investigated the effect of AA on the ability of bacteria to form biofilms, and these
studies have mainly concentrated on single-species consortia [21-24].

The impact of AA on multispecies biofilms has not been described so far. Therefore,
our research aimed to determine the effect of AA on the growth dynamics and the number
of uropathogenic bacteria living in biofilms. The amount of biofilm mass formed and
its structure, cell morphology, and metabolic activity of bacilli living in mono- (E. coli;
E. cloacae; P. aeruginosa), dual- (E. coli + E. cloacae; E. coli + P. aeruginosa), and triple-species
biofilms (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) at various stages of their development (adhesion,
maturation, dispersion, and migration) were also established.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains
Three uropathogenic reference strains from the American Type Culture Collection

(ATCC) were used in the study: Escherichia coli CFT073, Enterobacter cloacae ATCC-BAA
2468, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25000.
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2.2. Asiatic Acid

Asiatic acid (AA, purity 97%) was purchased from Sigma-Aldrich (Poland). Stock
AA with a concentration of 4 mg/mL was prepared each time by dissolving the acid in
an aqueous DMSO solution. For further experiments, stock AA was diluted with the
appropriate culture medium.

2.3. MIC (Minimal Inhibitory Concentration) and MBC (Minimal Bactericidal Concentration)
Determination

The MIC and MBC values of AA against examined bacterial strains were established
using the 2-fold microdilution method according to CLSI [25]. The MIC was the lowest
concentration of AA that prevented the visible growth of bacteria in the microtitre plate.
The MBC was the lowest concentration of AA that killed bacteria. The MBC value was
determined by subculturing bacterial samples to agar plates.

2.4. Preparation of the Bacterial Suspension

Strains cultures were grown overnight on TSB (Tripticasein Soy Broth, Biocorp, Poland)
at 37 °C. Then, bacteria were transferred to fresh TSB and incubated at 37 °C for 2 h in the
shaking water bath (Julabo SW-22, Poland). Following incubation, while bacterial cells
were in the log phase of growth, the bacterial suspensions were centrifuged and suspended
in PBS to reach the final density of 0.5 McFarland (108 CFU/mL). The suspensions prepared
in this way were used in the experiments.

2.5. Biofilm Cultures

Cultures were carried out in 96-well polystyrene microtiter plates for 6, 24, 48, 72, and
96 h. Single species (E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa), dual-species (E. coli + E. cloacae; E. coli
+ P. aeruginosa), and triple-species (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa). The control biofilm
samples did not contain AA, while the test samples contained AA at a concentration of
0.5 x MIC.

2.6. The Bacterial Cell Count in Biofilm Cultures

Bacterial survival in biofilm was established after each time of incubation: 6, 24, 48, 72,
and 96 h. Biofilm cultures were gently washed to remove cells unattached to the biofilm
matrix. The biofilm deposited on the walls of the microtiter plate wells was scraped by
hand with a sterile spatula, transferred to microtubes containing PBS, and vortexed for
3 min to disperse the biofilm uniformly [26]. The CFU/mL values were assessed by plating
serial dilutions on chromogenic coliform agar (Graso Biotech, Poland).

2.7. Determination of the Biofilm Mass by Spectrophotometric Method

Unbound cells were removed from the 6, 24, 48, 72, and 96 h biofilm cultures by
gentle washing three times with sterile PBS. Then, 1% crystal violet (CV) was added to
each well and incubated at 37 °C for 15 min in order to penetrate the CV into the structure
of the biofilm. The dye was then removed, and 95% ethanol was added to elute the CV
from the biofilm matrix. After 15-min incubation at room temperature, the optical density
(OD) was measured at a wavelength of 590 nm on a microplate reader (HiPo MPP-96®
BIOSAN, Poland). On the basis of the OD value, the bacteria were classified into one of
the following groups: OD < ODc—non-biofilm producer; ODc < OD < 2 x ODc—weak-
biofilm producer; 2 x ODc < OD < 4 x ODc—moderate-biofilm producer; 4 x ODc <
OD—strong-biofilm producer. The ODc value was calculated as the sum of the mean OD
values for the blank (TSB) and 3 times the standard deviation of the mean OD value for the
TSB [27-29]. The ODc value was 0.218.
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2.8. Determination of the Metabolic Activity of Bacteria in a Biofilm Using the Spectrophotometric
Method

2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride (TTC) (10%) was added to 6, 24, 48, 72, and 96 h
biofilm cultures. The metabolically active bacteria reduced TTC to red triphenyl formazan.
After 24 h of incubation at 37 °C, plankton cells were removed by washing the biofilm
cultures with sterile PBS. Then, 95% ethanol was added to each culture and after 15 min
of incubation at room temperature, the amount of produced triphenyl formazan was
measured spectrophotometrically at a wavelength of 490 nm (HiPo MPP-96® BIOSAN,
Poland) [30,31].

2.9. Effect of AA on Bacterial Cell Morphology

Bacterial biofilms were incubated at 37 °C for 6, 24, 48, 72, and 96 h with AA at a
concentration of 0.5 x MIC. Washed with PBS samples were then Gram-stained and ob-
served under the microscope (Nikon Eclipse 400). The changes in bacterial cell morphology
were recorded.

2.10. Statistical Analysis

Each experiment was repeated three times (so-called technical repeat); the grown
bacterial colonies were counted from 6-8 plates, and the optical density was read from
6 wells of the microtiter plate, which gives a total of 1824 so-called biological repeats.
The final results are average values. The nonparametric Kruskal-Wallis test followed by a
Dunn’s multiple comparison test were used to analysis of the obtained results. Statistical
calculations were made using Statistica 13.3. (Stat Soft, Krakéw, Poland). Values of p < 0.05
were considered statistically significant.

3. Results and Discussion
3.1. MICs and MBCs Determination

The susceptibility of bacterial strains to analyzed plant compounds is specified by
determining the MIC and MBC values. The MIC and MBC values of AA against the
Gram-negative reference strains used in this study were 1536 and 2048 pg/mL for both
E. coli CFT073 and P. aeruginosa ATCC25000, as well as 1024 and 1536 pug/mL for E. cloacae
ATCC-BAA2468, respectively (Table 1).

Table 1. MIC (minimum inhibitory concentration) and MBC (minimum bactericidal concentration)
values of asiatic acid (AA) against bacterial strains.

E. coli E. cloacae P. aeruginosa

CFT073 BAA2468 ATCC 25000
AA concentration MIC 1536 1024 1536
(ug/mL) MBC 2048 1536 2048

In our previous study concerning the antimicrobial activity of AA against clinical E.
coli strains, it was found that the MIC values of AA were also high, ranging from 512 to
>1024 ug/mkL [17,18]. The MIC values of AA against P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa ATCC
27853, and E. coli ATCC2 5922 obtained by Garo et al. [23] and Acebey-Castellon et al. [14]
were >128 pug/mL. There were significantly lower MIC and MBC values of AA against E. coli
O157:H7, Salmonella typhimurium DT104, and P. aeruginosa and they were 2040 ug/mL
and 32-46 pug/mlL, respectively [19]. The differences of MICs of AA for bacteria belonging
to the same species may be due to the different origins (sources). Strains used in the
current study are classified as uropathogenic. According to the American Type Culture
Collection (ATCC), E. coli CFT073 has been isolated from blood and urine from a woman
with acute pyelonephritis and P. aeruginosa ATCC 2500—from the urine of a catheterized
patient. Garo et al. [23] used P. aeruginosa PAO1 from an infected wound; Acebey-Castellon
et al. [14] used E. coli ATCC 25922 clinical isolate of unknown origin and P. aeruginosa
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ATCC 27853 isolated from blood culture. Liu et al. [19] tested enterohemorrhagic E. coli
0157:H7 being a major foodborne pathogen and P. aeruginosa isolated from products of
animal origin. Moreover, the differences in MICs of AA obtained by us and those of other
researchers may be caused by different methods used to determine them. In our study the
microdilution method was used, other researchers used the disc diffusion method.

Several studies have also determined the effect of AA on Gram-positive strains. As
a rule, MIC and MBC values of AA against strains that belong to this group are lower
compared to Gram-negative strains. Liu et al. [19] determined the susceptibility of Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, and Bacillus cereus to AA. The MIC
and MBC values ranged between 18—44 ug/mL and 28-56 ug/mL, respectively. Even lower
MIC values of AA, 10-20 ug/mL, were obtained by Harnvoravongchai et al. [22] against
Clostridium difficile strains. However, it should be noted that the MIC values of AA against
Gram-positive strains are not always as low as in above-mentioned studies. According
to our other previous studies [21], those values against clinical E. faecalis strains were
64-128 ng/mL. Comparable results were obtained by Acebey-Castellon et al. [14] against
S. aureus ATCC25923 (MIC > 128 pug/mL) and E. faecalis ATCC29212 (MIC = 128 pg/mL).
According to studies conducted on S. aureus strains, the MIC and MBC values of AA ranged
between 20-160 pg/mL [32].

When comparing the antibacterial activity of different compounds against Gram-
negative and Gram-positive strains, it can be observed that the MIC values are generally
higher against the former. This is related to differences in terms of the structure of cell
envelopes of these two groups of bacteria. The outer membrane is a significant structure
found in Gram-negative bacteria, which has a specific chemical structure that impedes
the penetration of antibacterial compounds into the cell. It should be noted that bacte-
ria that belong to the same group (Gram-positive/Gram-negative), or even to the same
species, may differ significantly in their susceptibility to the same antibacterial compounds,
resulting in different MIC values. The reason for these differences should also be found
in various sources of microbes (clinical, environmental, or reference strains) and their
individual characteristics.

3.2. The E. coli Cell Count in Mono-, Dual-, and Triple-Species Biofilms Untreated with AA

Comparing the number of live E. coli cells in mono-species biofilm and dual-species
consortia (E. coli + E. cloacae and E. coli + P. aeruginosa), it was found that the presence of
either E. cloacae or P. aeruginosa in the bacterial cultures limited the growth of E. coli rods
(Figure 2).

This may indicate antagonistic interactions between bacteria. However, statistically
significant inhibition of E. coli growth (p < 0.05) was noted in the E. coli + E. cloacae biofilm
only in 6 and 24 h cultures. When comparing the viable E. coli cells count in the mono-
species biofilm and in the dual-species consortium co-created with P. aeruginosa, it was
found that the presence of P. aeruginosa significantly limited the growth of E. coli rods at all
stages of biofilm formation (p < 0.05) except for the young 6 h culture. The data contained
in Figure 2 also show that the simultaneous presence of E. cloacae and P. aeruginosa in the
triple-species biofilm (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) significantly limited the E. coli
growth at all stages of its formation compared to the number of E. coli cells growing in
mono-species biofilm as well as dual-species biofilm co-created with E. cloacae (p < 0.05).
The reduction in E. coli growth in the triple-species consortium compared to the number of
these rods in the dual-species biofilm co-created with P. aeruginosa was noticed only in 24
and 48 h samples (p < 0.05).
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Figure 2. The survival of E. coli rods in mono-, dual-, and triple-species biofilms. Statistically significant differences were
noted with an asterisk (* p < 0.05).

3.3. The E. cloacae Cell Count in Mono-, Dual- and Triple-Species Biofilms Untreated with AA

Comparing the number of living E. cloacae cells in a single-species biofilm with their
number in dual-species (E. coli + E. cloacae) and triple-species (E. cloacae + E. coli + P. aerugi-
nosa) biofilms, a statistically significant reduction in E. cloacae cells count was found in both
multispecies biofilms at all stages of their development (p < 0.05). Such a result may be
due to the antagonistic interactions between bacteria (Figure 3). Statistically significant
differences in the number of E. cloacae cells were noted in 24 and 48 h dual-species biofilms
compared to triple-species biofilms (p < 0.05).
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Figure 3. The survival of E. cloacae rods in mono-, dual-, and triple-species biofilms. Statistically significant differences were
noted with an asterisk (* p < 0.05).
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3.4. The P. aeruginosa Cell Count in Mono-, Dual- and Triple-Species Biofilms Untreated with AA

As shown in Figure 4, the number of live P. aeruginosa cells in the dual-species biofilm
(P. aeruginosa + E. coli) compared to the monoculture was significantly lower in the young 6
and 24 h biofilms and the oldest 96 h culture (p < 0.05). In contrast, the P. aeruginosa cells
count in the 48 and 72 h dual-species biofilms significantly increased in comparison with
the number of these cells noticed in the monoculture (p < 0.05).
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P. aeruginosa in dual biofilm with E. coli
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Figure 4. The survival of P. aeruginosa rods in mono-, dual-, and triple-species biofilms. Statistically significant differences

were noted with an asterisk (* p < 0.05).

A very similar relationship was observed between single- and triple-species biofilms.
Interestingly, the presence of the other bacterial species did not disturb the growth of
P. aeruginosa, on the contrary, the P. aeruginosa rods grew better in mixed consortia than in
the monoculture (Figure 4).

The results obtained concerning bacterial survival indicate that single-species biofilms
have higher cell counts for individual bacterial species than dual- and triple-species biofilms.
This indicates the presence of mutually antagonistic interactions between microbial strains
living in mixed biofilms. The growth of E. coli in dual-species consortia was limited by
the presence of E. cloacae and P. aeruginosa; P. aeruginosa showed stronger antagonism to
E. coli. It should be noted that E. coli cell counts were lowest when the bacilli grew in a
triple-species biofilm. Similarly, the presence of E. coli significantly reduced the growth
of E. cloacae. In contrast, P. aeruginosa growth was limited by the presence of E. coli only
in young biofilms. The antagonism noted between P. aeruginosa and E. coli is reflected in
observations made by other researchers. Machado et al. [33] analyzed 6-day single- and
dual-species biofilms composed of P. aeruginosa ATCC10145 and E. coli K12MG1655. In
single-species biofilms, the number of cells for each strain was higher compared to the dual-
species consortium. According to Vanysacker et al. [34], biofilms formed on microfiltration
membrane surfaces by E. coli LMG 2092T and P. aeruginosa PA14, the number of cells for
each strain was higher in single-species consortia compared to the dual-species biofilm.
Based on the above-mentioned results, it can be concluded that E. coli and P. aeruginosa
interact antagonistically. Cerqueira et al. [35] obtained slightly different results. They
observed that E. coli cell counts in single-species biofilms were higher and P. aeruginosa cell
counts were lower than when these strains formed a common dual-species consortium.
P. aeruginosa, however, outnumbered E. coli only after 48 h of collective growth. Kuznetsova
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et al. [36] evaluated the survival of the E. coli strain and different strains of P. aeruginosa in
monocultures and in mixed dual-species cultures. Three strains of P. aeruginosa were used
in that study: reference strain ATCC 27853, clinical strain BALG (strong-biofilm producer),
and clinical strain 9-3 (weak-biofilm producer). E. coli cell counts decreased only in 6 h
mixed biofilms formed with both clinical strains of P. aeruginosa. However, E. coli cell counts
were the same in the presence of the P. aeruginosa reference strain. The survival rate of the
ATCC 27853 strain also remained unchanged in the presence of E. coli. In contrast, there was
also a decrease in the number of the other two clinical strains of P. aeruginosa in dual-species
consortia; as early as 6 h of incubation for the strain that was a weak-biofilm producer and
as late as 12 h for the strain that was a strong biofilm producer. Two other research teams
observed a lack of antagonistic relationships in dual-species biofilms formed by E. coli and
P. aeruginosa. Oliveira et al. [37] noted that in single-species biofilms formed on polystyrene
surfaces by E. coli CECT434 and P. aeruginosa PAO1, the number of cells for each strain
was lower compared to dual-species biofilms. Solis-Velasquez et al. [38] also showed that
E. coli ATCC 11229 and P. aeruginosa ATCC 15442 cell counts in the dual-species biofilm
were higher than cell counts for individual strains growing in monocultures.

As is well known, the phenomenon of “quorum sensing” (QS) is one of the main
factors that are significant during biofilm formation. QS helps bacteria not only regulate
the number of cells within their own species, but also influence the number of bacteria
of another species living in the same consortium. Mirani et al. [39] observed that in a
common mixed culture of P. aeruginosa and E. coli, the number of cells for each species
varied according to the stage of biofilm formation. In a young, 24 h consortium, E. coli
was numerically superior to P. aeruginosa. However, the situation was reversed in the case
of an older, 48 h biofilm. Only P. aeruginosa strains producing cis-2-decenoic acid (CDA)
had antagonistic effects on E. coli. CDA belongs to a group of diffusible molecules that
are involved in interspecies signaling and they modulate the behavior of other microbes.
Interestingly, CDA molecules also had the ability to disperse the formed E. coli biofilm.
Additionally, it was found that P. aeruginosa produced more CDA when cultured in a biofilm
mixed with E. coli [40]. Rahmani-Badi et al. [41] observed that pure CDA was also capable of
inhibiting the production of single- and dual-species biofilms formed by E. coli ATCC 25922
and K. pneumoniae ATCC 700603. The pure CDA also caused the dispersion of biofilms
already formed by these bacterial species. In addition to CDA production, P. aeruginosa
secretes significant amounts of extracellular rhamnolipids (RHL) and signaling molecules,
including N-acyl-L-homoserine lactone (AHL) involved in QS. P. aeruginosa bacilli living
in mixed biofilms use RHL to disperse the biofilm matrix, facilitating their access to
iron and oxygen, for which they compete with other microbes. With AHL molecules
activating P. aeruginosa bacilli to intense divisions, this species numerically dominates in
mixed biofilms [40,42]. Cao et al. [43] found that P. aeruginosa PAO1C growing as colonies
secreted signalling molecules of alkyl quinolones (AQ) in response to the presence of E.
coli DH5x colonies. Interestingly, the appearance of AQ at the periphery of E. coli colonies
occurred well before the physical fusion of colonies of these two bacterial species. It is
clear that varied species of bacteria living together interact with each other. As indicated
by Bhattacharjee et al. [44], more intense growth of P. aeruginosa in mixed biofilms formed
together with E. coli is associated not only with QS but also with the topography of a
surface on which the biofilm grows. The prevalence of P. aeruginosa occurs only when
the culture is cultivated on a flat surface. During biofilm growth on undulating surfaces,
E. coli bacilli are less likely to disperse. This phenomenon is related to the production of
indole by E. coli cells, which reduces the dispersive response of these bacilli to signalling
compounds secreted by P. aeruginosa. Moreover, indole was found to play a significant role
in the survival of E. coli in a mixed biofilm by inhibiting the production of pyocyanin and
other AHL-regulated virulence factors of P. aeruginosa [45].
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The importance of extracellular metabolites in the interactions between P. aeruginosa
and E. coli is supported by Lopes et al.’s study [46]. The authors determined the effect of
supernatants containing metabolites of planktonic forms and biofilm forms of P. aeruginosa
ATCC 10145 on the growth of both planktonic forms and biofilm forms of E. coli K12MG1655
and vice versa. It was found that the supernatant extracted from planktonic forms of E. coli
stimulated biofilm formation by P. aeruginosa bacilli, however, it did not affect their survival.
In contrast, the supernatant obtained from the planktonic culture of P. aeruginosa did not
affect either biofilm production by E. coli or the survival of these bacilli. Lopes et al. [46]
also showed that metabolites found in the aeruginosa bacilli to intense divisions, this species
numerically dominates in mixed biofilms [40,42]. Cao et al. [43] found that P. aeruginosa
PAOIC growing as colonies secreted signaling molecules of alkyl quinolones (AQ) in
response to the presence of E. coli DH5« colonies. Interestingly, the appearance of AQ
at the periphery of E. coli colonies occurred well before the physical fusion of colonies
of these two bacterial species. It is clear that varied species of bacteria living together
interact with each other. As indicated by Bhattacharjee et al. [44], more intense growth of
P. aeruginosa in mixed biofilms formed together with E. coli is associated not only with QS
but also with the topography of a surface on which the biofilm grows. The prevalence of
P. aeruginosa occurs only when the culture is cultivated on a flat surface. During biofilm
growth on undulating surfaces, E. coli bacilli are less likely to disperse. This phenomenon
is related to the production of indole by E. coli cells, which reduces the dispersive response
of these bacilli to signaling compounds secreted by P. aeruginosa. Moreover, indole was
found to play a significant role in the survival of E. coli in a mixed biofilm by inhibiting
supernatant obtained from P. aeruginosa biofilm culture strongly stimulated the growth of
planktonic forms, however, they inhibited the formation of biofilm formed by E. coli. They
also significantly reduced the survival rate of E. coli. Metabolites found in the supernatant
obtained from E. coli biofilm culture did not affect either the growth of planktonic forms
or biofilm mass formation by P. aeruginosa. However, they decreased the survival rate
of P. aeruginosa in the biofilm. Castonguay et al. [47] conducted a study focusing on
mixed biofilm formation by E. coli PHL565 and Pseudomonas putida MT2. It should be
noted that these strains differed in terms of their adhesive capabilities. The former strain
was non-adherent and thus incapable of forming a biofilm, while the latter one showed
extraordinarily strong adhesive properties and formed a thin biofilm even on glass surfaces.
Interestingly, in a mixed culture, E. coli PHL565 bacilli were able to adhere to surfaces and
they formed a biofilm together with P. putida.

3.5. Formation of Biofilm Mass by Uropathogenic Rods in Mono-, Dual- and Triple-Species
Biofilms Untreated with AA

The amount of biofilm mass created by individual species of bacteria allowed to
differentiate them into weak, moderate, or strong biofilm producers. Depending on the
optical density (OD) value, the strains were classified into one of 4 groups: ODsgy <
0.218—no biofilm, 0.218 < ODs59g < 0.436—weak biofilm, 0.436 < OD59g < 0.872—moderate
biofilm, and ODsgg > 0.872—strong biofilm.

The E. coli strain formed a weak biofilm at all stages of development (Figure 5). The
highest amount of biofilm was recorded in the 6 h culture (ODsgg = 0.406), and the lowest
in the 48 h one (ODsgy = 0.261). The E. cloacae strain produced a weak biofilm (0.281 <
ODsgg < 0.329) at all stages of its formation except for the 24 h culture in which the mean
ODsgg value was 0.574, indicating the average biofilm mass production. The P. aeruginosa
strain was the best biofilm producer. It produced a moderate biofilm (0.802 < ODsgy <
0.836) at all stages of biofilm maturation, except for the 6 h culture (ODsgy = 0.370).

As shown in Figure 5, E. coli and E. cloacae grown together in the 24, 48, and 72 h
dual-species consortia produced less biofilm mass than when they were grown separately.
However, statistical significance was only demonstrated in the 24 h culture (p < 0.05).

An interesting result was obtained for the dual-species biofilm of E. coli + P. aeruginosa
in comparison to the mono-species biofilm formed by P. aeruginosa. It is clear that the
E. coli rods act antagonistically inhibiting EPS production by P. aeruginosa. The strongest
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inhibitory effect was observed especially in 24, 48, and 72 h cultures where the reduction
in biofilm mass was 34%, 51%, and 30%, respectively (p < 0.05) (Figure 5). Similar results
were obtained for the triple-species biofilm of E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa. The greatest
reduction in biofilm mass synthesis (52%) was recorded in the 48 h culture in comparison
to P. aeruginosa monoculture (p < 0.05) (Figure 5).
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Figure 5. The biofilm mass production by bacteria living in mono-, dual-, and triple-species biofilm consortia. Statistically

significant differences were

noted with an asterisk (* p < 0.05).

According to our study, E. coli and E. cloacae formed weak single-species biofilms,
while the P. aeruginosa strain had much stronger biofilm production. Moreover, Wang
et al. [48] observed that the clinical strains of P. aeruginosa produced significantly greater
biofilm mass than E. coli, E. faecalis, S. aureus, K. pneumoniae, E. cloacae, and Klebsiella oxytoca.
The present study also found that the amount of produced biofilm mass was usually
greater in single-species consortia compared to dual- and triple-species biofilms. The fact
that the amount of biomass produced in mature mixed biofilms was smaller than the
amount of biomass produced at the same stage of biofilm formation by each individual
species provides evidence of antagonistic interactions between the analyzed bacteria. This
was particularly evident in the dual-species biofilm, in which the amount of extracellular
polymeric substance (EPS) produced by P. aeruginosa was decreased by the presence of
E. coli. These findings contradict studies of other research groups [36,49-51]. Qian et al. [49]
found that the amount of biofilm mass produced by single-species consortia of E. coli ATCC
25922 and E. cloacae ATCC 13047 was smaller than that in mixed biofilm. Kuznetsova
et al. [36] also observed that the amount of biomass in dual-species biofilms composed
of E. coli and P. aeruginosa was significantly greater compared to single-species biofilms.
Similarly, Liu et al. [50] observed synergism during the formation of dual-species biofilms
containing Burkholderia caryophylli and E. coli O157:H7, as well as Ralstonia insidiosa and
E. coli O157:H7. Moreover, Culotti et al. [51] observed that the growth and synthesis
of biofilm mass produced by E. coli DH5x were more intense when these bacteria grew
together with P. aeruginosa PAO1. Interestingly, P. aeruginosa grew only in clusters, whereas
E. coli occupied a much larger area, growing as a lawn. On the other hand, Machado
et al. [33] found that the amount of biofilm mass formed by P. aeruginosa ATCC 10145 and
E. coli K12MG1655 after the 6-day incubation was similar whether the bacteria grew in
monocultures or formed a common consortium.
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3.6. Metabolic Activity of Uropathogenic Rods in Mono-, Dual- and Triple-Species Biofilms
Untreated with AA

The results presented in Figure 6 show that the highest metabolic activity was noticed
in the 6, 24, and 48 h E. cloacae monocultures as well as in the 96 h monoculture of E. coli.
The weaker metabolic activity was exhibited in the single-species P. aeruginosa cultures
regardless of the stage of biofilm development. It was also observed that the simultaneous
presence of E. coli + E. cloacae and E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa resulted in a reduction
in metabolic activity in 24 h cultures compared to the activity of E. cloaceae rods growing
in a mono-species consortium (p < 0.05). Therefore, it can be concluded that strains are
mutually antagonistic. The metabolic activity of bacteria living in the dual-biofilm of E.
coli + P. aeruginosa seems to be lower than the activity of E. coli growing in monoculture. In
addition, the metabolic activity of bacteria growing in triple-species biofilms in 24, 48, and
96 h cultures was weaker than when these species lived in mono-species consortia, but the
results have no statistical significance (p > 0.05).
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D E.coli + P.aeruginosa B E.coli + E.cloacae + P.aeruginosa

Figure 6. The metabolic activity of bacteria living in mono-, dual-, and triple-species biofilm consortia. Statistically
significant differences were noted with an asterisk (* p < 0.05).

Machado et al. [33] determined the metabolic activity of P. aeruginosa ATCC 10145 and
E. coli K12MG1655 strains in 6-day mono-cultured biofilms. In a monoculture, P. aeruginosa
had higher metabolic activity than E. coli. This result is contrary to the one obtained in
our current study. According to our study, P. aeruginosa had weaker metabolic activity
compared to E. coli and E. cloacae. However, this study and Machado et al.’s study [33]
found that bacteria growing in mixed consortia had lower metabolic activity than single-
species consortia.

Interestingly, the present study showed that the amount of formed biofilm mass
does not correlate with the metabolic activity of the bacteria. E. cloacae and E. coli strains
producing only a weak biofilm had higher metabolic activity than better biofilm-producing
P. aeruginosa.

The present study also attempted to determine the effect of AA on survival, biofilm
mass production, and metabolic activity of E. coli, E. cloacae, and P. aeruginosa growing
in monocultures and in mixed biofilms. The obtained results indicate that AA has an
antibacterial effect on bacteria growing in all tested biofilms.
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3.7. The E. coli Cell Count in Mono-, Dual-, and Triple-Species Biofilms Treated with AA

In mono-species biofilm formed by E. coli (Figure 7A), regardless of its maturity stage,
a statistically significant decrease in the number of viable bacteria under the influence of
AA was noted in comparison with the control sample (p < 0.05). The greatest reduction in
the number of viable cells (4 log10) occurred after 24 h of incubation. The weakest effect of
AA was recorded in the older 72 and 96 h biofilms (Figure 7A).
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Figure 7. The survival of E. coli rods in mono- (A), dual- (B,C), and triple-species (D) biofilms treated with asiatic acid (AA)
in comparison to untreated biofilms. Statistically significant differences were noted with an asterisk (* p < 0.05). The photos
show bacterial colonies grown on chromogenic coliform agar inoculated from 24-hour biofilm cultures.



Biomolecules 2021, 11, 1754

13 of 24

9.0
— 8.0
£ 70
-]

S 6.0

S 5.0

—

X 40

g

E 3.0

a 2.0
1.0
0.0

The data contained in Figure 7B,C show that this acid reduced the number of E. coli
also in dual-species biofilms (E. coli + E. cloacae + AA and E. coli + P. aeruginosa + AA) as
well as triple-species biofilm (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA; Figure 7D) compared
to the number of E. coli cells grown in the consortia untreated with AA.

Analyzing the effect of AA on the survival of bacteria in a dual-species biofilm (E. coli
+ P. aeruginosa; Figure 7C), it was noticed that the acid inhibited the growth of E. coli in the 6,
24, and 48 h biofilms and the reduction was 2.6 log10, 2.5 1og10, and 0.6 log10, respectively
(p < 0.05). No inhibitory effect of AA on the survival of E. coli bacilli was observed only in
the mature 72 and 96 h dual-species culture of E. coli + P. aeruginosa + AA.

Comparative analysis of E. coli survival in mono-species biofilm treated with AA
with survival of these bacteria in dual-species (E. coli + E. cloacae + AA and E. coli + P.
aeruginosa + AA) and triple-species (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA) biofilms, also
in the presence of the AA (Figure 8), showed that the acid was most effective against E. coli
living in mono-species biofilm regardless of its stage of development (p < 0.05). On the
other hand, E. coli bacilli showed the lowest sensitivity to the action of AA, living in a
triple-species consortium (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA) in 6, 24, and 48 h cultures.

S
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W E. coli in dual biofilm with E. cloacae + AA
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B E. coli in triple biofilm with E.cloacae and P.aeruginosa + AA

Figure 8. Comparison of the E. coli rods survival in mono-species biofilm with the survival of E. coli rods growing in dual-

and triple-species consortia treated with asiatic acid (AA). Statistically significant differences were noted with an asterisk

(*p < 0.05).

3.8. The E. cloacae Cell Count in Mono-, Dual-, and Triple-Species Biofilms Treated with AA

As shown in Figure 9A, AA significantly reduced the E. cloacae cells count in mono-
species biofilm at all stages of its development (p < 0.05). The most effective antibacterial
activity of the acid was recorded in the oldest 96 h biofilm (8.6 log10 reduction). The data
in Figure 9 show that AA also significantly reduced the number of E. cloacae cells in both
dual- (Figure 9B) and triple-species biofilm (Figure 9C) (p < 0.05) at all stages of their
development.
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Figure 9. The survival of E. cloacae rods in mono- (A), dual- (B), and triple-species (C) biofilms treated with asiatic acid (AA)
in comparison to untreated biofilms. Statistically significant differences were noted with an asterisk (* p < 0.05). The photos
show bacterial colonies grown on chromogenic coliform agar inoculated from 24-hour biofilm cultures.

Comparative analysis of the effect of AA on E. cloacae survival in mono-, dual-, and
triple-species biofilms (Figure 10) showed that the acid had the weakest antibacterial effect
on the E. cloacae grown a triple-species biofilm. The acid was most effective against E. cloacae
living in mono-species biofilm regardless of its stage of development (p < 0.05) with the

exception of the young 6 h culture where E. cloacae rods grew much better than in dual- as
well as triple-species consortia (p < 0.05).
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Figure 10. Comparison of the E. cloacae rods survival in mono-species biofilm with the survival of E. cloacae rods growing

in dual- and triple-species consortia treated with asiatic acid (AA). Statistically significant differences were noted with an

asterisk (* p < 0.05).

3.9. The P. aeruginosa Cell Count in Mono-, Dual-, and Triple-Species Biofilms Treated with AA

The data presented in Figure 11 show that AA significantly reduced the number
of viable P. aeruginosa cells in mono-, dual-, and triple-species biofilms compared to the
untreated samples at all stages of their development (p < 0.05). The greatest decrease in the
P. aeruginosa cells count was recorded in 72 h mono- and triple-species biofilms (Figure 11C);
reduction values were 3.2 log10 and 3.5 log10, respectively. In the dual-species biofilm
(Figure 11B), the AA showed the best bactericidal activity on the P. aeruginosa rods grown
in 48 and 72 h cultures with a growth reduction of 3.2 log10.

Comparing the P. aeruginosa cells count in all AA-treated biofilms (Figure 12), it
can be concluded that the acid exhibited the most effective antibacterial activity against
P. aeruginosa rods growing in the 6, 24, and 96 h triple-biofilm cultures comparing them to
mono-species consortia. This situation undoubtedly proves that the presence of additional
species in the culture (E. coli and E. cloacae) strongly antagonizes the P. aeruginosa strain. As
a result of these interactions, the P. aeruginosa strain becomes more susceptible to AA.

The reduction in the number of viable cells depended on the duration of AA and
whether a bacterial strain grew in a single- or multi-species consortium. AA the most
reduced bacterial counts in single-species biofilms while slightly less in dual- and triple-
species biofilms (Figures 8 and 10). AA also inhibited EPS synthesis in all tested biofilms.
Under the influence of AA, there was also a decrease in the metabolic activity of bacilli living
in single-species biofilms at all stages of their formation. Our previous studies determining
the effect of AA on both Gram-negative [24], and Gram-positive [21], bacteria, as well as on
the formation and eradication of single-species biofilms, showed its antibacterial activity.
AA also supported the pharmacological effects of ciprofloxacin when removing mature
E. coli biofilm from urinary catheters [24]. Garo et al. [23] investigated the influence of
AA on single-species P. aeruginosa biofilm. AA showed antibiofilm activity. Furthermore,
it acted synergistically with ciprofloxacin and tobramycin. Bacterial susceptibility to
AA may be associated with membrane disintegration. This is confirmed by the results
obtained by Liu et al. [19], in which they proved that AA caused membrane damage in both
Gram-negative bacteria (E. coli O157:H7, S. typhimurium, P. aeruginosa) and Gram-positive
ones (L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, B. cereus). Meanwhile, the results of two
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other research teams did not prove the antibiofilm effect of AA against Gram-positive
bacteria [22,52]. Harnvoravongchai et al. [22] found that AA, even at concentrations several
times greater than the MIC value, had no inhibitory effect on biofilm formation by clinical
strains of Clostridium difficile. Moreover, Bharitkar et al. [52] observed that AA even at a
high concentration of 1250 ug/mL did not inhibit the growth of Lactobacillus acidophilus.
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Figure 11. The survival of P. aeruginosa rods in mono- (A), dual- (B), and triple-species (C) biofilms treated with asiatic acid
(AA) in comparison to untreated biofilms. Statistically significant differences were noted with an asterisk (* p < 0.05). The
photos show bacterial colonies grown on chromogenic coliform agar inoculated from 24-hour biofilm cultures.
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The results obtained by other authors indicate that different antibacterial agents show
better activity against single-species biofilms than multi-species biofilms. The results of
this study, however, are difficult to discuss because they are novel. No research group has
investigated the effects of AA on bacteria living in multispecies consortia so far. According
to Schwering et al. [53], dual-species biofilms of E. coli and E. cloacae are up to 300 times more
resistant to chlorine than single-species biofilms. Furthermore, Qian et al. [49] investigated
the effect of luteolin on mixed biofilm formed by E. coli ATCC 25922 and E. cloacae ATCC
13047. Qian et al. [49] found that luteolin had a much weaker effect than when the bacteria
were grown in monocultures.

3.10. Formation of Biofilm Mass by Uropathogenic Rods in Mono-, Dual-, and Triple-Species
Biofilms Treated with AA

The data presented in Figure 13 shows that AA significantly inhibited the synthesis of
biofilm formed by the rods growing in mono-species consortia (p < 0.05). The exceptions
were the 48 and 72 h E. coli cultures and a 72 h E. cloacae culture (p > 0.05). The most
effective anti-biofilm activity of AA was observed in P. aeruginosa cultures. P. aeruginosa
strain originally producing moderate biofilm (0.802 < ODsgg < 0.836) became a non-biofilm
producer (ODsgy < 0.218).

The results presented in Figure 14 show that AA reduced the amount of biofilm
produced by bacteria growing in dual-species E. coli + P. aeruginosa and triple-species E.
coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilms at all stages of their formation (p < 0.05). However,
in the dual-species E. coli + E. cloacae consortium, a significant reduction in biofilm mass
under the influence of AA was recorded only in 6 and 24 h cultures (p < 0.05). It is worth
noting that complete inhibition of biofilm synthesis (ODsgy < 0.218) was noted in all 6 and
24 h dual- and triple-species consortia (Figure 14).
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Figure 13. The influence of the asiatic acid (AA) on the biofilm-mass production by bacteria living in mono-species consortia.
Statistically significant differences were noted with an asterisk (* p < 0.05).
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Figure 14. The influence of the asiatic acid (AA) on the biofilm-mass production by bacteria living in dual- and triple-species
consortia. Statistically significant differences were noted with an asterisk (* p < 0.05).

3.11. Metabolic Activity of Uropathogenic Rods in Mono-, Dual-, and Triple-Species Biofilms
Treated with AA

The results in Figure 15 show that AA reduced the metabolic activity of rods growing
in mono-species biofilms. However, statistically significant results were only reported for
the 24 and 48 h E. cloacae cultures (p < 0.05). It is worth emphasizing that AA did not reduce
the metabolic activity of bacteria living in dual-species or triple-species biofilms (p > 0.05)
(Figure 16). In contrast, the metabolic activity of bacteria growing in the triple-species
consortia (24 and 96 h) significantly increased in the presence of AA (p < 0.05).



Biomolecules 2021, 11, 1754 19 of 24

0.450 -
0.400
0.350
0.300
0.250

£

< 0.200

oD,

0.150
0.100

0.050

0.000

Biofilm incubation time [h]

W E.coli B E.coli + AA OE.cloacae
E E.cloacae + AA O P.aeruginosa B P.aeruginosa + AA

Figure 15. The influence of the asiatic acid (AA) on the metabolic activity of bacteria living in mono-species biofilms

(*p < 0.05).
0.450
0.400 -
0.350
0.300 - o
E.‘" | ==
€ 0.250 - g i
3 5
o 0.200 - :ﬁ ﬂ'
o ] [
0.150 - | ?
! ]
0.100 - g g
0.050 - B &
0.000 . : —
6
Biofilm incubation time [h]
OE.coli + E.cloacae O E.coli + E.cloacae + AA
@ E.coli + P.aeruginosa B E.coli + P.aeruginosa + AA
W E.coli + E.cloacae + P.aeruginosa B E.coli + E.cloacae + P.aeruginosa + AA

Figure 16. The influence of the asiatic acid (AA) on the metabolic activity of bacteria living in dual- and triple-species
biofilms (* p < 0.05).

It is also difficult to discuss the results of our study regarding the effect of AA on the
amount of formed biomass and the metabolic activity of bacteria living in biofilm consortia,
due to the lack of literature data in this regard. Nostro et al. [54] described changes in the
amount of biofilm and metabolic activity of E. coli and S. aureus that form a dual-species
consortium under the influence of two plant-derived organic compounds—citronellol
and eugenol. Citronellol had a better effect on single-species biofilms. The amount of
biofilm mass was smaller and the bacterial metabolic activity was weaker compared to the
dual-species consortium. In contrast, eugenol showed better antibiofilm activity on the
dual-species consortium.
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3.12. Effect of AA on Bacterial Morphology

The normal cell length of the investigated strains ranges from 0.8 to 3.0 pm (Figure 17A).
Various morphological changes were noted in AA-treated bacterial cells. In young 6 h
monocultures of E. coli and E. cloacae short filaments (5-15 pm) were observed. In older
biofilms (24-96 h) additionally, long filaments (>15 pm) have been found (Figure 17B). The
so-called “ghost” cells (partially lacking cell wall) were present in single-species mature
biofilms of E. coli (48-96 h) and E. cloacae (96 h) (Figure 17C). No morphological changes
were observed in the biofilms formed by P. aeruginosa. Short and long filaments, as well as
“ghost” cells, were observed in AA-treated dual-biofilm of E. coli + P. aeruginosa, regardless
of its maturation stage (Figure 17D). In young 6 h dual-biofilms formed by E. coli + E. cloacae
and triple-species biofilms (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa), only short filaments were
found, while in older biofilms (24-96 h), additionally long filaments and “ghost” cells were
observed (Figure 17E).

Figure 17. Morphological changes of bacterial cells under the treatment with asiatic acid (AA); (A)—untreated bacteria;
(B-E)—samples treated with AA: (B)—long filaments in E. coli + E. cloacae biofilms (24-96 h); (C)—"ghost” cells in E. coli
and E. cloacae biofilms (48-96 h); (D)—short filaments, long filaments and “ghost” cells in E. coli + P. aeruginosa biofilms
(6-96 h); (E)—short filaments, long filaments and “ghost” cells in E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilms (24-96 h) (Nikon
Eclipse 400; magnification, x1000).
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Our study showed that in the presence of AA, there were short filaments (5-15 um)
in young 6 h monoculture biofilms formed by E. coli and E. cloacae, and additionally
long filaments (>15 um) in older biofilms (24-96 h). “Ghost” cells were found in single-
species mature biofilms of E. coli (48-96 h) and E. cloacae (96 h). On the other hand, no
morphological changes were observed in mono-species biofilms formed by P. aeruginosa.
In dual-species biofilms formed by AA-treated E. coli + P. aeruginosa, there were short and
long filaments and “ghost” cells, regardless of the developmental stage of these biofilms
(Figure 17D). On the other hand, in young 6 h biofilms formed by E. coli + E. cloacae
there were only short filaments, while older biofilms (24-96 h) additionally contained long
filaments and “ghost” cells. In a triple-species biofilm (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) the
same changes as in the dual-species biofilm formed by E. coli + E. cloacae were observed. In
AA-treated biofilm cultures, there were changes in bacterial cellular morphology: short and
long filaments and “ghost” cells. Similar changes were observed in microscopic images of
E. coli cultures by Wojnicz et al. [17], who additionally found cells that were thickened, and
they had intracellular edema. Wojnicz et al. [21] also conducted research concerning the
effects of AA on biofilms formed by clinical E. faecalis strains. The cells of these cocci were
larger in terms of diameter, and they formed irregular aggregates instead of chains.

It is known that morphological changes of bacterial cells are determined by different
mechanisms. Cell filamentation may be caused by impaired synthesis of peptidoglycan
that builds the cell wall or impaired formation of division septa. PBP3 (penicillin-binding
protein 3) plays an important role in the formation of septa during bacterial cell division.
Inhibition of this enzyme’s activity causes cell elongation without cell division. Beta-lactam
antibiotics, which have an affinity for PBP3, exhibit such division inhibitory activity. They
cause filaments formation by E. coli and P. aeruginosa already at low antibiotic concentra-
tions [55,56]. However, this is not the only mechanism that leads to the filamentation of
bacterial cells. The filamentation of bacterial cells is also observed due to the inhibition
of replication caused by DNA damage or dysfunction of the FtsZ protein, which is a key
molecule for bacterial divisions. Delayed septum formation occurs due to inhibition of the
FtsZ by the SulA protein. This inhibits the formation of the division ring and causes PBP3
inactivation. Cell filamentation is also observed under the influence of fluoroquinolones
(e.g., ciprofloxacin) that contribute to blocking DNA replication by inhibiting gyrase activ-
ity [57,58]. It should be noted that both inhibitors of peptidoglycan synthesis and DNA
synthesis may result in the creation of “ghost” cells in which partial lysis of the cell wall has
occurred [59]. The mechanism of action of AA has yet to be thoroughly understood and
described. In our current study, the observed morphological changes in E. coli and E. cloacae
cells after exposure to AA confers the assumption that not only does it destroy the cell
membrane integrity and cause its dysfunction, but it can also penetrate the bacterial cell
and interact with DNA and/or proteins involved in the formation of the division septum.
In this way, AA could affect the replication process and interfere with the cell division of
the bacterial cell. Therefore, phenotypically altered bacteria may have a loss of ability to
adhere to host cells, which consequently reduces their virulence.

4. Conclusions

The results of this study show significant effects of AA on the survival of bacterial cells,
their morphology, ability to form single-, dual-, and triple-species biofilms, and metabolic
activity of the cells living in them. However, there is a need for further research concerning
AA as a documented bioactive substance, especially regarding its mechanism of action on
bacterial cells. It is even more necessary to define principles of validating the antimicrobial
activity of AA and principles of relating/converting the potency of its in vitro effect to
its in vivo therapeutic effect. AA could then be used as both a complementary agent and
adjunctive one for conventional antibiotic therapy applied for chronic UTIs. It could also
be a preventive measure for people who are prone to recurrent UTIs. As AA worked best
on young biofilms, the use of AA-containing formulations would be reasonable especially
during the initial stages of infection.
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Abstract: Multispecies bacterial biofilms are the often cause of chronic recurrent urinary tract infec-
tions within the human population. Eradicating such a complex bacterial consortium with standard
pharmacotherapy is often unsuccessful. Therefore, plant-derived compounds are currently being
researched as an alternative strategy to antibiotic therapy for preventing bacterial biofilm formation
and facilitating its eradication. Therefore, our research aimed to determine the effect of secondary
plant metabolite ursolic acid (UA) on the growth and survival, the quantity of exopolysaccharides
formed, metabolic activity, and morphology of uropathogenic Gram-negative rods living in single-
and mixed-species biofilms at various stages of their development. Spectrophotometric methods
were used for biofilm mass formation and metabolic activity determination. The survival of bacteria
was established using the serial dilution assay. The decrease in survival and inhibition of biofilm
creation, both single- and multispecies, as well as changes in the morphology of bacterial cells were
noticed. As UA exhibited better activity against young biofilms, the use of UA-containing formula-
tions, especially during the initial steps of urinary tract infection, seems to be reasonable. However,
the future direction should be a thorough understanding of the mechanisms of UA activity as a
bioactive substance.

Keywords: ursolic acid; plant metabolites; multispecies biofilm; urinary tract infections;
uropathogenic bacteria

1. Introduction

Ursolic acid (UA; 33-hydroxy-12-ursen-28-ic acid) belongs to the group of pentacy-
clic triterpenes (TPs), polycyclic compounds classified as secondary plant metabolites.
Large amounts of UA are found in the leaves of Arctostaphylos uva-ursi, known as bear-
berry. This plant is a pharmacopeial material with antibacterial, anti-inflammatory, and
diuretic properties, used in modern phytotherapy as an adjuvant in the treatment of uri-
nary tract infections (UTIs) [1-4].

The in vitro and in vivo studies to date have confirmed the numerous pharmacolog-
ical properties of UA, including antineoplastic, hypotensive, cardioprotective, antidia-
betic, nephroprotective, diuretic, immunostimulating, antimalarial, anticryptococcal, an-
tituberculous, and antiviral [5-12]. In addition, UA may accelerate the healing process of
wounds, stimulate muscle growth, and reduce the growth of adipose tissue, and it is also
a component of dermatological preparations, cosmetics, and dietary supplements for ath-
letes [13-15].

The experiments carried out in recent years have also shown that UA alone and in
combination with antibiotics (including p-lactams, tetracyclines, fluoroquinolones, and
aminoglycosides) shows significant antibacterial activity, but these studies mainly con-
cerned bacteria living in suspension—the so-called planktonic forms [16-42].
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The above studies included the determination of the minimal inhibitory concentra-
tion (MIC) value of UA and its influence on the survival of bacteria, on the morphology
of cells and bacterial membranes as well as on the impact on bacterial virulence factors
such as hydrophobicity of the surface of bacterial cells, ability to move, and synthesis of
the curli fimbria and P-type fimbria. Few research centers have investigated the effect of
UA on the ability of bacteria to form biofilms, and these studies have focused on single-
species consortia [30,41,43-57].

It is known that both the biofilms formed by commensal and pathogenic bacteria can
constitute single-species consortia but also can consist of many species of microorganisms.
Examples of both single- and multispecies structures are formed in the course of a urinary
tract infection (UTI). The main etiological factor of UTI is uropathogenic Escherichia coli,
accompanied by other species, including Enterobacter cloacae and Pseudomonas aeruginosa
[58]. The eradication of such a multispecies biofilm with standard pharmacotherapy is
often unsuccessful. Therefore, plant-derived compounds are currently being researched
as an alternative strategy to antibiotic therapy for preventing the formation of bacterial
biofilm and facilitating its removal. The effect of UA on multispecies biofilms is limited to
the influence of this acid on Gram-positive bacteria from the genus Streptococcus [59].

Therefore, our research aimed to determine the effect of UA on the growth and sur-
vival of E. coli rods living in single-, dual- (E. coli + E. cloacae; E. coli + P. aeruginosa), and
triple-species (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) biofilms at various stages of their devel-
opment. We also attempted to assess the differences in the amount of biofilm mass
formed, metabolic activity, and the morphology of bacteria with the treatment of UA in
the various biofilm consortia depending on their species content.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains

Three uropathogenic reference strains from the American Type Culture Collection
(ATCC) were used in the study: Escherichia coli CFT073 (ATCC 700928), Enterobacter cloacae
ATCC-BAA 2468, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25000. The strains were maintained at
-80 °C in nutrient broth containing 40% glycerol.

2.2. Cultural Media and Chemicals

The following culture media and chemicals were used: chromogenic coliform agar
CFS 1424 (Graso Biotech, Starogard Gdanski, Poland), tripticasein soy broth (TSB; Biocorp,
Warsaw, Poland), tripticasein soy agar (TSA; Biocorp, Warsaw, Poland), nutrient broth
(SIS-Biomed, Warsaw, Poland), lab agar (Biocorp, Warsaw, Poland), Mueller-Hinton
broth II (MHB; International Diagnostic Group plc, Cardiff, UK), dimethyl sulfoxide
(DMSO; Sigma-Aldrich, Poznan, Poland), phosphate-buffered saline (PBS; Polgen, War-
saw, Poland), crystal violet (CV; Sigma-Aldrich, Poznan, Poland), 2,3,5-triphenyl tetrazo-
lium chloride (TTC; Sigma-Aldrich, Poznan, Poland).

2.3. Antimicrobial Agent

Ursolic acid (UA, purity > 90%) was purchased from Sigma-Aldrich (Poznan, Po-
land). Stock solution at a concentration of 4 mg/mL was prepared each time by dissolving
UA in DMSO. For further experiments, the final concentration of UA was prepared by
diluting the stock with an appropriate culture medium.

2.4. Preparation of Bacterial Suspension

The bacteria were suspended in 1 mL of TSB and incubated in a shaking water bath
(37 °C for 2 h). After centrifugation (4500 rpm/5 min), a sufficient volume of PBS was
added to the pellet to obtain a bacterial suspension with an optical density of 0.5 McFar-
land (1-2 x 108 CFU/mL).
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2.5. Preparation of Biofilm Cultures

Bacterial cultures were carried out in 96-well polystyrene microtiter plates for 6, 24,
48, 72, and 96 h. Single-species (E. coli; E. cloacae; P. aeruginosa), dual-species (E. coli + E.
cloacae; E. coli + P. aeruginosa) and triple-species (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) biofilms
were prepared. The control biofilms did not contain UA, while the test samples contained
UA at a concentration of 0.5 x MIC (768 pug/mL). Twenty microliters of each bacterial sus-
pension with a density of 1-2 x 108 CFU/mL was added to each UA-treated and untreated
(control) sample.

2.6. Biofilm Formation on Microtiter Plates and Count of Live Bacteria in Biofilm

Bacterial survival in biofilm was established after each time of incubation (6, 24, 48,
72, and 96 h). Biofilm cultures were gently washed away to remove cells not bound to the
matrix. The biofilm deposited on the wall of the microplate well was scraped with a sterile
spatula [60] and resuspended in PBS. Then, the number of live bacteria in the biofilm
(CFU/mL) was determined by serial dilution and plating on agar plates. Three biological
replicates were performed, and each had 6 technical replicates. The final results are average
values.

2.7. Biofilm Formation Assay and Quantification

From 6, 24, 48, 72, and 96 h biofilm cultures, cells unbound with matrix were removed
by gentle rinsing three times with sterile distilled water. Then, 1% CV was added to each
well and incubated at 37 °C for 15 min to cause the CV to penetrate the biofilm structure.
The dye was then removed, and 95% ethanol was added to wash the CV off the biofilm
matrix. After 15 min of incubation at room temperature, the optical density (OD) was
measured at a wavelength of 590 nm on a microplate reader (HiPo MPP-96® BIOSAN,
Riga, Latvia). Based on the OD value, bacterial strains were classified into one of the fol-
lowing groups: OD < ODc—not producing biofilm; ODc < OD < 2 x ODc—weak biofilm-
producing; 2 x ODc < OD < 4 x ODc— producing moderate biofilm; 4 x ODc < OD —pro-
ducing strong biofilm. The ODc cut-off value was calculated as the sum of the mean OD
value for the blank (TSB) and 3 times the standard deviation of the mean OD for TSB [61-
63]. The experiment was repeated three times. The optical density was read from 6 wells
of the microtiter plate, giving a total of 18 repeats. The final results are average values.

2.8. Determination of the Metabolic Activity of Bacteria in a Biofilm by Spectrophotometry

The 10% TTC was added to 6, 24, 48, 72, and 96 h biofilm cultures. The metabolically
active bacteria reduced TTC to red triphenyl formazan. After 24 h of incubation at 37 °C,
planktonic cells were removed by rinsing the biofilm cultures three times with sterile dis-
tilled water. Then, 95% ethanol was added to each culture, and after 15 min of incubation
at room temperature, the amount of produced triphenyl formazan was measured spectro-
photometrically (HiPo MPP-96® BIOSAN, Riga, Latvia) at a wavelength of 490 nm [64,65].
The experiment was repeated three times. The optical density was read from 6 wells of
the microtiter plate, giving a total of 18 repeats. The final results are average values.

2.9. Effect of UA on Bacterial Morphology

Bacterial biofilms were incubated at 37 °C for 6, 24, 48, 72, and 96 h without UA and
with UA at a concentration of 0.5 x MIC in 96-well microtiter plates. The samples were
then washed three times in PBS. Then, to visualize bacterial cells, 20 uL of each culture
was transferred onto a glass slide, air-dried, Gram-stained, and observed in a microscope
(Nikon Eclipse 400, Tokyo, Japan) with 1000-fold magnification. The changes in bacterial
cell morphology were recorded with the use of PROGRES GRYPHAX® Version 2.2.0.1234,
Jenoptik, Jena, Germany.
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2.10. Statistical Analysis

The nonparametric Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison
test was used in analysis of the obtained results. Statistical calculations were performed
using Statistica 13.3. (Stat Soft, Krakéw, Poland). All values are expressed as mean + SD.
Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Survival of E. coli in Single-, Dual-, and Triple-Species Biofilms

The aim of the current study was bidirectional. First, we decided to evaluate how the
presence of the other bacterial species influences the survival, biofilm mass formation, and
metabolic activity of the E. coli rods—the most prevalent cause of UTIs. The second very
important and completely innovative goal of our research was to assess how the bacteria
living in single- and multispecies biofilms are affected by the secondary plant metabolite
ursolic acid (UA).

Comparing the number of live E. coli cells in single- and dual-species biofilms (E. coli
+ E. cloacae; E. coli + P. aeruginosa) untreated with UA, it was found that the presence of
both E. cloacae and P. aeruginosa rods limited the abundance of the E. coli strain (Figure 1).
A statistically significant reduction in the number of E. coli cells (p <0.05) was noted in the
E. coli + E. cloacae biofilm after 6 and 24 h and in the E. coli + P. aeruginosa biofilm at all
stages of its formation, except for the young 6 h culture. The data present in Figure 1 also
show that the simultaneous presence of E. cloacae and P. aeruginosa in the triple-species
consortium (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) significantly limited the growth of E. coli at
all stages of its formation compared to the growth of E. coli in monoculture (p < 0.05).
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Figure 1. Count of Escherichia coli cells living in single-, dual-, and triple-species biofilms untreated
(control samples) and treated with ursolic acid (UA). Statistically significant differences (p < 0.05)
were noted with an asterisk (*). The experiment was repeated three times. The grown bacterial col-
onies were counted from six plates which gives a total of 18 repeats. The final results are average
values.

Data present in Figure 1 show that UA significantly decreased the number of E. coli
in single-species biofilm regardless of its maturity stage (p < 0.05). The greatest reduction
in the number of viable cells (2 logio) occurred after 6 and 24 h of incubation. In the dual-
species consortia (E. coli + E. cloacae; E. coli + P. aeruginosa), UA significantly reduced the
number of E. coli rods after 6, 24, and 48 h of incubation. A significant reduction in E. coli
survival under the influence of UA was also observed in young 6 and 24 h triple-species
biofilms (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) (p < 0.05). Unfortunately, in mature 72 and 96 h
cultures exposed to UA, of both dual-species (E. coli + P. aeruginosa) and triple-species (E.
coli + E. cloacae + P. aeruginosa), the number of E. coli significantly increased in comparison
to the samples untreated with UA.

Comparative analysis of the survival of E. coli in the tested biofilms exposed to UA
(Figure 1) showed that this acid most significantly affected E. coli bacteria living in mono-
cultures regardless of the incubation time.
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3.2. Formation of Biofilm Mass by Uropathogenic Rods in Nontreated (Control) and UA-Treated
Samples

Based on the amount of biofilm formed, read as the optical density (OD) value, the
tested bacterial strains were classified into one of three groups: non-biofilm-forming ODse0
<0.218, weak biofilm-producing 0.218 < ODs < 0.436, and moderate biofilm-forming 0.436
< ODsw < 0.872. None of the strains was a strong biofilm producer (ODso > 0.872).

The data in Figure 2 show that the E. coli strain formed a weak biofilm at all stages of
its development. The largest amount of biofilm was synthesized in a 6 h culture (ODso =
0.406) and the lowest in a 48 h culture (ODsw = 0.261).
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Figure 2. The impact of ursolic acid (UA) on biofilm mass production by bacteria living in single-,
dual-, and triple-species biofilms. Statistically significant differences (p < 0.05) were noted with an
asterisk (*) when untreated samples were compared with each other or with a hash (#) when UA-
treated samples were compared to their untreated controls. N —no biofilm; W —weak biofilm; M —
moderate biofilm. The experiment was repeated three times. The optical density was read from six
wells of the microtiter plate, giving a total of 18 repeats. The final results are average values.
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The E. cloacae strain produced a similar amount of the biofilm mass as E. coli (0.281 <
ODs90 < 0.329), except for the 24 h culture where it was a better biofilm producer than the
E. coli strain (ODs% = 0.574). The P. aeruginosa strain showed the best biofilm production
among the three bacterial strains tested. It produced a higher biofilm amount (0.802 <
ODso < 0.836) than the two other tested strains at all stages of biofilm formation except for
the young 6 h culture (ODsw = 0.370).

The analysis of the results presented in Figure 2 shows that the amounts of biofilm
mass being produced by the bacteria growing in 24, 48, and 72 h dual-species consortia
(E. coli+ E. cloacae) were smaller than the amounts of the biofilm produced by each of these
species when growing separately. However, statistical significance was only demon-
strated in the 24 h culture (p < 0.05).

A similar result was noted for the E. coli + P. aeruginosa dual-species biofilm where it
is seen that the presence of E. coli antagonistically influences the biofilm mass production
by P. aeruginosa in the 24, 48, and 72 h cultures (p < 0.05). The reductions in biofilm mass
in these cultures compared to P. aeruginosa monoculture were 34%, 51%, and 30%, respec-
tively. The data contained in Figure 2 show that in 24, 48, and 72 h triple-species biofilms
(E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa), the presence of E. coli and E. cloacae also significantly
reduced the biofilm mass formation by P. aeruginosa rods (p < 0.05). The reductions in bio-
film mass in these cultures were 38%, 52%, and 26%, respectively.

The data presented in Figure 2 show that UA significantly inhibited biofilm produc-
tion in all mono- and multispecies 6 h cultures (ODs% < 0.218) compared to the UA-un-
treated controls (p < 0.05). It was also found that UA had an antibiotic effect on the older
24, 48,72, and 96 h consortia in which P. aeruginosa rods were present (p < 0.05). Addition-
ally, in the 24 h E. cloacae culture, UA also significantly reduced the amount of the biofilm
synthesized by this strain (p < 0.05).

3.3. Determination of the Metabolic Activity of Bacteria Living in Mono-, Dual- and
Triple-Species Biofilms

The results presented in Figure 3 indicate that E. cloacae in the 24 h culture and E. coli
in the 96 h consortium showed the highest metabolic activity. Analyzing the metabolic
activity of bacteria growing in the dual-species E. coli + E. cloacae biofilm, it was found that
their metabolic activity was significantly lower than that of E. cloacae growing in mono-
culture (p < 0.05).
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Figure 3. Metabolic activity of bacteria living in mono-, dual- and triple-species biofilms at different
stages of biofilm development. Statistically significant differences (p < 0.05) were noted with an
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asterisk (*). The experiment was repeated three times. The optical density was read from six wells
of the microtiter plate, giving a total of 18 repeats. The final results are average values.

The metabolic activity of bacteria growing in 24, 48, and 96 h triple-species biofilms
was weaker than the metabolic activity of each of these species of rods growing separately.
However, a statistically significant result was only observed for the 24 h E. cloacae mono-
culture (p < 0.05).

The data in Figure 4 indicate that UA reduced the metabolic activity of the rods grow-
ing in all biofilms tested at all stages of their development except for the young 6-hour-
old cultures. The UA was the most effective against 24 h consortia. The metabolic activity
of rods treated with UA was significantly reduced in both single- and dual-species con-
sortia with a reduction ratio of 28.3-40.5% and 21.1-22.9%, respectively (p < 0.05).
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Figure 4. The impact of ursolic acid (UA) on the metabolic activity of bacteria living in mono-, dual-
and triple-species biofilms. Statistically significant differences (p < 0.05) between UA-treated and
untreated samples were noted with a hash (#). The experiment was repeated three times. The optical
density was read from six wells of the microtiter plate, giving a total of 18 repeats. The final results
are average values.
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In older biofilms, UA was less effective, significantly reducing only the metabolic
activity of E. cloacae rods after 48 h (25.4% reduction), E. coli rods after 72 (18.2%) and 96 h
(34.1%), and E. coli + P. aeruginosa after 96 h (18.3%) of incubation (p < 0.05).

3.4. Effect of UA on Bacterial Morphology

Various morphological changes in bacterial cells were observed in the biofilms
treated with UA (Figure 5).

UA-treated samples control samples

(A) --
| --
(D) --

(E)

(©

Figure 5. Sample photos showing the morphological changes of bacterial cells exposed to ursolic
acid (UA) in different biofilm cultures at different stages of their development; (A) 96 h E. coli cul-
tures; (B) 72 h E. cloacae cultures; (C) 96 h P. aeruginosa cultures; (D) 72 h E. coli + P. aeruginosa cul-
tures; (E) 96 h E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa cultures; (Nikon Eclipse 400; magnification, x1000).
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In young 6 h single-species cultures formed by E. coli and E. cloacae, short filaments
(5-15 um) were found. In older biofilms (24-96 h) created by these two species, addition-
ally, long filaments (>15 um) were noticed (Figure 5A). “Ghost” cells were present in 24,
48, 72, and 96 h E. coli monocultures and 48, 72, and 96 h E. cloacae single-species biofilms
(Figure 5B). In P. aeruginosa single-biofilms, short and long filaments were present only in
the old 72 and 96 h cultures (Figure 5C). P. aeruginosa rods did not form “ghost” cells at
any stage of biofilm formation. In young 6 h dual-biofilms formed by E. coli + E. cloacae
and E. coli + P. aeruginosa in the presence of UA, only short filaments were found, and in
all older biofilms (24-96 h), long filaments and cells of the “ghost” type (Figure 5D) were
additionally observed. In triple-species biofilms (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa), short
and long filaments were observed regardless of the stage of their development, along with
“ghost” cells in 24-96 h consortia (Figure 5E).

4. Discussion
4.1. Survival of the Escherichia coli Rods in Biofilms Cultured in the Absence of UA

The available literature contains only a few results of studies on multispecies biofilms
and the interactions of the bacteria living in them [59,66-70]. The current state of
knowledge on the survival of bacteria in biofilms is extended by the current work. It
showed that in single-species biofilms, the number of E. coli cells is usually greater than
in biofilms formed together with other species of bacteria. This indicates the existence of
mutually antagonistic interactions between microorganisms. It was noted that the growth
of E. coli in dual-species consortia was limited by the presence of both E. cloacae and P.
aeruginosa, with P. aeruginosa showing a stronger antagonism to E. coli than E. cloacae. It is
worth noting that the number of E. coli cells was the lowest when the rods were grown in
a triple-species biofilm.

The antagonism between E. coli and P. aeruginosa noted by us is also observed by
other researchers. Machado et al. [66] investigated 6-day single- and dual-species biofilms
composed of E. coli K12 MG1655 and P. aeruginosa ATCC 10145. In single-species biofilms,
the number of E. coli cells was greater than in the dual-species consortium. Vanysacker et
al. [67] also noticed that in single-species cultures created by E. coli LMG 2092T, the num-
ber of cells of this strain was greater than in the dual-species consortium created together
with P. aeruginosa PA14. Similar results were obtained by Cerqueira et al. [68] who ob-
served that the presence of the P. aeruginosa in biofilms formed together with E. coli rods
always adversely affected the count of E. coli. Kuznetsova et al. [69] assessed the survival
of the E. coli strain in monoculture and in a mixed consortium, formed together with one
of the three strains of P. aeruginosa (the reference ATCC 27853, a clinical strain with high
biofilm production and a clinical strain with low biofilm production). The number of E.
coli cells in the biofilm formed together with P. aeruginosa ATCC 27853 did not change
from the number of E. coli in the monoculture. In contrast, the number of E. coli rods de-
creased when they grew together with the clinical strain of P. aeruginosa, regardless of
whether it was a weak or a strong biofilm producer.

In contrast to the results obtained by our research team, Oliveira et al. [70] and Solis-
Velasquez et al. [71] observed synergism between E. coli and P. aeruginosa. The number of
E. coli cells was lower when the strain grew in single-species biofilms than in double-spe-
cies consortia.

The reasons for the existence of antagonism between E. coli and P. aeruginosa in dual-
species biofilms have not been fully elucidated so far. One of the sources of this phenom-
enon is quorum sensing (QS), which is one of the main mechanisms involved in biofilm
formation. Quorum sensing (QS) is a communication mechanism between bacteria that
allows specific processes to be controlled, such as virulence factor expression, biofilm for-
mation, production of secondary metabolites, and stress adaptation mechanisms such as
bacterial competition systems, including secretion systems. P. aeruginosa has at least three
types of QS systems: Las, Rhl, and Pseudomonas quinolone signal (PQS). N-(3-oxo-
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dodecanoyl)-L-homoserine lactone (3-oxo-C12-HSL), N-butanoyl-L-homoserine lactone
(C4-HSL), and 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) are used as autoinducers (Als) in
these systems, respectively. Two N-acylhomoserine lactones (AHLs), 3-oxo-C12-HSL and
C4-HSL, bind LuxR-type intracellular receptor proteins LasR and RhIR, respectively. In
the Las system, a receptor LasR is activated by its cognate 3-oxo-C12-HSL, synthesized by
Lasl, and this complex activates Las, Rhl, and PQS systems. The Rhl system consists of
RhIR and its cognate signal, C4-HSL, synthesized by Rhll, and this complex autoregulates
the Rhl system. The PQS system binds its receptor, PqsR, and the complex regulates PQS
and Rhl systems. These three QS systems control the production of virulence factors: ex-
oenzymes, exotoxin A, phenazine, lectin, pyocyanin, rhamnolipids (RHLs), fatty acids
(cis-2-decenoic acid and cis-11-methyl-2-dodecenoic acid), iron chelating activity, antibi-
otic resistance, and extracellular polysaccharides (alginate, Psl, and Pel) involved in bio-
film formation [72,73]. Due to QS, bacteria not only regulate the number of cells within
their own species but also influence the number of other species cells living in a common
consortium. Mirani et al. [74] observed that in a young 24 h dual-species consortium, E.
coli outnumbered P. aeruginosa. However, the situation was reversed in the older 48 h bio-
film. Only cis-2-decenoic acid (CDA) producing strains of P. aeruginosa have been shown
to have an antagonistic effect on E. coli. CDA belongs to the group of diffusive molecules
involved in interspecies signaling and modulating the behavior of other microorganisms.
Interestingly, CDA molecules also had the ability to scatter biofilm formed by E. coli. Ad-
ditionally, it was noted that P. aeruginosa produced more CDA when grown in with E. coli
in a mixed biofilm. Rahmani-Badi et al. [75] reported that pure CDA has also been able to
inhibit the production of mono- and dual-species biofilms formed by E. coli ATCC 25922
and K. pneumoniae ATCC 700603 and, moreover, caused the dispersion of biofilms already
formed by these bacteria.

In addition to CDA production, P. aeruginosa secretes significant amounts of extra-
cellular rhamnolipids (RHLs) and signaling molecules involved in QS, e.g., N-acyl-L-ho-
moserine lactone (AHL) and 2-alkyl-4- quinolones (AQs). P. aeruginosa rods, which live in
mixed biofilms, use RHL to disperse the biofilm matrix, making it easier for cells to access
iron and oxygen for which they compete with other microorganisms. Additionally, AHL
molecules activate P. aeruginosa to intense divisions, which makes this species dominant
in mixed biofilms [76,77]. Cao et al. [78], examining 8-96 h biofilms of E. coli DH5a and P.
aeruginosa PAO1C, observed that P. aeruginosa PAO1C strongly secreted AQ molecules in
response to the presence of E. coli DH5a cells. Interestingly, the appearance of AQ on the
periphery of an E. coli colonies occurred much earlier than the physical fusion of the col-
onies of these two species of bacteria.

The importance of extracellular metabolites in the interaction of E. coli and P. aeru-
ginosa has been confirmed by the studies of Lopes et al. [79]. The authors determined the
effect of supernatants containing metabolites of the planktonic and biofilm forms of P.
aeruginosa ATCC 10145 on the growth of both planktonic and biofilm forms of E. coli K12
MGI1655. It was shown that the supernatant obtained from the planktonic culture of P.
aeruginosa did not affect either the biofilm production by E. coli or the survival of these
rods. On the other hand, metabolites present in the supernatant obtained from P. aeru-
ginosa biofilm culture strongly inhibited the development of biofilm formed by E. coli.
They also significantly reduced the survival of E. coli rods.

As demonstrated by Bhattacharjee et al. [80], the more intense growth of P. aeruginosa
in mixed biofilms, formed together with E. coli, is related not only to QS but also to the
topography of the surface on which the biofilm grows. The predominance of P. aeruginosa
only took place when this dual-species cultivation was carried out on a flat surface. Dur-
ing the growth of biofilm on folded surfaces, E. coli bacilli were less dispersed. This phe-
nomenon is related to the production of indole by E. coli cells, which as a consequence
suppresses the dispersion response of these rods to signaling compounds secreted by P.
aeruginosa. Moreover, Chu et al. [81] found that indole plays a significant role in E. coli
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survival in mixed biofilm by inhibiting the production of pyocyanin (PCN) and other
AHL-regulated P. aeruginosa virulence factors.

As explained through QS, P. aeruginosa secretes antimicrobial chemicals and signal
molecules to compete and/or cooperate with other microbes. It is known that the type VI
secretion system (T6SS), present in about 25% of Gram-negative bacteria, is often crucial
for their virulence and is involved in bacterial interaction and competition, biofilm for-
mation, and transport of ions [72,82,83]. Basler et al. [84] discovered, that the T6SS anti-
bacterial activity of P. aeruginosa is triggered by the activity of T6SS displayed by other
bacteria (Vibrio cholerae and Acinetobacter baylyi). E. coli and E. cloacae also have the T65S
system, but so far it has not been as thoroughly understood as in P. aeruginosa [85-87].
Soria-Bustos et al. [85] reported that opportunistic strain E. cloacae ATCC 13047 codes two
functional T6SS systems which are involved in the pathogenesis of E. cloacae with special-
ized functions in the interaction with other bacteria and with host cells.

It can be presumed with high probability that above-described T6SS plays an im-
portant role in the antagonism between bacteria in the dual- and especially triple-species
consortia we have investigated in this study.

4.2. Biofilm Formation and Metabolic Activity of Bacteria Growing in the Absence of UA

The current research showed that both the E. coli strain and E. cloacae strain formed
weak single-species biofilms, while the P. aeruginosa strain was distinguished by moderate
biofilm production. Wang et al. [88] also noticed that the clinical strains of P. aeruginosa
they studied produced a much greater amount of biofilm mass than E. coli or E. cloacae.
We also showed that in single-species consortia, the amount of the biofilm mass was usu-
ally greater than in dual- and triple-species consortia. The fact that the amount of biomass
produced in mature mixed biofilms was lower than the amount of biomass produced at
the same stage of biofilm development by each species separately proves the existence of
antagonistic interactions between the studied strains of E. coli, E. cloacae, and P. aeruginosa.
This phenomenon was particularly evident in dual- and triple-species biofilms, where the
amount of the biofilm produced by P. aeruginosa was significantly reduced in the presence
of E. coli.

These results, however, contradict the observations of other authors [69,89,90]. Qian
et al. [89] observed that the amount of biofilm produced in single-species consortia of E.
coli ATCC 25922 and E. cloacae ATCC 13047 was lower than in the mixed biofilm formed
by both of these species. In the studies by Kuznetsova et al. [69], it was also noticed that
the amounts of biomass of the dual-species biofilm composed of E. coli and P. aeruginosa
after 6, 12, and 24 h of incubation were significantly higher in comparison to single-species
biofilms. Likewise, Culotti et al. [90] noted that the growth and synthesis of biofilm mass
by the E. coli DH5a strain was more intense when these bacteria were grown together with
P. aeruginosa PAO1. In turn, Machado et al. [66] found that the amount of biofilm formed
by E. coli K12 MG1655 and P. aeruginosa ATCC 10145 was similar, regardless of whether
the bacteria grew in monocultures or formed a common consortium.

Machado et al. [66] also determined the metabolic activity of E. coli and P. aeruginosa
strains in single- and dual-species biofilms. P. aeruginosa in monoculture was character-
ized by a higher metabolic activity than E. coli rods. This result is inconsistent with the
results of our current research. P. aeruginosa tested by us showed weaker metabolic activ-
ity compared to E. coli as well as E. cloacae. However, both our research and that conducted
by Machado et al. [66] showed that bacteria growing in monocultures have a higher met-
abolic activity than those growing in mixed consortia. Interestingly, our own research
showed that the amount of the created biofilm mass did not correlate with the metabolic
activity of bacteria. E. cloacae and E. coli strains producing only weak biofilm were charac-
terized by higher metabolic activity than P. aeruginosa, which was a better biofilm pro-
ducer. The metabolic activity of the bacteria living in biofilm consortia is difficult to inter-
pret, and this is a limitation of the current study. It is known that not all the cells in a
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biofilm have the same metabolism. The cells living closer to the surface have different
metabolism, nutrient, and oxygen availability than the cells inside the biofilm [91].

4.3. Survival, Biomass Formation, and Metabolic Activity of Bacteria in Biofilms Treated with UA

The results obtained in our own research showed the antibacterial effect of UA on
the rods growing both in monocultures and in mixed biofilms. However, the reduction in
the number of viable cells depended on the duration of action of UA and whether the acid
was acting on a single- or multispecies consortium. UA reduced the number of E. coli rods
the most in young 6 and 24 h biofilms, regardless of whether the rods were grown alone
or in mixed biofilms.

It is worth noting that UA was most effective in reducing the formation of biofilm
mass by P. aeruginosa growing in single-species biofilms, as well as by bacteria growing in
mixed dual- and triple-species cultures in which P. aeruginosa was present. UA also re-
duced the metabolic activity of bacteria living in single-species biofilms at all stages of
their growth, except for the 6 h cultures, in which an increase in bacterial activity was
noticed.

Our own previous research also demonstrated the antibacterial activity of UA in the
formation and eradication of single-species biofilms formed by the uropathogenic refer-
ence E. coli CFT073 and clinical E. coli strains. UA has also been shown to support the phar-
macological effect of ciprofloxacin in removing mature E. coli biofilm from urological catheters
[53].

The antibacterial activity of UA limited to single-species biofilms of E.coli and P. ae-
ruginosa was also investigated by others [30,43,50,51]. Ren et al. [43] reported that UA
showed significant antibacterial activity against 24 h single-species consortia formed by
E. coli and P. aeruginosa strains, reducing the amount of biofilm mass by 72% and 87%,
respectively. Interestingly, UA did not inhibit the growth of these strains growing in
planktonic forms but induced the expression of genes encoding proteins related to chem-
otaxis, e.g., motAB. It is worth noting that overexpression of the motAB gene makes cells
too mobile to remain stable in the biofilm environment, which disrupts its formation. Re-
search by Lou et al. [51] also confirmed the antibiotic activity of UA against the strain P.
aeruginosa ATCC 9027. In turn, Kurek et al. [30] showed that UA had a weak effect on
single-species biofilms formed by P. aeruginosa strains. However, when combined with -
lactam antibiotics, its antibiotic effect was improved.

Meanwhile, the results obtained by Gilabert et al. [50] did not confirm the antibiotic
activity of UA against the strain P. aeruginosa ATCC 27853. UA did not inhibit the produc-
tion of biofilm mass and also stimulated P. aeruginosa cells to divide, increasing the sur-
vival of these bacilli. It is worth noting, however, that despite the lack of anti-biofilm prop-
erties, UA reduced the activity of LasB elastase produced by P. aeruginosa. LasB affects the
architecture and functionality of the biofilm [92], and inhibition of the activity of this en-
zyme weakens bacterial adhesion, microcolony formation, and extracellular matrix bind-
ing in the biofilm [93].

In the available literature, the influence of UA on multispecies biofilms is limited only
to Gram-positive streptococci; therefore, the results of our current research are quite dif-
ficult to discuss. However, there are studies in which it has been shown that non-UA an-
tibacterial agents exhibit better activity against single- than multispecies biofilms.
Schwering et al. [94] found that E. coli and E. cloacae biofilms are up to 300 times more
resistant to chlorine than single-species consortia. Qian et al. [89] studied the effect of lu-
teolin on the mixed biofilm formed by E. coli ATCC 25922 and E. cloacae ATCC 13047. They
showed that the compound was much less active than when the bacteria grew in mono-
cultures. Interestingly, in our study, UA did not inhibit the survival of E.coli in the old 72
and 96 h consortia in which P. aeruginosa strain was present. The reason for this could be
the presence of P. aeruginosa in the biofilm, which over time produces more and more
extracellular substances as part of the biofilm matrix. This would make it difficult for UA
to access E. coli cells grown in such a consortium. The sensitivity of these rods to UA
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decreases, which in turn causes an increase in the number of E. coli cells in the population.
However, in a dual- and triple-species consortium untreated with UA, a decrease in the
number of E. coli cells has been noticed. Thus, perhaps the presence of UA in the biofilm
consortium interferes with the signaling molecules involved in QS and the T6SS system
described above, and this weakens antagonistic interactions between strains, allowing the
divisions of E. coli cells.

It is also difficult to discuss the results obtained by us describing the effect of UA on
the amount of biomass formed and the metabolic activity of bacteria living in biofilm con-
sortia due to the lack of literature data. Nostro et al. [95] noted changes in the amount of
biofilm formed and the metabolic activity of E. coli and Staphylococcus aureus forming a
dual-species consortium in the presence of plant-derived compounds—citronellol and eu-
genol. Citronellol showed a better effect on single-species biofilms by reducing the
amount of biofilm mass and weakening the metabolic activity of bacteria. In contrast, eu-
genol performed better on the bispecific consortium. A significant decrease in the number
of viable cells and their metabolic activity was noticed only in 96 h biofilms. In the present
study, UA was shown to be more effective on young 6 and 24 h biofilms.

4.4. Changes in Cell Morphology of Bacteria Treated with UA

In biofilm cultures of reference E. coli CFT073 (ATCC 700928), E. cloacae ATCC-BAA
2468, P. aeruginosa ATCC 25000 strains treated with UA, short and long filaments and
“ghost” cells partially devoid of the cell wall were observed. Similar morphological cell
changes in clinical E. coli strains were observed [32]. The authors also found the presence
of thickened cells with intracellular distension of the “swollen” type [32]. Wojnicz et al.
[41] examined the effect of UA on biofilms formed by clinical strains of Enterococcus fae-
calis. The cells of these cocci had a larger diameter and formed irregular aggregates instead
of the characteristic chains visible in UA-untreated cultures. The morphological changes
in bacterial cells under the influence of UA were also observed by others. Kurek et al. [23]
found that after 24 h of incubation in the presence of UA, the length of Listeria monocyto-
genes bacterial cells was reduced by 20% compared to control. Catteau et al. [39] showed
that UA, like the B-lactam antibiotic oxacillin, caused the delocalization of the penicillin-
binding protein (PBP2) from the site of the division septum and its redistribution through-
out the cell membrane, which disrupted S. aureus cell division.

It is known that morphological changes in bacterial cells are conditioned by various
mechanisms. The causes of cell filamentation can be both disturbances in peptidoglycan
synthesis and disturbances in the formation of division septa. The enzyme PBP3 plays an
important role in the formation of septa. Inhibition of its activity causes the cell to lengthen
without dividing it. Such cell division inhibiting activity is shown by B-lactam antibiotics
having an affinity for PBP3 [96,97]. Filamentation is also observed due to inhibition of
replication caused by DNA damage or dysfunction of FtsZ, a key protein in the bacterial
division. Septa formation is delayed due to the disfunction of the FtsZ protein by the SulA
protein. This stops the division ring formation and inactivates PBP3. Mizushina et al. [98],
however, found that UA does not bind directly to DNA and does not affect the activity of
E. coli DNA polymerase I. Cell filamentation has also been observed under the influence
of ciprofloxacin, which by inhibiting the activity of gyrase contributes to blocking DNA
replication [99,100]. The formation of “ghost” cells in which partial lysis of the cell wall
has taken place is caused both by inhibitors of peptidoglycan synthesis and DNA synthe-
sis [101]. Perhaps UA’s mechanism of action is similar. However, it has not been fully
understood and described so far. The morphological changes we observe in the cells of
the examined rods after exposure to this acid allow us to assume that it not only destroys
the integrity of the cell membrane and causes its dysfunction but can also penetrate into
the bacterial cell and interact with DNA or proteins involved in the formation of a division
septum. In this way, UA could interfere with the replication process and bacterial cell
divisions. Phenotypically altered bacteria may therefore lose their ability to adhere to the
host cells, which in turn reduces their virulence.
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5. Conclusions

Our research has shown a significant effect of UA on the survival of bacterial cells,
their morphology, the ability to form single- and mixed-species biofilms, and the meta-
bolic activity of cells living in them. The future direction should be a thorough under-
standing of the antibacterial mechanism of the activity of UA as a documented bioactive
substance. From the perspective of further research, the synergistic effect of UA with an-
tibiotics should also be taken into account. Therefore, it is necessary to define the rules for
the validation of the antibacterial activity of UA and the conversion of its in vitro potency
into its in vivo therapeutic effect.

Due to the fact that UA exhibited the best antibacterial activity in the early stages of
biofilm formation, the use of preparations containing UA would be appropriate, espe-
cially at the beginning of UTIs.
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7. OCENA EFEKTYWNOSCI DZIALANIA KWASU AZJATYKOWEGO (AA) i URSOLOWEGO
(UA) w HODOWLACH BIOFILMOWYCH

7.1. Jednogatunkowych E. coli CFT073 (ATCC 700928), E. cloacae ATCC-BAA 2468
i P. aeruginosa ATCC 25000

Porownujac efektywnos¢ dziatania AA 1 UA na przezywalno$¢ bakterii zyjacych w monokulturach
biofilmowych (Tabele nr 1-3, Wykres nr 1) mozna stwierdzié, ze pod wptywem AA najwicksza redukcje
liczby zywych komorek (p < 0,05) odnotowano w najstarszym (96 h) biofilmie E. cloacae (8,6 l0g10)
i byla ona ponad 2-krotnie wigksza niz w mtodszym (24 h) biofilmie E. coli (4 logio) oraz starszym

(72 h) biofilmie P. aeruginosa (3,2 10g10). Natomiast pod wptywem UA, najwigkszg redukcje liczby
zywych komorek (p < 0,05) odnotowano w dojrzatym (48 h) biofilmie E. cloacae (5 logio) i byta ona
wicksza niz w mtodszych (24 h) biofilmach E. coli (2,1 logio) oraz P. aeruginosa (2,9 logio).

Reasumujac:

e Najbardziej wrazliwym na AA 1 UA sposrdd badanych patogendéw byt szczep E. cloacae rosnacy

w dojrzatych 48- i 96-godzinnych monokulturach.
e AA wykazat silniejsze dziatanie bakteriobdjcze w poréwnaniu z UA niezaleznie od szczepu

bakteryjnego.

Tabela nr 1. Przezywalno$¢ szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych hodowlach
biofilmowych.

Czas |Srednia liczba | Odchylenie | Srednia liczba | Odchylenie | Srednia liczba | Odchylenie
inkubacji E. coli standardowe | E. cloacae |standardowe | P.aeruginosa | standardowe
[h] [CFU/mI] (SD) [CFU/mI] (SD) [CFU/mI] (SD)

0 2,05E+07 4,00E+06 1,97E+07 2,70E+06 5,19E+07 6,36E+06
6 4,09E+09 6,68E+08 3,43E+09 9,90E+08 1,69E+09 4,01E+08
24 1,22E+10 3,08E+09 8,11E+09 1,27E+09 2,10E+10 2,00E+09
48 2,12E+09 4,55E+08 8,65E+09 1,78E+09 4,90E+09 6,13E+08
72 1,32E+09 3,63E+08 2,91E+09 7,37E+08 2,38E+09 3,96E+08
96 1,80E+09 4,53E+08 4,06E+09 4,53E+08 4,98E+09 1,52E+09

Tabela nr 2. Przezywalnos$¢ szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych biofilmach
w obecnosci AA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych (Tabela nr 1) zaznaczono
kolorem czerwonym.

Czas |Srednia liczba | Odchylenie | Srednia liczba | Odchylenie Srednia liczba Odchylenie
inkubacji| E.coli + AA |standardowe | E. cloacae + AA |standardowe | P. aeruginosa + AA | standardowe
[h] [CFU/mI] (SD) [CFU/mI] (SD) [CFU/mI] (SD)

0 2,05E+07 4,00E+06 1,97E+07 2,70E+06 5,19E+07 6,36E+06
6 2,08E+06 6,39E+05 2,80E+06 2,83E+05 4,90E+07 2,09E+07
24 1,23E+06 2,65E+05 3,26E+04 6,59E+03 4,53E+07 3,67E+06
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48 7,54E+06 2,91E+06 1,25E+04 2,69E+03 5,58E+06 1,13E+06
72 1,46E+08 2,63E+07 1,00E+01 0,00E+00 1,53E+06 4,11E+05
96 1,37E+08 1,35E+07 1,00E+01 0,00E+00 1,00E+07 0,00E+00

Tabela nr 3. Przezywalnos$¢ szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych biofilmach
w obecnosci UA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych (Tabela nr 1) zaznaczono
kolorem czerwonym.

Czas |Srednia liczba | Odchylenie | Srednia liczba | Odchylenie Srednia liczba Odchylenie
inkubacji| E.coli + UA [standardowe | E. cloacae + UA |standardowe | P. aeruginosa + UA | standardowe
[h] [CFU/mI] (SD) [CFU/mI] (SD) [CFU/mI] (SD)

0 2,05E+07 4,00E+06 1,97E+07 2,70E+06 5,19E+07 6,36E+06
6 4,81E+07 5,58E+06 2,37TE+07 6,57E+06 5,26E+07 1,19E+07
24 9,58E+07 6,09E+06 7,33E+05 2,61E+05 2,62E+07 8,48E+06
48 7,35E+07 2,36E+07 7,56E+04 2,29E+04 8,60E+06 9,93E+05
72 1,49E+08 4,64E+07 2,49E+07 1,21E+07 2,85E+07 1,07E+07
96 1,33E+08 5,09E+07 4,20E+07 6,87E+06 2,03E+08 1,25E+07
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Wykres nr 1. Przezywalnos¢ szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [logio CFU/mI] w biofilmach jednogatunkowych
w obecnosci AA (linie przerywane) i UA (linie kropkowane).

Porownujac efektywnos$¢ dziatania AA i UA na ilosé tworzonego biofilmu w monokulturach

(Tabele nr 4-6, Wykres nr 2) mozna stwierdzi¢, ze pod wptywem AA najwigksze spadki ilosci

wytworzonej masy biofilmowej miaty miejsce po 24 h inkubacji (p < 0,05), a najstabsze dziatanie AA

obserwowano w hodowlach 48- i 72-godzinnych. Wszystkie badane szczepy pod wpltywem AA utracity

zdolno$¢ do produkcji biofilmu (OD sg0 nm < 0,218), jednakze najwigksza redukcje ilosci biomasy
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(o 84%) odnotowano w 24-godzinnym biofilmie P. aeruginosa (p < 0,05) i byta ona ponad 3-krotnie

wicksza niz w 48- i 72-godzinnych hodowlach E. coli i E. cloacae. Natomiast pod wptywem UA,

najwigksze spadki ilosci wytworzonej masy biofilmowej miaty miejsce na réoznych etapach rozwoju

biofilmow, w zaleznosci od szczepu, jednak najwigksza redukceje ilosci biomasy (o 76%) odnotowano

w 72-godzinnym biofilmie P. aeruginosa (p < 0,05), z kolei najmniejsza (p < 0,05) w 6-godzinnej
hodowli E. coli (0 51%).

Reasumujac:

e AA i UA wykazaly najefektywniejsze dzialanie antybiofilmowe wobec szczepu P. aeruginosa

rosngcego w monokulturze.

e AA i UA wykazaly najstabsze dziatanie antybiofilmowe wobec szczepu E. coli rosngcego

w monokulturze.

e AA powodowat wigksza redukcje ilosci wytworzonej biomasy niz UA niezaleznie od szczepu

bakteryjnego.

Tabela nr 4. Tlo$¢ tworzonego biofilmu w jednogatunkowych hodowlach szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa.

Czas Srednia warto$¢ | Odchylenie | Srednia wartosé | Odchylenie | Srednia warto$é¢ | Odchylenie
inkubacji OD 590 nm standardowe OD 590 nm standardowe OD 590 nm standardowe
[h] E. coli (SD) E. cloacae (SD) P. aeruginosa (SD)

6 0,406 0,053 0,316 0,044 0,370 0,066
24 0,365 0,049 0,574 0,065 0,825 0,081
48 0,261 0,042 0,329 0,057 0,836 0,057
72 0,291 0,042 0,281 0,075 0,826 0,072
96 0,339 0,070 0,307 0,049 0,802 0,056

Tabela nr 5. Tlo$¢ tworzonego biofilmu w jednogatunkowych hodowlach szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa
w obecno$ci AA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych (Tabela nr 4) zaznaczono
kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia warto§é | Odchylenie
inkubacji OD 590 nm standardowe OD 590 nm standardowe OD 590 nm standardowe
[h] E. coli + AA (SD) E. cloacae + AA (SD) P. aeruginosa + AA (SD)

6 0,183 0,045 0,195 0,056 0,174 0,043
24 0,146 0,029 0,145 0,029 0,132 0,022
48 0,195 0,046 0,199 0,056 0,177 0,043
72 0,198 0,043 0,215 0,057 0,175 0,049
96 0,203 0,043 0,174 0,033 0,150 0,019
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Tabela nr 6. Ilo$¢ tworzonego biofilmu w jednogatunkowych hodowlach szczepéw E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa
w obecnosci UA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych (Tabela nr 4) zaznaczono
kolorem czerwonym.

Czas Srednia wartos¢ | Odchylenie | Srednia warto$é | Odchylenie | Srednia warto§¢ | Odchylenie
inkubacji OD 590 nm standardowe OD 590 nm standardowe OD 590 nm standardowe
[h] E. coli + UA (SD) E. cloacae + UA (SD) P. aeruginosa + UA (SD)

6 0,197 0,055 0,198 0,051 0,179 0,044
24 0,235 0,030 0,257 0,035 0,227 0,044
48 0,242 0,030 0,255 0,040 0,217 0,033
72 0,211 0,037 0,273 0,045 0,199 0,050
96 0,297 0,041 0,426 0,087 0,426 0,064
1,000 - . .
silny biofilm
0,900 -
0,800 -
0,700 -
. < biofil
: 0,600 - $redni biofilm
£ 0,500 -
o) T 1
O 0,400
0,300 A staby biofilm
0.200 - 4 & 25
0,100 ~ brak biofilmu
0,000 . .

Czas inkubacji [h]

=E. coli + AA =E. coli + UA =E. cloacae + AA =E. cloacae + UA =P. aeruginosa + AA = P. aeruginosa + UA

Wykres nr 2. Ilo$¢ tworzonego biofilmu przez szczepy E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa w hodowlach jednogatunkowych
w obecnosci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).

Porownujac efektywnos$¢ dzialania AA 1 UA na aktywno$¢ metaboliczng bakterii Zyjacych
w monokulturach (Tabele nr 7-9, Wykres nr 3) mozna stwierdzi¢, ze najwigksza redukcja aktywnos$ci
metabolicznej pod wptywem AA (p < 0,05) miata miejsce po 48 h u E. cloacae (0 28%) oraz po 96 h
u E. coli (0 21%), natomiast w przypadku P. aeruginosa wszystkie spadki aktywno$ci metaboliczne;j
byty nieistotne statystycznie (p > 0,05). Z kolei pod wpltywem UA, najwigkszg redukcje¢ aktywnoS$ci
metabolicznej (p < 0,05) zaobserwowano po 24 h u E. cloacae (0 41%) i P. aeruginosa (0 32%) oraz po
96 h u E. coli (0 34%).

Reasumujac:

e E. cloacae rosngcy w monokulturze byt najbardziej wrazliwy na AA i UA sposréd badanych

szczepOw, natomiast szczepem najbardziej opornym na te kwasy byt P. aeruginosa.
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e UA powodowal wigkszg redukcje aktywnosci metabolicznej niz AA niezaleznie od szczepu

bakteryjnego.
Tabela nr 7. Aktywnos$¢ metaboliczna szczepéw E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa w jednogatunkowych hodowlach
biofilmowych.
Czas Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia wartesé | Odchylenie
inkubacji OD 490 nm standardowe OD 490 nm standardowe OD 490 nm standardowe
[h] E. coli (SD) E. cloacae (SD) P. aeruginosa (SD)
6 0,222 0,024 0,251 0,021 0,194 0,029
24 0,300 0,024 0,376 0,021 0,291 0,017
48 0,256 0,038 0,306 0,051 0,232 0,026
72 0,261 0,030 0,263 0,035 0,216 0,014
96 0,333 0,060 0,307 0,039 0,256 0,033

Tabela nr 8. Aktywnos$¢ metaboliczna szczepéw E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa w jednogatunkowych hodowlach
biofilmowych w obecnosci AA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych (Tabela nr 7)

zaznaczono kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia wartosé | Odchylenie | Srednia wartos¢é | Odchylenie
inkubacji OD 490 nm standardowe OD 490 nm standardowe OD 490 nm standardowe
[h] E. coli + AA (SD) E. cloacae + AA (SD) P. aeruginosa + AA (SD)

6 0,215 0,017 0,227 0,025 0,195 0,018
24 0,269 0,020 0,293 0,017 0,252 0,016
48 0,210 0,026 0,221 0,015 0,187 0,028
72 0,219 0,020 0,229 0,013 0,193 0,026
96 0,263 0,033 0,291 0,034 0,243 0,027

Tabela nr 9. Aktywno$¢ metaboliczna szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa w jednogatunkowych hodowlach
biofilmowych w obecnosci UA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych (Tabela nr 7)

zaznaczono kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia warto§¢ | Odchylenie | Srednia warto§¢ | Odchylenie
inkubacji OD 490 nm standardowe OD 490 nm standardowe OD 490 nm standardowe
[h] E. coli + UA (SD) E. cloacae + UA (SD) P. aeruginosa + UA (SD)

6 0,258 0,017 0,276 0,020 0,238 0,024
24 0,215 0,011 0,224 0,014 0,198 0,011
48 0,213 0,020 0,226 0,025 0,207 0,024
72 0,214 0,028 0,241 0,019 0,203 0,022
96 0,220 0,032 0,272 0,038 0,225 0,033
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0,500 -
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0,350 1

£0,300 -
80,250 -

S 0,200 1
0,150 1
0,100 1
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0,000 A

6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]
=E. coli + AA = E. coli + UA =E. cloacae + AA = E. cloacae + UA =P. aeruginosa + AA = P. aeruginosa + UA

Wykres nr 3. Aktywno$¢ metaboliczna szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa w jednogatunkowych hodowlach
biofilmowych w obecnosci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).

Podsumowanie:

a) Biofilmy jednogatunkowe E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa charakteryzowaty si¢ podobng
dynamikg wzrostu na poszczegolnych etapach hodowli.

b) Szczepy E. coli oraz E. cloacae tworzyly stabe biofilmy jednogatunkowe, a szczep P. aeruginosa —
$redni.

c) Najwigksza aktywno$cig metaboliczng wyr6zniat si¢ E. cloacae, a najmniejsza — P. aeruginosa.

d) We wszystkich biofilmach jednogatunkowych liczba komorek bakterii, ilos¢ wytworzonej masy
biofilmowej i aktywnos$¢ metaboliczna, byty zwykle wigksze niz w biofilmach dwu- i trzygatunkowych,
co stanowi dowdd na istnienie oddziatywan antagonistycznych miedzy badanymi szczepami bakterii.

Zmiany w biofilmach jednogatunkowych pod wplywem AA:

a) zmniejszenie liczby komorek bakterii, najwieksza redukcj¢ odnotowano w monokulturze E. cloacae,
najmniejszg — P. aeruginosa;

b) zmniejszenie ilosci wytworzonej masy biofilmowej, najwieksza redukcje odnotowano
w monokulturze P. aeruginosa, najmniejsza — E. coli, jednak wszystkie badane szczepy pod wpltywem
AA utracity zdolno$¢ do produkcji biofilmu (OD 590 nm < 0,218);

C) zmniejszenie aktywnosci metabolicznej na wigkszosci etapéw tworzenia biofilmow, najwieksza
redukcje odnotowano w monokulturze E. cloacae, najmniejsza — P. aeruginosa.

Zmiany w biofilmach jednogatunkowych pod wplywem UA:

a) zmniejszenie liczby komorek bakterii, najwigkszg redukcje odnotowano w monokulturze E. cloacae,

najmniejsza — E. coli;
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b) zmniejszenie ilosci wytworzonej masy biofilmowej na wiekszoSci etapow tworzenia biofilmow,
najwiekszg redukcje¢ odnotowano w monokulturze P. aeruginosa, najmniejszg — E. coli, utrata zdolnosci
do produkcji biofilmu (OD 590 nm < 0,218) tylko w niektorych biofilmach;

C) zmniejszenie aktywnosci metabolicznej na wigkszosci etapéw tworzenia biofilmow, najwieksza

redukcj¢ odnotowano w monokulturze E. cloacae, najmniejsza — P. aeruginosa.

7.2. Dwugatunkowych E. coli CFT073 + E. cloacae ATCC-BAA 2468

Porownujgc efektywnos¢ dziatania AA i UA na przezywalno$¢ bakterii zyjacych w biofilmach
dwugatunkowych E. coli + E. cloacae (Tabele nr 10-14, Wykres nr 4) mozna stwierdzi¢, ze najwi¢ksza
redukcja liczby zywych komorek pod wptywem AA (p <0,05) dotyczyta E. cloacae i nastapita po 24 h
inkubacji (o0 5,4 l0g10), natomiast spadek przezywalnosci E. coli byt ponad 2-krotnie mniejszy (o 2,4
logio). AA dziatat 3-4 krotnie stabiej na biofilmy 72- i 96-godzinne. Natomiast pod wplywem UA,
najwicksza redukcja liczby zywych komoérek (p < 0,05) nastgpita po 24 h inkubacji i dotyczyta
E. cloacae (0 2,5 l0g10), natomiast spadek przezywalnosci E. coli byt mniejszy (1,55 logio). UA dziatat
nawet 10-krotnie stabiej na biofilmy 72- i 96-godzinne.

Reasumujac:

e W biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae + AA oraz E. coli + E. cloacae + UA,
obydwa kwasy dziataty najsilniej po 24 h inkubacji, przy czym AA powodowat wigksza redukcje
przezywalnosci niz UA.

e Szczep E. cloacae byt 2-krotnie bardziej wrazliwy na AA niz na UA oraz bardziej wrazliwy na
oba kwasy niz E. coli.

Tabela nr 10. Poréwnanie przezywalnosci szczepow E. coli i E. cloacae [CFU/mI] w jednogatunkowych i dwugatunkowych

hodowlach biofilmowych. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem
czerwonym.

Srednia Srednia
Srednia . Srednia . lfezlete =, . liezss 1= .
Czas liczba Odchylenie liczba Odchylenie coli w Odchylenie | cloacae w | Odchylenie
inkubacji E coli standardowe E cloacae standardowe | biofilmie |standardowe | biofilmie |standardowe
[h] [CF.U/mI] (SD) [éFU/mI] (SD) E. coli + (SD) E. coli + (SD)
E. cloacae E. cloacae
[CFU/mI] [CFU/mI]

0 2,05E+07 | 4,00E+06 |1,97E+07| 2,70E+06 | 2,15E+07 | 5,18E+06 |3,10E+07| 1,02E+07
6 4,09E+09 | 6,68E+08 |3,43E+09| 9,90E+08 | 2,82E+09 | 6,76E+08 |1,80E+09| 3,30E+08
24 1,22E+10| 3,08E+09 |8,11E+09 | 1,27E+09 | 8,39E+09 | 7,42E+08 |2,29E+09 | 5,20E+08
48 2,12E+09 | 4,55E+08 |8,65E+09 | 1,78E+09 | 1,68E+09 | 3,26E+08 |8,30E+08| 1,06E+08
72 1,32E+09 | 3,63E+08 |2,91E+09 | 7,37E+08 | 1,23E+09 | 2,69E+08 |9,00E+07 | 1,24E+07
96 1,80E+09 | 4,53E+08 |4,06E+09 | 4,53E+08 | 1,31E+09 | 2,56E+08 |1,20E+08| 3,71E+07
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Tabela nr 11. Poréwnanie przezywalnosci szczepow E. coli i E. cloacae [CFU/mI] w jednogatunkowych i dwugatunkowych
biofilmach w obecnosci AA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem

czerwonym.
Srednia Srednia
Srednia Srednia llggtl)iaWE. (!;gglg:eEW
Czas liczba | Odchylenie liczba Odchylenie biofilmie Odchylenie biofilmie Odchylenie
inkubacji| E.coli + |standardowe | E. cloacae | standardowe E coli+ standardowe E coli+ standardowe
[h] = (SB) = (D) E 'cloacae (SD) E 'cloacae (SD)
[CFU/mI] [CFU/mI] .+AA '+AA
[CFU/mI] [CFU/mI]
0 2,05E+07 | 4,00E+06 |1,97E+07| 2,70E+06 | 2,15E+07 | 5,18E+06 |3,10E+07| 1,02E+07
6 2,08E+06 | 6,39E+05 | 2,80E+06 | 2,83E+05 | 1,03E+07 | 1,09E+06 |3,10E+05| 2,16E+04
24 1,23E+06| 2,65E+05 | 3,26E+04 | 6,59E+03 | 3,51E+07 | 1,11E+07 |9,33E+03| 9,43E+02
48 7,54E+06 | 2,91E+06 |1,25E+04| 2,69E+03 | 2,50E+08 | 7,73E+07 |5,50E+05| 7,64E+04
72 1,46E+08| 2,63E+07 | 1,00E+01| 0,00E+00 | 2,97E+08 | 8,74E+07 |3,67E+05| 4,71E+04
96 1,37E+08| 1,35E+07 |1,00E+01| 0,00E+00 | 4,98E+08 | 1,08E+08 |2,20E+06| 3,65E+05

Tabela nr 12. Poréwnanie przezywalnosci szczepoéw E. coli i E. cloacae [CFU/mI] w dwugatunkowych biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci AA. Roéznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych

zaznaczono kolorem czerwonym.

$ . 5 . Srednia Srednia
rednia Srednia liczba E liczba E
liczba E. liczba E. coliw : cloacae W
Czas coli w Odchylenie | cloacae w | Odchylenie Al Odchylenie Sl Odchylenie
inkubacji | biofilmie | standardowe | biofilmie |standardowe E coli+ standardowe E coli+ standardowe
[h] E. coli + (SD) E. coli + (SD) E .cloacae (SD) E .cloacae (SD)
E. cloacae E. cloacae '+ AA '+ AA
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI]
0 2,15E+07 | 5,18E+06 |3,10E+07 | 1,02E+07 | 2,15E+07 | 5,18E+06 |3,10E+07| 1,02E+07
6 2,82E+09 | 6,76E+08 | 1,80E+09 | 3,30E+08 | 1,03E+07 | 1,09E+06 |3,10E+05| 2,16E+04
24 8,39E+09 | 7,42E+08 | 2,29E+09 | 5,20E+08 | 3,51E+07 | 1,11E+07 |9,33E+03| 9,43E+02
48 1,68E+09 | 3,26E+08 |8,30E+08 | 1,06E+08 | 2,50E+08 | 7,73E+07 |5,50E+05| 7,64E+04
72 1,23E+09 | 2,69E+08 |9,00E+07 | 1,24E+07 | 2,97E+08 | 8,74E+07 |3,67E+05| 4,71E+04
96 1,31E+09 | 2,56E+08 |1,20E+08 | 3,71E+07 | 4,98E+08 | 1,08E+08 |2,20E+06| 3,65E+05

Tabela nr 13. Porownanie przezywalnosci szczepow E. coli i E. cloacae [CFU/mI] w jednogatunkowych i dwugatunkowych
biofilmach w obecnosci UA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem

czerwonym.
Srednia Srednia
Srednia Srednia I I(é(Z)lIJiaWE. CIII gégzeEW
Czas liczba Odchylenie liczba Odchylenie biotilmic Odchylenie biofilmie Odchylenie
inkubacji| E. coli + |standardowe | E. cloacae | standardowe E coli+ standardowe E coli + standardowe
[h] s (SD) ala (SD) E .cloacae (SD) E .cloacae (SD)
[CFU/mI] [CFU/MI] A +UA
[CFU/mI] [CFU/mI]
0 2,05E+07 | 4,00E+06 |1,97E+07 | 2,70E+06 | 2,15E+07 | 5,18E+06 |3,10E+07| 1,02E+07
6 4,81E+07 | 5,58E+06 |2,37E+07 | 6,57E+06 | 1,98E+08 | 2,24E+07 |3,08E+07| 3,32E+06
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24 9,58E+07 | 6,09E+06 |7,33E+05| 2,61E+05 | 2,34E+08 | 3,82E+07 |7,27E+06| 1,32E+06
48 7,35E+07 | 2,36E+07 | 7,56E+04 | 2,29E+04 | 4,80E+08 | 7,30E+07 |1,37E+07| 4,10E+06
72 1,49E+08 | 4,64E+07 |2,49E+07 | 1,21E+07 | 9,14E+08 | 1,14E+08 |4,38E+06| 4,66E+05
96 1,33E+08 | 5,09E+07 |4,20E+07 | 6,87E+06 | 1,04E+09 | 2,60E+08 |6,22E+05| 9,91E+04

Tabela nr 14. Poréwnanie przezywalno$ci szczepoéw E. coli i E. cloacae [CFU/mI] w dwugatunkowych biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci UA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych

zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia
liczba E.
coliw
biofilmie
E. coli +
E. cloacae
[CFU/mI]

Czas
inkubacji

[h]

Odchylenie
standardowe
(SD)

Srednia

liczba E.

cloacae w
biofilmie
E. coli +
E. cloacae
[CFU/mI]

Odchylenie
standardowe
(SD)

Srednia
liczba E.
coli w
biofilmie
E. coli +
E. cloacae
+ UA
[CFU/mI]

Odchylenie
standardowe
(SD)

Srednia
liczba E.
cloacae w
biofilmie
E. coli +
E. cloacae
+ UA

[CFU/mI]

Odchylenie
standardowe
(SD)

0 2,15E+07

5,18E+06

3,10E+07

1,02E+07

2,15E+07

5,18E+06

3,10E+07

1,02E+07

6 2,82E+09

6,76E+08

1,80E+09

3,30E+08

1,98E+08

1,09E+06

3,08E+07

2,16E+04

24 8,39E+09

7,42E+08

2,29E+09

5,20E+08

2,34E+08

1,11E+07

7,27E+06

9,43E+02

48 1,68E+09

3,26E+08

8,30E+08

1,06E+08

4,80E+08

7,73E+07

1,37E+07

7,64E+04

72 1,23E+09

2,69E+08

9,00E+07

1,24E+07

9,14E+08

8,74E+07

4,38E+06

4,71E+04

96 1,31E+09

2,56E+08

1,20E+08

3,71E+07

1,04E+09

1,08E+08

6,22E+05

3,65E+05

10,00 -
9,00
8,00
7,00

6,00 1

log,, CFU/ml

5,00 ~

4,00

- -
-

-
- -

3,00

48
Czas inkubacji [h]

72 96

E. coli w E. coli + E. cloacae + AA — ® -E. cloacae w E. coli + E. cloacae + AA

E. coliw E. coli + E. cloacae + UA -« @®- E.cloacae w E. coli + E. cloacae + UA

Wykres nr 4. Przezywalno$¢ szczepdédw E. coli i E. cloacae [logio CFU/mI] w biofilmach dwugatunkowych (E. coli
+ E. cloacae) w obecnosci AA (linie przerywane) i UA (linie kropkowane).
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Porownujac efektywnos$¢ dziatania AA i UA na iles¢ tworzonego biofilmu w konsorcjach
dwugatunkowych E. coli + E. cloacae (Tabele nr 15-19, Wykres nr 5) mozna stwierdzi¢, ze najwieksze
spadki ilosci wytworzonej masy biofilmowej pod wptywem AA (p <0,05), skutkujace utratg zdolnoS$ci
do produkcji biofilmu (OD 590 nm < 0,218) miaty miejsce po 6, 24 1 96 h inkubacji, a brak dziatania AA
obserwowano w hodowlach 72-godzinnych. Najwigksza redukcje iloéci biomasy (o 45%) odnotowano
w 6-godzinnej hodowli E. coli + E. cloacae + AA (p <0,05). Natomiast pod wptywem UA, najwigksza
redukcje ilosci biomasy (o0 44%) potaczong z utratg zdolno$ci do produkeji biofilmu (OD sg90nm < 0,218)
w konsorcjach E. coli + E. cloacae + UA odnotowano jedynie po 6 h inkubacji (p <0,05), z kolei brak
dziatania UA obserwowano w hodowlach 48-godzinnych.

Reasumujac:

e W konsorcjach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae + AA oraz E. coli + E. cloacae + UA,

obydwa kwasy wykazywaly najsilniejsze dziatanie antybiofilmowe w biofilmach 6-godzinnych.

e AA powodowatl wigksza redukcje ilosci wytworzonej masy biofilmowej niz UA, zatem wykazat

silniejsze dzialanie antybiofilmowe w pordwnaniu z UA.

Tabela nr 15. Porownanie ilo$ci tworzonego biofilmu w hodowlach jednogatunkowych (E. coli i E. cloacae)
i dwugatunkowych (E. coli + E. cloacae). Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych

zaznaczono kolorem czerwonym.

Sredni Srednia Sredni Srednia
Czas ert a Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie ert a Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie
inkubacji CV)VS 95¢ | standardowe | OD seonm | standardowe (;VS 98¢ | standardowe | OD seonm | standardowe
[h] 590 m (SD) E. coli + (SD) s90nm (SD) E. coli + (SD)
E. coli E. cloacae
E. cloacae E. cloacae
6 0,406 0,053 0,336 0,077 0,316 0,044 0,336 0,077
24 0,365 0,049 0,233 0,050 0,574 0,065 0,233 0,050
48 0,261 0,042 0,220 0,043 0,329 0,057 0,220 0,043
72 0,291 0,042 0,259 0,051 0,281 0,075 0,259 0,051
96 0,339 0,070 0,332 0,069 0,307 0,049 0,332 0,069
Tabela nr 16. Porownanie ilo$ci tworzonego biofilmu w hodowlach jednogatunkowych (E. coli i E. cloacae)

i dwugatunkowych (E. coli + E. cloacae) w obecno$ci AA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb

kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

2 = Srednia . : Srednia
Srednia artosé Srednia wartosé
Czas warto$é | Odchylenie (;VD Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie oD Odchylenie
inkubacji | OD sonm | standardowe | ~ ngloi”:’ standardowe | OD seonm | standardowe | ~ csogloi """ | standardowe
[h] E. coli + (SD) E .cloacae (SD) E. cloacae (SD) E Icloacae (SD)
AA £ AA +AA L AA
6 0,183 0,045 0,186 0,028 0,195 0,056 0,186 0,028
24 0,146 0,029 0,149 0,038 0,145 0,029 0,149 0,038
48 0,195 0,046 0,208 0,037 0,199 0,056 0,208 0,037
72 0,198 0,043 0,263 0,060 0,215 0,057 0,263 0,060
96 0,203 0,043 0,247 0,045 0,174 0,033 0,247 0,045
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Tabela nr 17. Poréwnanie iloéci tworzonego biofilmu w hodowlach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae kontrolnych
i w obecno$ci AA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem

czerwonym. i i
Czas Srednia warto$¢ . Srednia wartos¢ .

niutecii | sandardone sp) | Oz E-coli+ | D)

6 0,336 0,077 0,186 0,028

24 0,233 0,050 0,149 0,038

48 0,220 0,043 0,208 0,037

72 0,259 0,051 0,263 0,060

96 0,332 0,069 0,247 0,045

Tabela nr 18. Porownanie iloSci tworzonego biofilmu w hodowlach jednogatunkowych (E. coli i E. cloacae)
i dwugatunkowych (E. coli + E. cloacae) w obecnosci UA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob

kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

2 . Srednia , . Srednia
Srednia o6t Srednia wartact
Czas wartos¢ | Odchylenie g[:;r Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie oD Odchylenie
inkubacji | OD sgonm | standardowe | = csogloi T standardowe | OD seonm | standardowe | = cf)gloi T standardowe
[h] E. coli + (SD) E .cloacae (SD) E. cloacae (SD) E .cloacae (SD)
UA LUs +UA A
6 0,197 0,055 0,188 0,038 0,198 0,051 0,188 0,038
24 0,235 0,030 0,220 0,024 0,257 0,035 0,220 0,024
48 0,242 0,030 0,228 0,032 0,255 0,040 0,228 0,032
72 0,211 0,037 0,240 0,034 0,273 0,045 0,240 0,034
96 0,297 0,041 0,309 0,039 0,426 0,087 0,309 0,039

Tabela nr 19. Poréwnanie ilosci tworzonego biofilmu w hodowlach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae kontrolnych
i w obecno$ci UA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem

czerwonym.
= standardowe (SD) . standardowe (SD)

[h] E. cloacae E. cloacae + UA

6 0,336 0,077 0,188 0,038
24 0,233 0,050 0,220 0,024
48 0,220 0,043 0,228 0,032
72 0,259 0,051 0,240 0,034
96 0,332 0,069 0,309 0,039
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mE. coli + E. cloacae =E. coli + E. cloacae + AA # E. coli + E. cloacae + UA

Wykres nr 5. Tlo$¢ tworzonego biofilmu w dwugatunkowych biofilmach E. coli + E. cloacae kontrolnych (stupki jednolite)
oraz hodowanych w obecnosci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).

Porownujac efektywnos$¢ dziatania AA 1 UA na aktywno$¢ metaboliczna bakterii zyjacych
w biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae (Tabele nr 20-24, Wykres nr 6) mozna stwierdzi¢,
ze spadki aktywnosci metabolicznej pod wptywem AA mialy miejsce po 6, 48 i 72 h inkubacji, a brak
dziatania AA obserwowano w hodowlach 24 i 96-godzinnych. Najwickszg redukcje aktywnosci
metabolicznej (o 13%) odnotowano w 48-godzinnej hodowli E. coli + E. cloacae + AA. Natomiast pod
wplywem UA, najwigkszg i istotng statystycznie (p < 0,05) redukcje aktywnosci metabolicznej (0 23%)
w konsorcjach E. coli + E. cloacae + UA odnotowano po 24 h inkubacji, z kolei brak dziatania UA
obserwowano w hodowlach 6-godzinnych.

Reasumujac:

e W biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae + AA oraz E. coli + E. cloacae + UA,

UA powodowal wigksza redukcje aktywnos$ci metabolicznej niz AA.

Tabela nr 20. Poréwnanie aktywnosci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli i E. cloacae) i dwugatunkowych (E. coli
+ E. cloacae) hodowlach biofilmowych. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia Srednia
Czas .. | Odchylenie | warto§¢ | Odchylenie .. | Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie
. .. | wartos¢ wartos¢
inkubacji oD standardowe | OD 90nm | standardowe oD standardowe | OD 4g0nm | Standardowe
[h] 490 nm (SD) E. coli + (SD) 490 nm (SD) E. coli + (SD)
E. coli E. cloacae
E. cloacae E. cloacae
6 0,222 0,024 0,221 0,024 0,251 0,021 0,221 0,024

24 0,300 0,024 0,276 0,030 0,376 0,021 0,276 0,030
48 0,256 0,038 0,239 0,028 0,306 0,051 0,239 0,028
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72

0,261

0,030

0,262

0,023

0,263

0,035

0,262

0,023

96

0,333

0,060

0,275

0,028

0,307

0,039

0,275

0,028

Tabela nr 21. Poréwnanie aktywnosci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli i E. cloacae) i dwugatunkowych (E. coli

+ E. cloacae) hodowlach biofilmowych w obecnosci AA.

5 - Srednia , - Srednia
Srednia artosé Srednia wartosé
Czas warto$¢ | Odchylenie (VDVD Odchylenie | warto§¢ | Odchylenie oD Odchylenie
inkubacji | OD «e0nm | standardowe | = C‘é)gloi”r standardowe | OD sonm | standardowe | = cggloi T standardowe
[h] E. coli + (SD) E .cloacae (SD) E. cloacae (SD) E 'cloacae (SD)
AA Ny +AA R
6 0,215 0,017 0,197 0,019 0,227 0,025 0,197 0,019
24 0,269 0,020 0,288 0,023 0,293 0,017 0,288 0,023
48 0,210 0,026 0,207 0,030 0,221 0,015 0,207 0,030
72 0,219 0,020 0,234 0,024 0,229 0,013 0,234 0,024
96 0,263 0,033 0,293 0,032 0,291 0,034 0,293 0,032

Tabela nr 22. Poréwnanie aktywnosci metabolicznej dwugatunkowych E. coli + E. cloacae biofilmow kontrolnych
i hodowanych w obecnosci AA.

nkibacii | QD Ecoll+ | OEVInie | o B | odenylnie
[h] E. cloacae E. cloacae + AA

6 0,221 0,024 0,197 0,019
24 0,276 0,030 0,288 0,023
48 0,239 0,028 0,207 0,030
72 0,262 0,023 0,234 0,024
96 0,275 0,028 0,293 0,032

Tabela nr 23. Poréwnanie aktywno$ci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli i E. cloacae) i dwugatunkowych
(E. coli + E. cloacae) hodowlach biofilmowych w obecnosci UA.

, . Srednia . . Srednia
Srednia t08¢ Srednia wartoic
Czas wartos¢ | Odchylenie A Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie Odchylenie
. .. OD 490 nm OD 490 nm
inkubacji | OD 490 nm | Standardowe E. coli + standardowe | OD 490nm | Standardowe E_ coli + standardowe
[h] E. coli + (SD) E ' I (SD) E. cloacae (SD) ' (SD)
UA . cloacae A E. cloacae
+ UA + UA
6 0,258 0,017 0,238 0,028 0,276 0,020 0,238 0,028
24 0,215 0,011 0,212 0,019 0,224 0,014 0,212 0,019
48 0,213 0,020 0,216 0,031 0,226 0,025 0,216 0,031
72 0,214 0,028 0,228 0,025 0,241 0,019 0,228 0,025
96 0,220 0,032 0,242 0,023 0,272 0,038 0,242 0,023

117




Tabela nr 24. Poréwnanie aktywno$ci metabolicznej dwugatunkowych E. coli + E. cloacae biofilméw kontrolnych
i hodowanych w obecnosci UA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono
kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto$¢ Odchvlenie Srednia warto$¢
inkubacji | OD ssonm E. coli+{ - dgwe 6Dy | OD womm E. coli +
[h] E. cloacae E. cloacae + UA

Odchylenie
standardowe (SD)

6 0,221 0,024 0,238 0,028

24 0,276 0,030 0,212 0,019

48 0,239 0,028 0,216 0,031

72 0,262 0,023 0,228 0,025

96 0,275 0,028 0,242 0,023

0,500 1
0,450 -
0,400 1
0,350 1

£0,300
§0,250 -

5 0,200 1
0,150 -
0,100 1
0,050 1
0,000 A

6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]

m E. coli + E. cloacae =E. coli + E. cloacae + AA = E. coli + E. cloacae + UA

Wykres nr 6. Aktywno$¢ metaboliczna w dwugatunkowych biofilmach E. coli + E. cloacae kontrolnych (stupki jednolite)
oraz hodowanych w obecno$ci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).

Podsumowanie:

a) W biofilmie dwugatunkowym E. coli i E. cloacae, obecno$¢ szczepu E. cloacae zmniejszata liczbe
komorek E. coli na pierwszych dwoch etapach, a obecno$¢ szczepu E. coli ograniczata przezywalno$é
E. cloacae na wszystkich etapach tworzenia biofilmu.

b) Jednoczesna obecnos¢ tych dwoch gatunkow bakterii skutkowata zmniejszeniem ilosci wytworzonej
masy biofilmowej i zmniejszeniem aktywnos$ci metabolicznej, zwtaszcza w odniesieniu do monokultury
E. cloacae.

) Obserwacje te mogg wskazywac na antagonistyczne oddziatywania pomiedzy badanymi szczepami,

z ktorych silniejsze s3 oddziatywania E. coli wobec E. cloacae.
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Zmiany w biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae pod wplywem AA:

a) zanik lub ostabienie antagonistycznego oddzialywania pomiedzy bakteriami;

b) zmniejszenie liczby komorek bakterii, wigksza redukcja liczebnosci dotyczyta E. cloacae, spadki
przezywalnos$ci obu szczepow byly nizsze niz w obu monokulturach;

C) zmniejszenie ilo$ci wytworzonej masy biofilmowej i utrata zdolnosci do produkcji biofilmu (OD 590
nm < 0,218) na pierwszych dwoch etapach jego tworzenia, redukcja biomasy byta nizsza niz w obu
monokulturach;

d) zmniejszenie aktywno$ci metabolicznej na wigkszos$ci etapéw tworzenia biofilmow, spadki
aktywnosci byly nizsze niz w obu monokulturach.

Zmiany w biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae pod wplywem UA:

a) zanik lub ostabienie antagonistycznego oddziatywania pomi¢dzy bakteriami, przy braku wptywu UA
na antagonistyczne oddziatywania E. coli wobec liczebnos$ci E. cloacae w koncowych etapach wzrostu
biofilmu;

b) zmniejszenie liczby komorek bakterii na wigkszosci etapow tworzenia biofilmow, wigksza redukcja
liczebnosci dotyczyta E. cloacae, spadki przezywalnosci obu szczepdéw byly nizsze niz w obu
monokulturach;

C) zmniegjszenie ilosci wytworzonej masy biofilmowej na wigkszosci etapéw tworzenia biofilmow,
utrata zdolnos$ci do produkcji biofilmu (OD s90 nm < 0,218) tylko na pierwszym etapie jego tworzenia,
redukcja biomasy byta nizsza niz w obu monokulturach,;

d) zmniejszenie aktywnoSci metabolicznej na wigkszos$ci etapéw tworzenia biofilmow, spadkKi

aktywnosci byty nizsze niz w obu monokulturach.

7.3. Dwugatunkowych E. coli CFT073 + P. aeruginosa ATCC 25000

Porownujac efektywnos¢ dziatania AA i UA na przezywalnos¢ bakterii w biofilmie
dwugatunkowym E. coli + P. aeruginosa (Tabele nr 25-29, Wykres nr 7) mozna stwierdzi¢, Ze
najwieksza redukcja liczby zywych komoérek pod wptywem AA (p < 0,05) dotyczyta P. aeruginosa
i nastgpita po 48 i 72 h inkubacji (0 3,2 logio), natomiast spadek przezywalnosci E. coli byt mniejszy
(2,5 logio) 1 nastgpit po 6 i 24 h inkubacji (p < 0,05). Co ciekawe, AA nie dziatat bojczo jedynie na
komorki E. coli rosnagce w dwugatunkowych biofilmach 72- i 96-godzinnych. Natomiast pod wptywem
UA, najwigksza redukcja liczby zywych komorek (p < 0,05) dotyczyta P. aeruginosa i nastgpita po 48
h inkubacji (0 3 logio), natomiast spadek przezywalnosci E. coli byt mniejszy (1,4 logio) i nastgpit po
6 h inkubacji (»p < 0,05). Co ciekawe, UA podobnie jak AA, nie dzialat bojczo na komorki E. coli

rosngce w dwugatunkowych biofilmach 72- i 96-godzinnych.
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Reasumujac:

e W biofilmach dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa + AA oraz E. coli + P. aeruginosa + UA,

obydwa kwasy dziataty najsilniej po 6 h inkubacji wobec E. coli, a po 48 h —wobec P. aeruginosa.

e AA powodowat wigkszy spadek przezywalnosci niz UA, zatem wykazal silniejsze dziatanie

bojcze w poréwnaniu z UA.

e Szczep P. aeruginosa byt bardziej wrazliwy na AA niz na UA oraz bardziej wrazliwy na oba

kwasy niz E. coli.

e Zaden z kwasow nie dziatat bojczo na komorki E. coli w 72- i 96-godzinnych biofilmach E. coli

+ P. aeruginosa.

Tabela nr 25. Pordéwnanie przezywalnosci szczepow E. coli i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych
i dwugatunkowych hodowlach biofilmowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia
Srednia Srednia liczba E. liczba P.

Czas liczba Odchylenie liczba P Odchylenie coli w Odchylenie | aeruginosa | Odchylenie
inkubacji E coli standardowe aeruginos:a standardowe | biofilmie | standardowe | w biofilmie | standardowe
[h] [CFU/mI] (SD) [CFU/MI] (SD) E. col! +P. (SD) E. col! +P. (SD)

aeruginosa aeruginosa

[CEU/mI] [CEU/mI]
0 2,05E+07 | 4,00E+06 | 5,19E+07 | 6,36E+06 | 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+0Q7
6 4,09E+09| 6,68E+08 | 1,69E+09 | 4,01E+08 | 4,10E+09 | 8,41E+08 | 7,34E+08 | 1,78E+08
24 1,22E+10| 3,08E+09 | 2,10E+10 | 2,00E+09 | 7,77E+09 | 1,87E+09 | 1,01E+10 | 1,46E+09
48 2,12E+09 | 4,55E+08 | 4,90E+09 | 6,13E+08 | 1,39E+09 | 4,44E+08 | 1,15E+10 | 2,64E+09
72 1,32E+09| 3,63E+08 | 2,38E+09 | 3,96E+08 | 4,58E+08 | 7,38E+07 | 4,59E+09 | 1,32E+09
96 1,80E+09| 4,53E+08 | 4,98E+09 | 1,52E+09 | 2,67E+08 | 5,73E+07 | 3,01E+09 | 8,22E+08

Tabela nr 26. Poréwnanie przezywalnosci szczepow E. coli i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych

i dwugatunkowych biofilmach w obecnoséci AA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia
2 - 2 - liczba E. liczba P.
Srednia _ | Srednia . coliw .| aeruginosa .
Czas liczba Odchylenie | liczba P. | Odchylenie - .. — Odchylenie -2 | Qdchylenie
. . - . biofilmie E. w biofilmie
inkubacji | E. coli + | standardowe | aeruginosa | standardowe coli + P standardowe E coli+P standardowe
[h] — (D) = (D) aeruginoéa (SD) aéruginosai (SD)
[CFU/mI] [CFU/mI] £ AA + AA
[CEUImI] [CEU/mI]
2,05E+07 | 4,00E+06 | 5,19E+07 | 6,36E+06 | 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+07
2,08E+06 | 6,39E+05 | 4,90E+07 | 2,09E+07 | 1,12E+07 | 4,01E+06 | 4,47E+07 | 1,23E+07
24 1,23E+06 | 2,65E+05 | 4,53E+07 | 3,67E+06 | 2,67E+07 | 7,69E+06 | 1,88E+07 | 4,72E+06
48 7,54E+06 | 2,91E+06 | 558E+06 | 1,13E+06 | 3,28E+08 | 6,38E+07 | 6,85E+06 | 7,77E+05
72 1,46E+08| 2,63E+07 | 1,53E+06 | 4,11E+05 | 5,39E+08 | 9,79E+07 | 2,93E+06 | 5,99E+05
96 1,37E+08 | 1,35E+07 | 1,00E+07 | 0,00E+00 | 7,03E+08 | 2,09E+08 | 9,90E+06 | 1,16E+07
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Tabela nr 27. Porownanie przezywalnosci szczepow E. coli i P. aeruginosa [CFU/mI] w dwugatunkowych biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci AA. Roéznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia Srednia
liczba E. liczba P. == =
Czas coli w Odchylenie | aeruginosa | Odchylenie biofilmi Odchylenie H91NOS: Odchylenie
. . S g iofilmie E. w biofilmie
inkubacji | biofilmie | standardowe |w biofilmie | standardowe coli + P standardowe E coli+P standardowe
[h] E. coI! +P. (SD) E. coli +P. (SD) aeruginoéa (SD) aéruginosai (SD)
aeruginosa aeruginosa L AA £ AA
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI]
0 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+07 | 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+07
6 4,10E+09 | 8,41E+08 | 7,34E+08 | 1,78E+08 | 1,12E+07 | 4,01E+06 | 4,47E+07 | 1,23E+07
24 7,77TE+09 | 1,87E+09 | 1,01E+10 | 1,46E+09 | 2,67E+07 | 7,69E+06 | 1,88E+07 | 4,72E+06
48 1,39E+09 | 4,44E+08 | 1,15E+10 | 2,64E+09 | 3,28E+08 | 6,38E+07 | 6,85E+06 | 7,77E+05
72 458E+08 | 7,38E+07 | 4,59E+09 | 1,32E+09 | 5,39E+08 | 9,79E+07 | 2,93E+06 | 5,99E+05
96 2,67E+08 | 5,73E+07 | 3,01E+09 | 8,22E+08 | 7,03E+08 | 2,09E+08 | 9,90E+06 | 1,16E+07
Tabela nr 28. Pordéwnanie przezywalnosci szczepow E. coli i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych

i dwugatunkowych biofilmach w obecnosci UA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia
Srednia Srednia “CZb.a E. Iiczb_a P.
Czas liczba Odchylenie | liczba P. | Odchylenie bio(;?llrlr:iz E Odchylenie ;e[)lijgf'i?%siae Odchylenie
inkubacji| E.coli+ | standardowe | aeruginosa | standardowe coli + P * | standardowe E coli + P standardowe
[h] na (SD) s (SD) aeruginoéa (SD) aéruginosé (SD)
[CFU/mI] [CFU/mI] A A
[CEU/mI] [CFU/mI]
0 2,05e+07 | 4,00E+06 | 519E+07 | 6,36E+06 | 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+07
4,81E+07 | 558E+06 | 5,26E+07 | 1,19E+07 | 1,56E+08 | 5,65E+07 | 9,87E+07 | 1,78E+07
24 9,58E+07 | 6,09E+06 | 2,62E+07 | 8,48E+06 | 6,15E+08 | 2,02E+08 | 4,43E+07 | 9,96E+06
48 7,35E+07 | 2,36E+07 | 8,60E+06 | 9,93E+05 | 5,95E+08 | 1,39E+08 | 1,01E+07 | 1,76E+06
72 1,49E+08 | 4,64E+07 | 2,85E+07 | 1,07E+07 | 1,24E+09 | 4,68E+08 | 7,80E+06 | 1,83E+06
96 1,33E+08 | 5,09E+07 | 2,03E+08 | 1,25E+07 | 2,35E+09 | 5,90E+08 | 557E+06 | 1,90E+06

Tabela nr 29. Porownanie przezywalnosci szczepéw E. coli i P. aeruginosa [CFU/mI] w dwugatunkowych biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci UA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

. . 2 . Srednia Srednia
R LCANLE] SHCO ] liczba E liczba P
liczba E. liczba P. coliw ' 261U inos;a
Czas coli w Odchylenie | aeruginosa | Odchylenie biofilmie Odchylenie W bic?filmie Odchylenie
inkubacji | biofilmie | standardowe | w biofilmie | standardowe E coli+ P standardowe E coli+ P standardowe
(hl E. COI? +P. (SD) E. coli 02 (SD) aéruginosé (SD) aéruginosai (SD)
aeruginosa aeruginosa + UA + UA
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI]
0 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+07 | 1,76E+07 | 2,07E+06 | 5,67E+07 | 1,35E+07
6 410E+09 | 8,41E+08 | 7,34E+08 | 1,78E+08 | 1,56E+08 | 5,65E+07 | 9,87E+07 | 1,78E+07
24 7,77E+09 | 1,87E+09 | 1,01E+10 | 1,46E+09 | 6,15E+08 | 2,02E+08 | 4,43E+07 | 9,96E+06
48 1,39E+09 | 4,44E+08 | 1,15E+10 | 2,64E+09 | 595E+08 | 1,39E+08 | 1,01E+07 | 1,76E+06
712 4 58E+08 | 7,38E+07 | 4,59E+09 | 1,32E+09 | 1,24E+09 | 4,68E+08 | 7,80E+06 | 1,83E+06
96 2,67E+08 | 5,73E+07 | 3,01E+09 | 8,22E+08 | 2,35E+09 | 5,90E+08 | 557E+06 | 1,90E+06
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10,00

9,00

8,00

log,, CFU/ml

7,00 -

6,00 . . . .
0 24 48 72 96

Czas inkubacji [h]

E. coli w E. coli + P. aeruginosa + AA P. aeruginosa w E. coli + P. aeruginosa + AA
E. coliw E. coli + P. aeruginosa + UA P. aeruginosa w E. coli + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 7. Przezywalno$¢ szczepoéw E. coli i P. aeruginosa [logio CFU/mI] w biofilmach dwugatunkowych (E. coli
+ P. aeruginosa) w obecnosci AA (linie przerywane) i UA (linie kropkowane).

Porownujgc efektywnos$¢ dziatania AA i UA na iloes¢ tworzonego biofilmu w konsorcjach
dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa (Tabele nr 30-34, Wykres nr 8) mozna stwierdzi¢, ze spadKi
ilosci wytworzonej masy biofilmowej pod wplywem AA (p < 0,05), skutkujace utrata zdolnosci do
produkcji biofilmu (OD 590 nm < 0,218) miaty miejsce po 6, 24, 48 1 96 h inkubacji, a najwieksza redukcje
ilosci biomasy (o 81%) odnotowano w 24-godzinnej hodowli E. coli + P. aeruginosa + AA. Natomiast
pod wptywem UA (p < 0,05), najwigksza redukcje ilosci biomasy (o 59%) potaczong z utratg zdolno$ci
do produkcji biofilmu (OD sg0nm < 0,218) w konsorcjach E. coli + P. aeruginosa + UA odnotowano
jedynie po 6 h inkubacji. Najstabsze dziatanie obydwu kwaséw obserwowano w hodowlach 48-
godzinnych.

Reasumujac:

e W biofilmach dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa + AA oraz E. coli + P. aeruginosa + UA,

AA powodowal wigksza redukcje ilosci wytworzonej masy biofilmowej niz UA, zatem wykazat

silniejsze dziatanie antybiofilmowe w poréwnaniu z UA.
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Tabela nr 30. Poréwnanie ilosci tworzonego biofilmu w jednogatunkowych (E. coli i P. aeruginosa) i dwugatunkowych
(E. coli + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob
kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Sredni Srednia Srednia Srednia

Czas l:rt::;: Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie
inkubacji gD standardowe | OD seonm | Standardowe | OD sgonm |Standardowe | OD seonm | Standardowe

[h] E Z‘*gl?m (SD) E. coli + P. (SD) P. (SD) E. coli + P. (SD)

' aeruginosa aeruginosa aeruginosa

6 0,406 0,053 0,418 0,051 0,370 0,066 0,418 0,051

24 0,365 0,049 0,544 0,067 0,825 0,081 0,544 0,067

48 0,261 0,042 0,414 0,056 0,836 0,057 0,414 0,056

72 0,291 0,042 0,581 0,074 0,826 0,072 0,581 0,074

96 0,339 0,070 0,640 0,087 0,802 0,056 0,640 0,087

Tabela nr 31. Porownanie ilosci tworzonego biofilmu w jednogatunkowych (E. coli i P. aeruginosa) i dwugatunkowych
(E. coli + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci AA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu
do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

£ . Srednia Srednia Srednia
Sreduia tos¢ warto$¢ wartos¢
Czas warto$¢ | Odchylenie war Odchylenie Odchylenie Odchylenie
. .. OD 590 nm OD 590 nm OD 590 nm
inkubacji | OD s¢0nm | Standardowe E coli+ P standardowe P standardowe E coli+ P standardowe
[h] E. coli + (SD) e (SD) ; (SD) e (SD)
AA aeruginosa aeruginosa aeruginosa
+ AA + AA + AA
6 0,183 0,045 0,161 0,060 0,174 0,043 0,161 0,060
24 0,146 0,029 0,103 0,014 0,132 0,022 0,103 0,014
48 0,195 0,046 0,188 0,046 0,177 0,043 0,188 0,046
72 0,198 0,043 0,256 0,051 0,175 0,049 0,256 0,051
96 0,203 0,043 0,218 0,054 0,150 0,019 0,218 0,054

Tabela nr 32. Poroéwnanie ilosci tworzonego biofilmu w dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa biofilmach kontrolnych
i hodowanych w obecnosci AA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono
kolorem czerwonym.

nkibacii | ODsom Eccoll+ | o Ctemnie | GRUU B, | oderyenie
[h] P. aeruginosa P. aeruginosa + AA

6 0,418 0,051 0,161 0,060
24 0,544 0,067 0,103 0,014
48 0,414 0,056 0,188 0,046
72 0,581 0,074 0,256 0,051
96 0,640 0,087 0,218 0,054

Tabela nr 33. Poréwnanie ilo$ci tworzonego biofilmu w jednogatunkowych (E. coli i P. aeruginosa) i dwugatunkowych
(E. coli + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci UA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu
do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

2 - Srednia Srednia Srednia
Srednia artos¢ warto$é wartosé
Czas wartos¢ | Odchylenie - Odchylenie Odchylenie Odchylenie
. . OD 590 nm OD 590 nm OD 590 nm
inkubacji | OD sg0 nm | standardowe E coli +P standardowe p standardowe E coli + P standardowe
[h] E. coli + (SD) - (SD) - (SD) o (SD)
UA aeruginosa aeruginosa aeruginosa
+ UA + UA + UA
6 0,197 0,055 0,172 0,057 0,179 0,044 0,172 0,057
24 0,235 0,030 0,250 0,035 0,227 0,044 0,250 0,035
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48 0,242 0,030 0,254 0,035 0,217 0,033 0,254 0,035
72 0,211 0,037 0,263 0,059 0,199 0,050 0,263 0,059
96 0,297 0,041 0,349 0,052 0,426 0,064 0,349 0,052

Tabela nr 34. Poréwnanie ilo$ci tworzonego biofilmu w dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa biofilmach kontrolnych
i hodowanych w obecnosci UA. Roéznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono
kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto$¢ . Srednia warto$¢ .
inkubacji OD 500 rm E. coli + stanct)jg(r:gg\lf\?: I(eSD) OB s E, cell stan%g(rzgg\ll\?g I(eSD)
[h] P. aeruginosa P. aeruginosa + UA
6 0,418 0,051 0,172 0,057
24 0,544 0,067 0,250 0,035
48 0,414 0,056 0,254 0,035
72 0,581 0,074 0,263 0,059
96 0,640 0,087 0,349 0,052
1,000 - . -
silny biofilm
0,900 H
0,800 -
0,700 A
$redni biofilm
£ 0,600 +
80,500 -
)
© 0,400 A
0,300 A staby biofilm
0,200 A B
0,100 A L brak biofilmu
0,000 HEE= .
6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]
m E. coli + P. aeruginosa =E. coli + P. aeruginosa + AA # E. coli + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 8. Tlos¢ tworzonego biofilmu w dwugatunkowych biofilmach E. coli + P. aeruginosa kontrolnych (stupki
jednolite) oraz hodowanych w obecnosci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).

Porownujac efektywnos$¢ dziatania AA 1 UA na aktywno$¢ metaboliczna bakterii zyjacych
w biofilmach dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa (Tabele nr 35-39, Wykres nr 9) mozna
stwierdzi¢, ze nieistotny statystycznie (p > 0,05) spadek aktywno$ci metabolicznej pod wplywem AA
mial miejsce po 6, 48 i 72 h inkubacji, a brak dziatania AA obserwowano w hodowlach 24 i 96-
godzinnych. Najwigksza redukcje aktywnosci metabolicznej (o 15%) odnotowano w 72-godzinnej
hodowli E. coli + P. aeruginosa + AA. Natomiast pod wptywem UA, najwigkszg i istotng statystycznie
(p < 0,05) redukcje aktywnos$ci metabolicznej (o 21%) w konsorcjach E. coli + P. aeruginosa + UA

odnotowano po 24 h inkubacji.
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Reasumujac:

e W biofilmach dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa + AA oraz E. coli + P. aeruginosa + UA,

UA powodowat wigkszg redukcje aktywnos$ci metabolicznej niz AA.

Tabela nr 35. Poréwnanie aktywnoséci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli i P. aeruginosa) i dwugatunkowych
(E. coli + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb
kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

$redni Srednia Srednia Srednia

Czas re tn? Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie | warto§¢ | Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie
inkubacji ggr 9%¢ | standardowe | OD agonm | standardowe | OD asonm | standardowe | OD agonm | standardowe

[h] E fgl?m (SD) E. coli + P. (SD) P. (SD) E. coli + P. (SD)

‘ aeruginosa aeruginosa aeruginosa

6 0,222 0,024 0,199 0,020 0,194 0,029 0,199 0,020

24 0,300 0,024 0,251 0,021 0,291 0,017 0,251 0,021

48 0,256 0,038 0,230 0,037 0,232 0,026 0,230 0,037

72 0,261 0,030 0,231 0,021 0,216 0,014 0,231 0,021

96 0,333 0,060 0,272 0,038 0,256 0,033 0,272 0,038

Tabela nr 36. Poréwnanie aktywno$ci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli i P. aeruginosa) i dwugatunkowych
(E. coli + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci AA.

2 . Srednia Srednia Srednia
EECdTin tosé wartos$¢ wartos¢
Czas wartos¢ | Odchylenie s Odchylenie Odchylenie Odchylenie
. .. OD 490 nm OD 490 nm OD 490 nm
inkubacji | OD 490nm | Standardowe E coli+P standardowe p standardowe E coli + P standardowe
[h] E. coli + (SD) e (SD) - (SD) ——— (SD)
AA aeruginosa aeruginosa aeruginosa
+ AA + AA + AA
6 0,215 0,017 0,177 0,019 0,195 0,018 0,177 0,019
24 0,269 0,020 0,280 0,022 0,252 0,016 0,280 0,022
48 0,210 0,026 0,207 0,030 0,187 0,028 0,207 0,030
72 0,219 0,020 0,198 0,016 0,193 0,026 0,198 0,016
96 0,263 0,033 0,296 0,017 0,243 0,027 0,296 0,017

Tabela nr 37. Poréwnanie aktywno$ci metabolicznej w dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa biofilmach kontrolnych
i hodowanych w obecnosci AA.

[h] P aerugiﬁosa standardowe (SD) | o aerug;in; osa + AA | Standardowe (SD)
6 0,199 0,020 0,177 0,019
24 0,251 0,021 0,280 0,022
48 0,230 0,037 0,207 0,030
72 0,231 0,021 0,198 0,016
96 0,272 0,038 0,296 0,017
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Tabela nr 38. Poréwnanie aktywnoéci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli i P. aeruginosa) i dwugatunkowych
(E. coli + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci UA.

: . Srednia Srednia Srednia
Srednia tosé wartos$¢ wartos¢
Czas warto$¢ | Odchylenie nar Odchylenie Odchylenie Odchylenie
- - oD 490 nm oD 490 nm oD 490 nm
inkubacji | OD 490nm | standardowe E colip standardowe p standardowe E. coli + P standardowe
[h] E. coli + (SD) - (SD) : (SD) - (SD)
UA aeruginosa aeruginosa aeruginosa
+ UA + UA + UA
6 0,258 0,017 0,246 0,016 0,238 0,024 0,246 0,016
24 0,215 0,011 0,198 0,016 0,198 0,011 0,198 0,016
48 0,213 0,020 0,193 0,020 0,207 0,024 0,193 0,020
72 0,214 0,028 0,208 0,026 0,203 0,022 0,208 0,026
96 0,220 0,032 0,222 0,030 0,225 0,033 0,222 0,030

Tabela nr 39. Poréwnanie aktywno$ci metabolicznej w dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa biofilmach kontrolnych
i hodowanych w obecnosci UA. Roéznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono
kolorem czerwonym.

[h] P aerugiﬁosa standardowe (SD) | 5° aerug;inr; osa + UA | standardowe (SD)
6 0,199 0,020 0,246 0,016
24 0,251 0,021 0,198 0,016
48 0,230 0,037 0,193 0,020
72 0,231 0,021 0,208 0,026
96 0,272 0,038 0,222 0,030
0,500 ~
0,450 A
0,400 A
0,350 A
£ 0,300 + =I=
§0,250 - -
8 0,200 A —
0,150 A
0,100 -
0,050 A
0,000 - . . . .
72 96
Czas inkubacji [h]
m E. coli + P. aeruginosa =E. coli + P. aeruginosa + AA = E. coli + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 9. Aktywno$¢ metaboliczna w dwugatunkowych biofilmach E. coli + P. aeruginosa kontrolnych (stupki
jednolite) oraz hodowanych w obecno$ci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).
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Podsumowanie:

a) W biofilmie dwugatunkowym E. coli i P. aeruginosa, obecno$¢ szczepu P. aeruginosa zmniejszata
liczbe komorek E. coli na wigkszos$ci etapow tworzenia biofilmu, a obecnos¢ szczepu E. coli zmniejszata
liczb¢ komorek P. aeruginosa tylko na pierwszym i ostatnim etapie. Obserwacja ta moze wskazywac
na antagonistyczne oddzialtywania pomiedzy w/w bakteriami, z ktérych silniejsze sg oddzialywania
P. aeruginosa wobec E. coli. Antagonistyczne dziatanie E. coli wobec P. aeruginosa bylo stabsze niz
wykazane wyzej wobec E. cloacae.

b) Jednoczesna obecnos¢ E. coli i P. aeruginosa, na wigkszosci etapéw tworzenia biofilmu skutkowata
zwigkszeniem ilosci wytworzonej masy biofilmowej (a zmniejszeniem aktywnosci metabolicznej)
w odniesieniu do jednogatunkowego biofilmu E. coli, natomiast zmniejszeniem ilo$ci wytworzonej
masy biofilmowej (a zwigkszeniem aktywno$ci metabolicznej) w odniesieniu do monokultury
P. aeruginosa. Zatem odwrotnie niz w przypadku przezywalnos$ci, tylko obecno$¢ E. coli dziata
antagonistycznie, poniewaz zahamowata ilo$¢ tworzonego biofilmu przez P. aeruginosa. Tymczasem
P. aeruginosa nie wykazat analogicznego wptywu na ilo§¢ biomasy E. coli, jednak podobnie jak
w przypadku przezywalno$ci dziatat antagonistycznie na aktywno$¢ metaboliczng E. coli.

Zmiany w biofilmach dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa pod wplywem AA:

a) zanik antagonistycznego oddziatywania P. aeruginosa wobec liczebnosci E. coli, przy braku wptywu
AA na antagonistyczne oddziatywania E. coli wobec liczebnosci P. aeruginosa w koncowych etapach
wzrostu biofilmu;

b) zmniejszenie liczby komorek bakterii, wigksza redukcja liczebnos$ci dotyczyta P. aeruginosa, spadki
przezywalnosci E. coli byty nizsze, a P. aeruginosa wyzsze niz w monokulturach;

C) zmniejszenie iloSci wytworzonej masy biofilmowej i utrata zdolnosci do produkcji biofilmu
(OD 590 nm < 0,218) na wigkszo$ci etapow jego tworzenia, redukcja biomasy byla nizsza niz
w monokulturze P. aeruginosa, a wyzsza niz w E. coli;

d) zmniejszenie aktywno$ci metabolicznej na wigkszoSci etapow tworzenia biofilméw, spadki
aktywnosci byty nizsze niz w obu monokulturach.

Zmiany w biofilmach dwugatunkowych E. coli + P. aeruginosa pod wplywem UA:

a) zanik antagonistycznego oddziatywania P. aeruginosa wobec liczebnosci E. coli, przy braku wptywu
AA na antagonistyczne oddzialywania E. coli wobec liczebnosci P. aeruginosa w koncowych etapach
wzrostu biofilmu;

b) zmniejszenie liczby komorek bakterii, wieksza redukcja liczebnos$ci dotyczyta P. aeruginosa, spadki
przezywalnosci E. coli byly nizsze, a P. aeruginosa wyzsze niz w monokulturach;

C) zmniejszenie ilosci wytworzonej masy biofilmowej, utrata zdolnosci do produkcji biofilmu
(OD 590 nm < 0,218) tylko na pierwszym etapie jego tworzenia, redukcja biomasy byta nizsza niz

w monokulturze P. aeruginosa, a wyzsza niz w E. coli;
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d) zmniejszenie aktywnoSci metabolicznej] na wigkszo$ci etapéw tworzenia biofilmow, spadkKi

aktywnosci byly nizsze niz w obu monokulturach.

7.4. Trzygatunkowych E. coli CFT073 + E. cloacae ATCC-BAA 2468 + P. aeruginosa ATCC 25000

Porownujac efektywno$¢ dziatania AA i UA na przezywalnos¢ bakterii w biofilmie trzygatunkowym
E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa (Tabele nr 40-44, Wykres nr 10) mozna stwierdzi¢, ze najwigksza
redukcja liczby zywych komoérek pod wptywem AA (0 3,5 l0g10) dotyczyta P. aeruginosa i nastapita po
72 h inkubacji (p <0,05), z kolei spadek przezywalnosci E. cloacae byt mniejszy (3,3 logio) i wystapit
po 6 h hodowli (» <0,05), a najmniejszy spadek liczebnos$ci dotyczy?t E. coli (2,15 logio) i miat miejsce
po 6 h inkubacji (p < 0,05). Co cickawe, AA wykazal znikome dzialanie bojcze na komorki E. coli
rosnace w trzygatunkowych biofilmach 72- i 96-godzinnych, a wynik ten jest zbiezny z obserwacjami
uzyskanym dla E. coli zyjacych w biofilmach dwugatunkowych. Natomiast pod wptywem UA,
najwicksza redukcja liczby zywych komorek (o 3,6 logio) dotyczyta P. aeruginosa i nastgpita po 96 h
inkubacji (p < 0,05), z kolei spadek przezywalnosci E. cloacae byl mniejszy (1,4 logio) 1 wystapit po
6 i 24 h hodowli (p <0,05), a najmniejszy spadek liczebnosci dotyczyt E. coli (0,8 logi0) i miat miejsce
po 6 h inkubacji (p <0,05). Co cickawe, UA nie wykazat dziatania bojczego na komorki E. coli rosnace
w trzygatunkowych biofilmach 48-, 72- i 96-godzinnych, a wynik ten jest zbiezny z obserwacjami
uzyskanym dla E. coli zyjacych w 72- i 96- godzinnych biofilmach dwugatunkowych.
Reasumujac:
e W biofilmach trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA oraz E. coli
+ E. cloacae + P. aeruginosa + UA, obydwa kwasy dziataly najsilniej po 6 h inkubacji wobec
E. colii E. cloacae, a po 72 i 96 h — wobec P. aeruginosa.
e AA powodowat wigkszy spadek przezywalnosci E. coli i E. cloacae niz UA, zatem wykazal
silniejsze dziatanie bdjcze w porownaniu z UA.
e Szczep P. aeruginosa byt minimalnie bardziej wrazliwy na UA niz na AA oraz bardziej wrazliwy
na oba kwasy niz E. cloacae i E. coli.
e Najmniej wrazliwym szczepem okazat si¢ by¢ E. coli, wobec ktorego w 48, 72- i 96-godzinnych
biofilmach trzygatunkowych, AA wykazat stabe dzialanie, a UA nie dziatat bojczo.
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Tabela nr 40. Poréwnanie przezywalnos$ci szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych
i trzygatunkowych hodowlach biofilmowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia
liczba E. liczba P.
Czas Sljednia Odchylenie Sl_-ednia Odchylenie S.rEdma Odchylenie Odchylenie c!oa.cae.w Odchylenie aer.ugl'nose'l Odchylenie
) .| liczba liczba liczba P. biofilmie w biofilmie
inkubacji ) standardowe standardowe . standardowe standardowe . standardowe . standardowe
in] E. coli (D) E. cloacae D) aeruginosa (D) (D) E. coli +E. (D) E.coli +E. (D)
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] cloacae + P. cloacae +P.
aeruginosa aeruginosa
[CFU/mI] [CFU/mI]

0 |2,05E+07|4,00E+06 [1,97E+07|2,70E+06|5,19E+07 | 6,36E+06| 2,27E+07 | 8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06| 5,77E+07 | 1,83E+07
6 |4,09E+09| 6,68E+08 | 3,43E+09(9,90E+08| 1,69E+09|4,01E+08| 3,10E+09 |4,55E+08| 1,63E+09 |4,91E+08| 7,82E+08 | 2,29E+08
24 |1,22E+10| 3,08E+09|8,11E+09(1,27E+09|2,10E+10| 2,00E+09| 3,45E+09 | 4,52E+08| 8,40E+08 | 1,62E+08| 1,51E+10 | 3,50E+09
48 |2,12E+09| 4,55E+08 | 8,65E+09]| 1,78E+09(4,90E+09 | 6,13E+08| 6,36E+08 | 8,79E+07 | 2 51E+07 |7,92E+06| 1,04E+10 |2,76E+09
72 |1,32E+09| 3,63E+08 | 2,91E+09| 7,37E+08| 2,38E+09 | 3,96E+08| 4,92E+08 | 1,17E+08| 4,54E+07 | 7,12E+06| 3,76E+09 | 2,34E+08
96 |1,80E+09|4,53E+08 |4,06E+09(4,53E+08|4,98E+09|1,52E+09| 3,93E+08 | 7,50E+07| 9,60E+06 | 8,00E+05| 3,85E+09 | 6,80E+08

Tabela nr 41. Poréwnanie przezywalnosci szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych
i trzygatunkowych biofilmach w obecnosci AA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

—Srednia—| Srednia Srednia

=hezhaE—] liczba E: liczba P:

Srednia Srednia Srednia [=—cotw—| cloacae w aeruginosa
Czas liczba Odchylenie liczba Odchylenie | liczba P. | Odchylenie =hiofitm: Odchylenie [=biofitmie—| Odchylenie [-w-biofilmie:| Odchylenie
inkubacji| E.coli + [standardowe | E. cloacae |standardowe| aeruginosa |standardowe FE=eoti—F—{standardowe | E.-coli—+E.{standardowe | E.coli-+E.~|standardowe

[h] AA (SD) +AA (SD) +AA (SD) [cloaeae+P-| (SD) |[cloacae+P: (SD)  |cloacae +P. (SD)
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] | aeruginosa | aeruginosa aeruginosa +
+AA +AA AA
| [CFU/mMI] | [CFU/mI] [CFU/mI]

0 |2,05E+07|4,00E+06 [1,97E+07|2,70E+06|5,19E+07 | 6,36E+06| 2,27E+07 | 8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06| 5,77E+07 | 1,83E+07
6 |2,08E+06(6,39E+05 |2,80E+06(2,83E+05|4,90E+07|2,09E+07| 2,21E+07 | 2,20E+06| 8,83E+05 | 2,03E+05| 2,48E+07 | 3,56E+06
24 |1,23E+06| 2,65E+05 | 3,26E+04(6,59E+03|4,53E+07| 3,67E+06| 3,28E+08 | 6,38E+07| 9,33E+05 | 9,43E+04| 8,84E+06 |9,91E+05
48 |7,54E+06| 2,91E+06 |1,25E+04| 2,69E+03(5,58E+06 | 1,13E+06| 4,31E+08 | 2,65E+08| 2,43E+06 |4,19E+05| 7,04E+06 | 1,79E+06
72 |1,46E+08|2,63E+07 | 1,00E+01(0,00E+00| 1,53E+06|4,11E+05| 4,62E+08 | 1,24E+08| 3,37E+06 | 3,30E+05| 1,24E+06 |4,32E+05
9 |1,37E+08|1,35E+07 |1,00E+01|0,00E+00|1,00E+07|0,00E+00| 3,40E+08 | 3,69E+07| 5,37E+06 |4,92E+05| 2,88E+06 | 4,88E+05

Tabela nr 42. Porownanie przezywalnoéci szczepéw E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w trzygatunkowych
biofilmach kontrolnych i hodowanych w obecno$ci AA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob
kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia thra—] Srednia Srednia
X X | liczbaE. | liczba E. liczba P.
liczba E. liczba P. = =
cloacae w aeruginosa CloacaEw aeruginosa
Czas Odchylenie biofilmie Odchylenie w biofilmie Odchylenie [hrofrfmre—] Odchylenie |-biofitmie—| Odchylenie |w-biofitmie| Odchylenie
inkubacji standardowe E coli +E standardowe E coli +E standardowe PE=60H=FE=|standardowe [ E. coli +E.|standardowe | E. coli +E. |standardowe
h . . . .
(h] (D) cloacae + P. (D) cloacae +P. (D) [eloscas=Ery  (SD) C;Z?Sa_e == (D) cloac§e = P; (D)
aeruginosa aeruginosa gn — ginosa aeruginosa
[CFU/mI] [CFU/mI] == AR AR
[CRU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI]

0 2,27TE+Q7 | 8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06| 5,77E+07 | 1,83E+07| 2,27E+07 |8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06| 5,77E+07 | 1,83E+07
3,10E+09 | 4,55E+08| 1,63E+09 |4,91E+08| 7,82E+08 | 2,29E+08| 2,21E+07 |2,20E+06 | 8,83E+05 | 2,03E+05| 2,48E+07 | 3,56E+06
24 | 345E+09 4,52E+08| 8,40E+08 [1,62E+08| 1,51E+10 | 3,50E+09| 3,28E+08 |6,38E+07| 9,33E+05 | 9,43E+04| 8,84E+06 |9,91E+05
48 | 6,36E+08 |8,79E+07| 2,51E+07 | 7,92E+06| 1,04E+10 | 2,76E+09| 4,31E+08 | 2,65E+08| 2,43E+06 | 4,19E+05| 7,04E+06 | 1,79E+06
72 | 4,92E+08 |1,17E+08| 4,54E+07 | 7,12E+06| 3,76E+09 | 2,34E+08| 4,62E+08 | 1,24E+08| 3,37E+06 | 3,30E+05| 1,24E+06 |4,32E+05
96 | 393E+08 |7,50E+07 | 9,60E+06 | 8,00E+05| 3,85E+09 |6,80E+08| 3,40E+08 | 3,69E+07 | 5,37E+06 |4,92E+05| 2,88E+06 | 4,88E+05
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Tabela nr 43. Poréwnanie przezywalnos$ci szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w jednogatunkowych
i trzygatunkowych biofilmach w obecnoséci UA. Rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia
liczba E. liczba P.
Srednia Srednia Srednia cloacae w aeruginosa
Czas liczba Odchylenie liczba Odchylenie | liczba P. | Odchylenie Odchylenie | biofitmie | Odchylenie |- w biofilmie | Odchylenie
inkubacji| E.coli + [standardowe | E. cloacae |standardowe| aeruginosa |standardowe tandardowe | E. coli + E. - |standardowe |- E. coli: + E. | standardowe
[h] UA (SD) +UA (SD) +UA (SD) (SD) cloacae + P. (SD) cloacae +P; (SD)
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] aeruginosa aeruginosa +
+UA UA
1] [CFU/mI] [CEU/mI]

0 |2,05E+07|4,00E+06 [1,97E+07|2,70E+06|5,19E+07 | 6,36E+06| 2,27E+07 | 8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06| 5,77E+07 | 1,83E+07
6 |4,81E+07(558E+06|2,37E+07(6,57E+06|5,26E+07|1,19E+07| 4,49E+08 | 5,73E+07| 6,72E+07 | 2,54E+07| 8,38E+07 | 2,60E+07
24 |9,58E+07| 6,09E+06 | 7,33E+05| 2,61E+05| 2,62E+07|8,48E+06| 1,25E+09 | 4,56E+08| 3,51E+07 |5,23E+06| 2,77E+07 | 3,30E+06
48 |7,35E+07| 2,36E+07 | 7,56E+04|2,29E+048,60E+06 | 9,93E+05| 7,84E+08 | 1,69E+08| 2,59E+07 4,48E+06| 1,54E+07 |3,47E+06
72 |149E+08|4,64E+07 | 2,49E+07(1,21E+07|2,85E+07|1,07E+07| 9,00E+08 | 7,72E+07| 2,83E+06 | 3,03E+05| 4,00E+06 | 7,07E+05
96 |1,33E+08|5,09E+07 |4,20E+07|6,87E+06|2,03E+08|1,25E+07| 7,86E+08 | 2,11E+08| 1,70E+06 |4,10E+05| 9,71E+05 | 8,81E+04

Tabela nr 44. Porownanie przezywalnosci szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [CFU/mI] w trzygatunkowych
biofilmach kontrolnych i hodowanych w obecnos$ci UA. Réznice istotne statystycznie (P < 0,05) w odniesieniu do préob
kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia rSre;)ing rSre;)jn:)a
liczba E. liczba P. :CZ SE 42 _a :
p cloacae w aeruginosa
. . |aeruginosa w . . . .
Czas Odchylenie c!oaf:ae_w Odchylenie |, . g . Odchylenie Odchylenie | biofilmie | Odchylenie |'\w-biofilmie | Odchylenie
. .. biofilmie biofilmie E. v -
inkubacji standardowe E coli +E standardowe N standardowe standardowe | E.coli-+ E.-|standardowe |- E.-coli -+ E. |standardowe
h . . .
[h] (SD) cloacae + P. (SD) cloacae + P. (SD) (D) cloaca_e N (D) cloacge s (D)
X . aeruginosa aeruginosa +
aeruginosa aeruginosa i s
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFUImI] [CRUImI]

0 2,27E+Q7 | 8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06( 5,77E+07 |1,83E+07| 2,27E+07 | 8,35E+06 | 2,69E+07 | 7,21E+06| 5,77E+07 |1,83E+07
6 3,10E+09 | 455E+08 | 1,63E+09 |4,91E+08| 7,82E+08 |2,29E+08| 4,49E+08 [5,73E+07| 6,72E+07 | 2,54E+07| 8,38E+07 | 2,60E+07
24 | 345E+09 | 452E+08 | 8,40E+08 |1,62E+08| 1,51E+10 |3,50E+09| 1,25E+09 [4,56E+08| 3,51E+07 |5,23E+06| 2,77E+07 | 3,30E+06
48 | 6,36E+08 | 8,79E+07 | 2,51E+07 | 7,92E+06| 1,04E+10 |2,76E+09| 7,84E+08 | 1,69E+08| 2,59E+07 |4,48E+06( 1,54E+07 |3,47E+06
72 | 492E+08|1,17E+08 | 4,54E+07 | 7,12E+06| 3,76E+09 |2,34E+08| 9,00E+08 | 7,72E+07| 2,83E+06 | 3,03E+05| 4,00E+06 |7,07E+05
9 | 3,93E+08 | 7,50E+07 | 9,60E+06 | 8,00E+05( 3,85E+09 |6,80E+08| 7,86E+08 [2,11E+08| 1,70E+06 |4,10E+05| 9,71E+05 | 8,81E+04
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Wykres nr 10. Przezywalnos$¢ szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa [logio CFU/mI] w biofilmach trzygatunkowych
(E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) w obecnosci AA (linie przerywane) i UA (linie kropkowane).

Porownujac efektywnos$¢ dziatania AA i UA na ilo$¢ tworzonego biofilmu w konsorcjach
trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa (Tabele nr 45-49, Wykres nr 11) mozna
stwierdzi¢, ze najwigksze spadki ilosci wytworzonej masy biofilmowej pod wptywem AA (p < 0,05),
skutkujace utrata zdolnosci do produkcji biofilmu (OD 590 nm < 0,218) miaty miejsce po 24 1 96 h
inkubacji 1 wynosily 71%. Natomiast pod wplywem UA, najwigksza redukcja ilosci biomasy (o 61%)
miata miejsce po 72 h inkubacji, ale potagczong z utratg zdolnosci do produkcji biofilmu (OD s90 nm <
0,218) odnotowano jedynie po 6 h inkubacji (p < 0,05). Najstabsze dziatanie obydwu kwasow
obserwowano w hodowlach 48-godzinnych.

Reasumujac:

e W biofilmach trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA oraz E. coli
+ E. cloacae + P. aeruginosa + UA, AA powodowal wickszg redukcj¢ ilo$ci wytworzonej masy

biofilmowej niz UA, zatem wykazal silniejsze dziatanie antybiofilmowe w porownaniu z UA.
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Tabela nr 45. Porownanie ilosci tworzonego biofilmu w jednogatunkowych (E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa)
i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05)
w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia Srednia
S i to§¢ OD S i to§¢ OD to$¢ OD
Czas Sredn,u,‘ Odchylenie vartose U Odchylenie Sredn,l? Odchylenie arone = Odchylenie |warto$¢ OD| Odchylenie e Odchylenie
i .| warto$é 590 nm E. coli warto$ ¢ 590 nm E. coli 590 nm E. coli
inkubacji standardowe standardowe standardowe standardowe| soonm  [standardowe standardowe
h OD 590 nm D +E. cloacae SD OD 590 nm D +E. cloacae SD P SD +E. cloacae D
h E. coli (SD) +P. D) E. cloacae (SD) +P. (SD) N (SD) +P. D)
. E aeruginosa :
aeruginosa aeruginosa aeruginosa
6 0,406 0,053 0,395 0,060 0,316 0,044 0,395 0,060 0,370 0,066 0,395 0,060
24 0,365 0,049 0,509 0,042 0,574 0,065 0,509 0,042 0,825 0,081 0,509 0,042
48 0,261 0,042 0,406 0,035 0,329 0,057 0,406 0,035 0,836 0,057 0,406 0,035
72 0,291 0,042 0,615 0,080 0,281 0,075 0,615 0,080 0,826 0,072 0,615 0,080
96 0,339 0,070 0,775 0,094 0,307 0,049 0,775 0,094 0,802 0,056 0,775 0,094

Tabela nr 46. Porownanie ilosci tworzonego biofilmu w jednogatunkowych (E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa)
i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci AA. Roznice istotne
statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Sredni Srednia
Srednia warto$¢ OD Srednia warto$¢ OD wariséé 1(2;]) wartos¢ OD
Czas | warto$¢ [ Odchylenie [ss0nm E-coli-| Odchylenie | warto§é¢ | Odchylenie [s90nm E-coli-| Odchylenie Odchylenie [ssonm E-coli-| Odchylenie
inkubacji |OD sgg nm|Standardowe |+E.cloacae-{standardowe [ OD sg0nm |Standardowe [+E.-cloacae-{standardowe 59:’”'“ standardowe |+ E.cloacae |{standardowe
[h] E.coli + (SD) +P. (SD) E. cloacae (SD) +P. (SD) N (SD) +P. (SD)
E - aeruginosa -
AA aeruginosa +AA aeruginosa = aeruginosa
+AA +AA +AA
6 0,183 0,045 0,171 0,050 0,195 0,056 0,171 0,050 0,174 0,043 0,171 0,050
24 0,146 0,029 0,146 0,037 0,145 0,029 0,146 0,037 0,132 0,022 0,146 0,037
48 0,195 0,046 0,209 0,032 0,199 0,056 0,209 0,032 0,177 0,043 0,209 0,032
72 0,198 0,043 0,260 0,043 0,215 0,057 0,260 0,043 0,175 0,049 0,260 0,043
96 0,203 0,043 0,224 0,027 0,174 0,033 0,224 0,027 0,150 0,019 0,224 0,027

Tabela nr 47. Poréwnanie iloci tworzonego biofilmu w trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci AA. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Cras Srednia warto$¢ Srednia warto$¢
inkubacii OD s90nm E. coli + Odchylenie OD sgonm E. COli + Odchylenie
h] ! E. cloacae + P. standardowe (SD) E. cloacae + P. standardowe (SD)
aeruginosa aeruginosa + AA
6 0,395 0,060 0,171 0,050
24 0,509 0,042 0,146 0,037
48 0,406 0,035 0,209 0,032
72 0,615 0,080 0,260 0,043
96 0,775 0,094 0,224 0,027

Tabela nr 48. Porownanie ilosci tworzonego biofilmu w jednogatunkowych (E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa)
i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci UA. Roznice istotne
statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia $rednia Srednia
Srednia warto§¢ OD Srednia warto§¢ OD wartosé OD warto§¢ OD.
Czas | warto$¢ | Odchylenie |ssonm E:Coli:| Odchylenie | warto§¢ | Odchylenie |ssonm E:coli:| Odchylenie Odchylenie [sgonm E: €oli}| Odchylenie
inkubacji [OD 590 nm|standardowe |+ E: cloacae |standardowe | OD sgo nm |standardowe [+ E. cloacae |standardowe 59?3""1 standardowe |+ E. cloacae |standardowe
[h] E.coli + (SD) R (SD) E. cloacae (SD) +P. (SD) e ilnosa (SD) P (SD)
UA aeruginosa +UA aeruginosa +gU A aeruginosa
+UA +UA +UA
6 0,197 0,055 0,181 0,059 0,198 0,051 0,181 0,059 0,179 0,044 0,181 0,059
24 0,235 0,030 0,240 0,033 0,257 0,035 0,240 0,033 0,227 0,044 0,240 0,033
48 0,242 0,030 0,260 0,034 0,255 0,040 0,260 0,034 0,217 0,033 0,260 0,034
72 0,211 0,037 0,238 0,046 0,273 0,045 0,238 0,046 0,199 0,050 0,238 0,046
96 0,297 0,041 0,315 0,042 0,426 0,087 0,315 0,042 0,426 0,064 0,315 0,042
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Tabela nr 49. Poréwnanie iloci tworzonego biofilmu w trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci UA. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto$¢ Srednia warto$¢
inkubacii OD s90nm E. coli + Odchylenie OD s90nm E. coli + Odchylenie
Ih] ] E. cloacae + P. standardowe (SD) E. cloacae + P. standardowe (SD)
aeruginosa aeruginosa + UA
6 0,395 0,060 0,181 0,059
24 0,509 0,042 0,240 0,033
48 0,406 0,035 0,260 0,034
72 0,615 0,080 0,238 0,046
96 0,775 0,094 0,315 0,042
1,000 - . _—
silny biofilm
0,900 +

0,800 A

0,700 -

0,600 - sredni biofilm

£
c

20,500 -
(|

© 0400 -
0,300 - staby biofilm

0,200 A

0,100 - brak biofilmu

0,000 -

6

24 48
Czas inkubacji [h]

96

mE. coli + E. cloacae + P. aeruginosa
=E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA
& E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 11. Tlosci tworzonego biofilmu w trzygatunkowych biofilmach E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa kontrolnych
(shupki jednolite) oraz hodowanych w obecnosci AA (stupki z liniami przerywanymi) i UA (stupki kropkowane).

Poréownujgc efektywnos$¢ dziatania AA 1 UA na aktywno$¢ metaboliczng bakterii zyjacych
w biofilmach trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa (Tabele nr 50-54, Wykres nr 12)
mozna stwierdzi¢, ze pod wptywem AA najwigksza redukcje aktywno$ci metabolicznej (o 10%)
odnotowano w 6-godzinnej hodowli E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA. Natomiast pod
wptywem UA, najwickszg redukcje aktywnosci metabolicznej (o 18%) w konsorcjach E. coli
+ E. cloacae + P. aeruginosa + UA odnotowano po 24 h inkubaciji.
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Reasumujac:

W biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA oraz E. coli

+ E. cloacae + P. aeruginosa + UA, UA powodowat wigkszg redukcje aktywno$ci metaboliczne;j
niz AA.

Tabela nr 50. Poréwnanie aktywnos$ci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa)
i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05)
w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia
. warto$ ¢ 3 warto$ ¢ Srednia warto$ ¢
Srednia . i Srednia . . L. X )
Czas warto§é Odchylenie | ODgonm | Odchylenie wartosé Odchylenie | OD4gonm [ Odchylenie [ warto$¢ | Odchylenie | ODagonm | Odchylenie
inkubacji oD standardowe | E.coli + |standardowe oD standardowe [ E.coli + [standardowe | OD 490nm |standardowe| E.coli + |standardowe
[h] a9nm | o) E. cloacae (SD) 490 nm (D) E. cloacae (SD) P. (SD)  |E.cloacae (SD)
E. coli E. cloacae .
+P. +P. aeruginosa +P.
aeruginosa aeruginosa aeruginosa
6 0,222 0,024 0,217 0,022 0,251 0,021 0,217 0,022 0,194 0,029 0,217 0,022
24 0,300 0,024 0,235 0,013 0,376 0,021 0,235 0,013 0,291 0,017 0,235 0,013
48 0,256 0,038 0,223 0,026 0,306 0,051 0,223 0,026 0,232 0,026 0,223 0,026
72 0,261 0,030 0,219 0,016 0,263 0,035 0,219 0,016 0,216 0,014 0,219 0,016
96 0,333 0,060 0,250 0,032 0,307 0,039 0,250 0,032 0,256 0,033 0,250 0,032

Tabela nr 51. Poréwnanie aktywnos$ci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa)
i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci AA. Rdznice istotne
statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia
, = warto§¢ = = wartos ¢ Srednia wartos ¢
Sredﬂ,l? . |-ODasonm ) Sredn'url . |-ODagonm . wartos$¢ . |-ODagonm .
Czas | wartoS¢ | Odchylenie E coli + Odchylenie | wartos¢ [ Odchylenie E coli + Odchylenie oD Odchylenie E coli + Odchylenie
inkubacji [ OD 490 nm [standardowe E ;:Ioacae standardowe | OD 490 nm |standardowe E .cloacae standardowe ;90 "™ | standardowe £ .cloacae standardowe
[h] E.coli + (SD) : (SD) E. cloacae (SD) : (SD) ; (SD) : (SD)
+P. +P. aeruginosa +P.
AA = +AA : =
aeruginosa aeruginosa +AA aeruginosa
+AA +AA +AA
6 0,215 0,017 0,196 0,012 0,227 0,025 0,196 0,012 0,195 0,018 0,196 0,012
24 0,269 0,020 0,307 0,029 0,293 0,017 0,307 0,029 0,252 0,016 0,307 0,029
48 0,210 0,026 0,253 0,038 0,221 0,015 0,253 0,038 0,187 0,028 0,253 0,038
72 0,219 0,020 0,212 0,027 0,229 0,013 0,212 0,027 0,193 0,026 0,212 0,027
96 0,263 0,033 0,324 0,039 0,291 0,034 0,324 0,039 0,243 0,027 0,324 0,039

Tabela nr 52. Porownanie aktywnosci metabolicznej w trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci AA. Roéznice istotne statystycznie (P < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych
zaznaczono kolorem czerwonym.

Czas Srednia warto$¢ Srednia warto$¢
inkubacii OD 490nm E. coli + Odchylenie OD 490nm E. coli + Odchylenie
Ih] ] E. cloacae + P. standardowe (SD) E. cloacae + P. standardowe (SD)
aeruginosa aeruginosa + AA
6 0,217 0,022 0,196 0,012
24 0,235 0,013 0,307 0,029
48 0,223 0,026 0,253 0,038
72 0,219 0,016 0,212 0,027
96 0,250 0,032 0,324 0,039
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Tabela nr 53. Pordéwnanie aktywnosci metabolicznej w jednogatunkowych (E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa)

i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) hodowlach biofilmowych w obecnosci UA.
Srednia Srednia Srednia
§ : warto$ ¢ & , warto$¢ Srednia warto$ ¢
redn,l? _ |-OD2g0nm ) redn,u'l . |- OD 90 nm .| wartos¢ . | :OD4g0'nm :
Czas warto$¢ | Odchylenie E : Odchylenie | wartos¢ | Odchylenie : Odchylenie Odchylenie x Odchylenie
i . .coli + E.coli + OD 490 nm E.coli +
inkubacji [ OD 490 nm [standardowe e standardowe | OD 490 nm |standardowe R standardowe p standardowe R standardowe
[h] E.coli + (SD) ; (SD) E. cloacae (SD) ; (SD) i (SD) i (SD)
+P. +P. aeruginosa +P.
UA 2 +UA : :
aeruginosa aeruginosa +UA aeruginosa
+UA +UA +UA
6 0,258 0,017 0,254 0,027 0,276 0,020 0,254 0,027 0,238 0,024 0,254 0,027
24 0,215 0,011 0,194 0,028 0,224 0,014 0,194 0,028 0,198 0,011 0,194 0,028
48 0,213 0,020 0,221 0,014 0,226 0,025 0,221 0,014 0,207 0,024 0,221 0,014
72 0,214 0,028 0,219 0,021 0,241 0,019 0,219 0,021 0,203 0,022 0,219 0,021
96 0,220 0,032 0,233 0,022 0,272 0,038 0,233 0,022 0,225 0,033 0,233 0,022

Tabela nr 54. Poréwnanie aktywnosci metabolicznej w trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilmach
kontrolnych i hodowanych w obecnosci UA.

Czas Srednia warto$¢ Srednia warto$¢
inkubacii OD 490nm E. coli + Odchylenie OD 490nm E. coli + Odchylenie
Ih] ] E. cloacae + P. standardowe (SD) E. cloacae + P. standardowe (SD)
aeruginosa aeruginosa + UA
6 0,217 0,022 0,254 0,027
24 0,235 0,013 0,194 0,028
48 0,223 0,026 0,221 0,014
72 0,219 0,016 0,219 0,021
96 0,250 0,032 0,233 0,022
0,500 ~
0,450 -
0,400 A
0,350 A
50,300 1 = =
0,250 - = =
o = =
© 0,200 - = = =
0,150 - = = =
0,100 A = = =
0,050 A = = =
0,000 - = T = T T = T = 1
6 24 48 72 96
. . Czas inkubacji [h]
mE. coli + E. cloacae + P. aeruginosa
=E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA
= E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 12. Aktywno$¢ metaboliczna w trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa biofilmach kontrolnych
(shupki jednolite) oraz hodowanych w obecnosci AA (stupki z liniami poziomymi) i UA (stupki kropkowane).
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Podsumowanie:

a) W biofilmie trzygatunkowym E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa, na wszystkich etapach tworzenia
biofilmu, obecno$¢ szczepdw E. cloacae i P. aeruginosa zmniejszata liczbe komorek E. coli, a obecnosé
szczepow E. coli i P. aeruginosa zmniejszata liczbe komorek E. cloacae. Natomiast obecno$é szczepow
E. coli i E. cloacae zmniejszata liczb¢ komoérek P. aeruginosa tylko na trzech etapach tworzenia
biofilmu. Z powyzszego wynika, ze w biofilmie trzygatunkowym wystapito najwicksze zahamowanie
wzrostu E. coli i E. cloacae, natomiast szczep P. aeruginosa wydaje si¢ by¢ bardziej oporny na
odziatywania antagonistyczne. Obserwacje te w potaczeniu z wezesniejszymi dotyczacymi biofilmow
dwugatunkowych moga wskazywacé, ze najsilniejsze oddziatywania antagonistyczne wobec
przezywalnosci konkurencyjnych szczepow wywiera P. aeruginosa, a najstabsze — E. cloacae.

b) Jednoczesna obecnos¢ E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa skutkowala zwigkszeniem ilo$ci
wytworzonej masy biofilmowej w odniesieniu do jednogatunkowych biofilméw E. coli i E. cloacae,
a zmniejszeniem w odniesieniu do monokultury P. aeruginosa. Z kolei aktywno$¢ metaboliczna ulegta
zmniejszeniu w porownaniu ze wszystkimi biofilmami jednogatunkowymi. Wyniki te dowodzg przede
wszystkim antagonistycznego dziatania E. coli i E. cloacae, poniewaz obecno$¢ tych szczepow
zahamowata tworzenie biomasy przez P. aeruginosa.

Zmiany w biofilmach trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa pod wplywem AA:

a) zanik antagonistycznego oddziatywania E. cloacae i /lub P. aeruginosa wobec liczebnosci E. coli
oraz E. coli i/lub P. aeruginosa wobec liczebnosci E. cloacae, przy braku wplywu AA na
antagonistyczne oddziatywania E. coli i/lub E. cloacae wobec liczebnosci P. aeruginosa;

b) zmniejszenie liczby komorek bakterii, najwigksza redukcja liczebnosci dotyczyta P. aeruginosa,
najmniejsza — E. coli, spadki przezywalnosci E. coli i E. cloacae byty nizsze, a P. aeruginosa wyzsze
niz w monokulturach;

C) zmniejszenie ilo§ci wytworzonej masy biofilmowej i utrata zdolnosci do produkcji biofilmu
(OD 590 nm < 0,218) na wiekszo$ci etapow jego tworzenia, redukcja biomasy byla nizsza niz
w monokulturach E. cloacae i P. aeruginosa, a wyzsza niz w E. coli,

d) zwickszenie aktywno$ci metabolicznej na wigkszosci etapow tworzenia biofilméw, spadkKi

aktywnosci byly nieistotne statystycznie i nizsze niz we wszystkich monokulturach.

Zmiany w biofilmach trzygatunkowych E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa pod wplywem UA:

a) zanik lub ostabienie antagonistycznego oddzialywania E. cloacae i /lub P. aeruginosa wobec
liczebnosci E. coli, przy braku wptywu AA na antagonistyczne oddziatywania E. coli i/lub P. aeruginosa
wobec liczebno$ci E. cloacae oraz E. coli i/lub E. cloacae wobec liczebnosci P. aeruginosa
w koncowych etapach wzrostu biofilmu,

b) zmniejszenie liczby komorek bakterii na wigkszosci etapow tworzenia biofilméw, najwigksza
redukcja liczebnosci dotyczyta P. aeruginosa, najmniejsza — E. coli, spadki przezywalnosci E. coli

i E. cloacae byly nizsze, a P. aeruginosa wyzsze niz w monokulturach;
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C) zmniejszenie ilo$ci wytworzonej masy biofilmowej, utrata zdolnosci do produkcji biofilmu
(OD 590 nm < 0,218) tylko na pierwszym etapie jego tworzenia, redukcja biomasy byta nizsza niz
w monokulturze P. aeruginosa, a wyzsza niz w E. cloacae i E. coli;

d) zmniejszenie aktywnoSci metabolicznej na wigkszos$ci etapéw tworzenia biofilmow, spadki

aktywnosci byly nieistotne statystycznie i nizsze niz we wszystkich monokulturach.
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8. ANALIZA POROWNAWCZA i PODSUMOWANIE WYNIKOW

8.1. Porownanie wartosci MIC oraz MBC wyznaczonych dla AA i UA

Wartos$ci MIC oraz MBC dla AA i UA wobec badanych szczepow E. coli, E. cloacae i P. aeruginosa
oznaczono wg metody mikrorozcienczen przedstawionej w podrozdziale 5.2.1. Wartosci MIC 1 MBC
AA w stosunku do Gram-ujemnych szczepow referencyjnych wynosity odpowiednio: 1536 i 2048
pg/ml dla E. coli CFT073 i P. aeruginosa ATCC25000 oraz 1024 i 1536 pg/ml dla E. cloacae ATCC-
BAA2468. Natomiast wartosci MIC 1 MBC UA byly dla wszystkich badanych szczepow jednakowe
1 wynosity odpowiednio 153612048 pg/ml.

8.2. Porownanie wplywu AA i UA na przezywalnosé¢ E. coli w biofilmach

Z danych zawartych w Tabeli nr 55 i na Wykresie nr 13 wynika, ze w poréwnaniu do wzrostu E. coli
zar6wno w biofilmie jednogatunkowym, jak i dwugatunkowym tworzonym wspdlnie z E. cloacae
(p < 0,05), jednoczesna obecnos$¢ E. cloacae i P. aeruginosa w biofilmie trzygatunkowym istotnie
ograniczata liczebnos¢ E. coli na wszystkich etapach jego tworzenia. Natomiast ograniczong
przezywalno$¢ E. coli w biofilmie trzygatunkowym w poréwnaniu do jej wzrostu w biofilmie

dwugatunkowym tworzonym wspolnie z P. aeruginosa odnotowano jedynie po 24 i 48 h (p <0,05).

Tabela nr 55. Porownanie przezywalnosci E. coli [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych. Roznice istotne
statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia liczba Srednia liczba
Czas Srednia liczha Odchylenie E.coli w Odchylenie E.coli w Odchylenie Odchylenie
inkubacji E. coli [CRU/mI] standardowe | biofilmie E. coli [standardowe |biofilmie E. coli |standardowe standardowe
[h] ' (SD) +E. cloacae (SD)  |+P.aeruginosa (SD) (SD)
[CFU/ImI] [CFU/mI]
0 2,05E+07 4,00E+06 2,15E+07 5,18E+06 1,76E+07 2,07E+06 2,27TE+07 8,35E+06
6 4,09E+09 6,68E+08 2,82E+09 6,76E+08 4,10E+09 8,41E+08 3,10E+09 4 55E+08

24 1,22E+10 3,08E+09 8,39E+09 TA2E+08 | 7,77E+09 187E+09 | 345E+09 | 4,52E+08
48 2,12E+09 4,55E+08 1,68E+09 3,26E+08 139E+09 | 444E+08 | 6,36E+08 | 8,79E+07
72 1,32E+09 3,63E+08 1,23E+09 2,69E+08 | 4,58E+08 | 7,38E+07 | 4,92E+08 1,17E+08
96 1,80E+09 453E+08 1,31E+09 256E+08 | 267E+08 | 573E+07 | 393E+08 | 7,50E+07
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Wykres nr 13. Poréwnanie przezywalnosci E. coli [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych.

Analiza porownawcza liczby zywych komoérek E. coli (Tabela nr 56 i Wykres nr 14) w biofilmie

jednogatunkowym tworzonym w obecnosci AA z przezywalnoscig tych bakterii w biofilmach

dwugatunkowych (E. coli + E. cloacae + AA i E. coli + P. aeruginosa + AA ) i trzygatunkowym

(E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA) wykazata, ze AA dziata najefektywniej na E. coli zyjace

w biofilmie jednogatunkowym niezaleznie od etapu jego rozwoju (p <0,05). Natomiast pateczki E. coli

wykazaly najmniejszg wrazliwos¢ na dziatanie AA zyjac w konsorcjum trzygatunkowym (E. coli

+ E. cloacae +P. aeruginosa + AA) w hodowlach 6-, 24-, i 48-godzinnych.

Tabela nr 56. Poréwnanie wptywu AA na przezywalno$¢ E. coli [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych.

Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednialiczba Srednialiczba o
Czas | Srednialiczba | Odchylenie E.coli- w | Odchylenie E.coli w Odchylenie = Odchylenie
inkubacji| E.coli + AA |[standardowe |biofilmie E. coli |standardowe [biofilmie-E-coli-|standardowe EEEstamdardowe
[h] [CFUmI] (SD) +E. cloacae + (SD)  |+P.aeruginosa (SD) T (SD)
AA[CFUmI] +AATCEU/mI] S reTE
0 2,05E+07 4,00E+06 2,15E+07 5,18E+06 1,76E+07 2,07E+06 2,27E+Q07 8,35E+06
6 2,08E+06 6,39E+05 1,03E+07 1,09E+06 1,12E+07 4,01E+06 2,21E+07 2,20E+06
24 1,23E+06 2,65E+05 351E+07 1,11E+07 2,67E+07 7,69E+06 3,28E+08 6,38E+07
48 7 54E+06 2,91E+06 2 50E+08 7,713E+07 3,28E+08 6,38E+07 4 31E+08 2,65E+08
72 1,46E+08 2,63E+07 2,97E+08 8,74E+07 5,39E+08 9,79e+07 4,62E+08 1,24E+08
96 1,37E+08 1,35E+07 4 98E+08 1,08E+08 7,03E+08 2,09E+08 3,40E+08 3,69E+07
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Wykres nr 14. Poréwnanie wptywu AA na przezywalno$¢ bakterii E. coli [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

Analiza porownawcza liczby zywych komoérek E. coli (Tabela nr 57 i Wykres nr 15) w biofilmie
jednogatunkowym tworzonym w obecnosci UA z przezywalno$cig tych bakterii w biofilmach
dwugatunkowych (E. coli + E. cloacae + UA i E. coli + P. aeruginosa + UA) i trzygatunkowym (E. coli
+ E. cloacae + P. aeruginosa + UA) wykazala, ze UA dziata najefektywniej na E. coli zyjace w biofilmie
jednogatunkowym niezaleznie od etapu jego rozwoju (p < 0,05). Natomiast pateczki E. coli wykazaty
najmniejszg wrazliwos¢ na dziatanie UA Zyjac w konsorcjum trzygatunkowym (E. coli + E. cloacae

+P. aeruginosa + UA) w hodowlach 6- i 24- godzinnych.

Tabela nr 57. Poréwnanie wptywu UA na przezywalno$¢ E. coli [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych.
Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem

Srednia liczba Srednia liczba
Czas | Srednialiczba | Odchylenie E.coli w Odchylenie E.coli:w Odchylenie Odchylenie
inkubacji| E.coli +UA [standardowe|hiofilmie E. coli |standardowe [bicfilmie E.coli‘|standardowe |3 standardowe
[h] [CFU/mI] (SD) +E. cloacae + (SD) +P;aeruginosa (SD) : (SD)
UA [CFUmI] +UA [CFUmI]
0 2,05E+07 4,00E+06 2,15E+07 5,18E+06 1,76E+07 2,07E+06 2,271E+07 8,35E+06
6 481E+07 5,58E+06 1,98E+08 2,24E+07 1,56E+08 5,65E+07 4.49E+08 5,73E+07
24 9,58E+07 6,09E+06 2,34E+08 3,82E+07 6,15E+08 2,02E+08 1,25E+09 4,56E+08
48 7,35E+07 2,36E+07 4,80E+08 7,30E+07 5,95E+08 1,39E+08 7,84E+08 1,69E+08
72 1,49E+08 4,64E+07 9,14E+08 1,14E+08 1,24E+09 4,68E+08 9,00E+08 7,712E+07
96 1,33E+08 5,09E+07 1,04E+09 2,60E+08 2,35E+09 5,90E+08 7,86E+08 2,11E+08
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Wykres nr 15. Poréwnanie wplywu UA na przezywalno$¢ E. coli [logie CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

Wyniki powyzszych analiz porownawczych jednoznacznie wskazujg na silniejsze dziatanie bojcze
AA. Rowniez porownujac najwyzsza zauwazong efektywnos¢ antybakteryjnego dziatania AA 1 UA
(» <0,05), wyrazona najwicksza redukcja liczby zywych komorek E. coli rosnacej w jedno-, dwu-
i trzygatunkowych biofilmach (Tabela nr 58 a, b oraz Wykres nr 16) odnotowano, ze silniejsze dziatanie
bojcze wykazal AA, ktory w kazdym z badanych biofilmoéw powodowat ok. 2-krotnie wigkszg redukcje
liczby zywych komorek w poréwnaniu z UA. Obydwa kwasy najbardziej zmniejszyty liczebno$¢ E. coli
w monokulturach, nastgpnie w biofilmach dwugatunkowych, a najstabiej w trzygatunkowym. Sposrod
szczepOw rosngcych w biofilmie jednogatunkowym, E. coli byta mniej wrazliwa na AA niz E. cloacae,
ale bardziej niz P. aeruginosa, a takze byta najmniej wrazliwa na UA. W biofilmach dwugatunkowych
byta mniej wrazliwa na obydwa kwasy niz rosngce z nig szczepy E. cloacae oraz P. aeruginosa.
W biofilmie dwugatunkowym tworzonym wspdlnie z E. cloacae byta mniej wrazliwa na AA (oraz
bardziej wrazliwa na UA) niz rosngc w konsorcjum z P. aeruginosa. Natomiast w biofilmie

trzygatunkowym byta najmniej sposrod badanych szczepdéw wrazliwa na obydwa kwasy.
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Tabela nr 58. Najwicksza redukcja liczby zywych komoérek E. coli [logic CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-

i trzygatunkowych (a) w obecnosci AA, (b) w obecnosci UA.

a) b)
Najwigksza redukcja AA Najwicksza redukcja UA
liczby zywych komorek liczby zywych komoérek
E. cloacae 8,6 10910 po 96 h E. cloacae 510910 po 48 h

E. cloacae w E. coli
+ E. cloacae

5,4 10g10 po 24 h

E. coli

4 1og10 po 24 h

P. aeruginosa w E.
coli + E. cloacae +
P. aeruginosa

3,510g10 po 72 h

P. aeruginosa w E.
coli + E. cloacae + P.
aeruginosa

3,6 log10 po 96 h

P. aeruginosa w E.
coli + P. aeruginosa

31log1l0 po 48 h

P. aeruginosa

2,9 1og10 po 24 h

E. cloacae w E. coli
+ E. cloacae + P.
aeruginosa

33logl0po6h

P. aeruginosa w E.
coli + P. aeruginosa

3,210g10po48i72h

P. aeruginosa

3,21logl0po 72 h

E. coli w E. coli + P.
aeruginosa

26 loglOpo6h

E. coli w E. coli + E.
cloacae

241ogl0po6i24h

2,15 log1l0 po 6 h

E. cloacae w E. coli +
E. cloacae

2,510g10 po 24 h

E. coli

2,110g10 po 24 h

E. coli w E. coli + E.
cloacae

1,55 log10 po 24 h

E. coliw E. coli + P.
aeruginosa

1,4 1og10 po 6 h

E. cloacae w E. coli +
E. cloacae + P.
aeruginosa
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Wykres nr 16. Porownanie wptywu AA i UA na przezywalno$¢ E. coli [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

8.3. Porownanie wplywu AA i UA na przezywalnos$¢ E. cloacae w biofilmach

Z danych zawartych w Tabeli nr 59 i na Wykresie nr 17 wynika, ze wzrost pateczek E. cloacae
w biofilmie trzygatunkowym (E. cloacae + E. coli + P. aeruginosa) na wszystkich etapach jego rozwoju
byt stabszy w poréwnaniu do wzrostu tych pateczek zarowno w biofilmie jednogatunkowym (p <0,05)

jak i dwugatunkowym (E. coli + E. cloacae).

Tabela nr 59. Poréwnanie przezywalnosci E. cloacae [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych. Roznice
istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia liczba SEr e;?::::tva
Czas |Srednialiczba | Odchylenie | E.cloacae w | Odchylenie bi L . | Odchylenie
. . s . iofilmie E. coli
inkubacji| E.cloacae [standardowe |biofilmie E. coli |standardowe +E cloacae + standardowe
[h] [CFU/mI] (SD) +E. cloacae (SD) : . (SD)
[CFU/mI] P. aeruginosa
[CFU/mI]
0 197E+07 2,70E+06 3,10E+07 1,02E+07 2,69E+07 7,21E+06
6 3,43E+09 9,90E+08 1,80E+09 3,30E+08 1,63E+09 4,91E+08
24 8,11E+09 1,27E+09 2,29E+09 5,20E+08 8,40E+08 1,62E+08
48 8,65E+09 1,78E+09 8,30E+08 1,06E+08 2,51E+07 7,92E+06
72 2,91E+09 7,37E+08 9,00E+07 1,24E+07 4 54E+07 7,12E+06
96 4,06E+09 4,53E+08 1,20E+08 3,71E+07 9,60E+06 8,00E+05
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Wykres nr 17. Poréwnanie przezywalnosci E. cloacae [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych.

Analiza porownawcza dziatania AA na przezywalno$¢ pateczek E. cloacae (Tabela nr 60 i Wykres
nr 18) w biofilmach dwu- (E. cloacae + E. coli + AA) i trzygatunkowych (E. cloacae + E. coli
+ P. aeruginosa + AA) w porownaniu z jego dziataniem na te pateczki rosngce w monokulturze pozwala
stwierdzi¢, ze AA dziala najefektywniej na E. cloacae zyjace w 72- i 96-godzinnym biofilmie

jednogatunkowym (p <0,05), a najstabiej na E. cloacae zyjace w biofilmie trzygatunkowym.

Tabela nr 60. Poréwnanie wplywu AA na przezywalnosci E. cloacae [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem
czerwonym.

Srednia liczba Srednialiczba
- ) . E.cloacae-w .
Czas [Srednialiczba [ Odchylenie | E.cloacae w | Odchylenie biofilmie E. coli Odchylenie
inkubacji| E. cloacae + [standardowe [biofilmie E. coli |standardowe +E cloacée+ standardowe
[h] AA [CFU/mI] (SD) +E.cloacae + (SD) =— (SD)
AA [CEUmI] P.-aeruginosa+
AA[CFU/mI]
0 197E+07 2,70E+06 3,10E+07 1,02E+07 2,69E+07 7,21E+06

2,80E+06 | 2,83E+05 3,10E+05 2,16E+04 8,83E+05 2,03E+05
24 3,26E+04 | 6,59E+03 9,33E+03 9,43E+02 9,33E+05 9,43E+04
48 1,25E+04 | 2,69E+03 5,50E+05 7,64E+04 2,43E+06 4,19E+05
72 1,00E+01 | 0,00E+00 3,67E+05 4, 71E+04 3,37E+06 3,30E+05
96 100E+01 | 0,00E+00 2,20E+06 3,65E+05 5,37E+06 4,92E+05
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Czas inkubacji [h]

—@— E. cloacae - ® —E. cloacae + AA

E. cloacae w E. coli + E. cloacae E. cloacae w E. coli + E. cloacae + AA

E. cloacae w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa E. cloacae w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA

Wykres nr 18. Poréwnanie wptywu AA na przezywalnosci E. cloacae [logic CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

Analiza porownawcza dziatania UA na przezywalno$¢ pateczek E. cloacae (Tabela nr 61 i Wykres
nr 19) w biofilmach dwu- (E. cloacae + E. coli + UA) i trzygatunkowych (E. cloacae + E. coli
+ P. aeruginosa + UA) w porownaniu z jego dziataniem na te pateczki rosnagce w monokulturze pozwala
stwierdzi¢, ze UA dziata najefektywniej na E. cloacae zyjace w 6-, 24- i 48-godzinnym biofilmie
jednogatunkowym (p <0,05), a najstabiej na E. cloacae zyjace w 72- i 96-godzinnej monokulturze, jak
I W 6-, 24- i 48- godzinnym biofilmie trzygatunkowym.
Tabela nr 61. Poréwnanie wptywu UA na przezywalnosci E. cloacae [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-

i trzygatunkowych. Réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem
czerwonym.

Srednia liczba SI_; e((:ill:)izcl;cezl\:va
Czas |Srednialiczba Odchylenie | E.cloacae w | Odchylenie biof.ilmie B Odchylenie
inkubacji | E. cloacae + |standardowe|biofilmie E. coli |standardowe i E cloac;ae+ standardowe
[h] UA [CFU/m] (SD) +E.cloacae + (SD) P aéruginosa + (SD)
UA [CFU/mI] .UA [CEUMI]
0 1,97E+07 2,70E+06 3,10E+07 1,02E+07 2,69E+07 7,21E+06
2,37TE+07 6,57E+06 3,08E+07 3,32E+06 6,72E+07 2, 54E+07
24 7,33E+05 2,61E+05 7,27E+06 1,32E+06 3.51E+07 5,23E+06
48 7,56E+04 2,29E+04 1,37E+07 4,10E+06 2,59E+07 4,48E+06
72 2,49E+07 1,21E+07 4 38E+06 4 66E+05 2,83E+06 3,03E+05
96 4,20E+07 6,87E+06 6,22E+05 9,91E+04 1,70E+06 4,10E+05
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Wykres nr 19. Poréwnanie wptywu UA na przezywalnosci E. cloacae [logic CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

Poréwnujac najwyzsza zauwazong efektywnos¢ antybakteryjnego dziatania AA 1 UA wobec
E. cloacae rosngcego w jedno-, dwu- i trzygatunkowych biofilmach (Tabela nr 58 a i b oraz Wykres nr
20), silniejsze dziatanie bdjcze wykazal AA, ktoéry w kazdym z badanych biofilméw powodowat ok.
2-krotnie wigksza redukcje liczby zywych komorek w porownaniu z UA. Obydwa kwasy najbardziej
zmniejszyly liczebno$¢ E. cloacae w monokulturach, nast¢gpnie w biofilmie dwugatunkowym,
a najslabiej w trzygatunkowym. Sposrod szczepdéw rosngcych w biofilmach jednogatunkowych,
E. cloacae byt najbardziej wrazliwy na obydwa kwasy. W biofilmie dwugatunkowym okazat si¢
bardziej wrazliwy niz E. coli, rowniez na obydwa kwasy. Natomiast w biofilmie trzygatunkowym byt

bardziej wrazliwy na obydwa kwasy niz E. coli, ale mniej niz P. aeruginosa.
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Czas inkubacji [h]

— @ —E.cloacae + AA «+@®- E. cloacae + UA

E. cloacae w E. coli + E. cloacae + AA E. cloacae w E. coli + E. cloacae + UA

E. cloacae w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA E. cloacae w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 20. Poréwnanie wptywu AA i UA na przezywalnosci E. cloacae [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

8.4. Porownanie wplywu AA i UA na przezywalnos¢ P. aeruginosa w biofilmach

Z danych zawartych w Tabeli nr 62 i na Wykresie nr 21 wynika, ze w biofilmach 48- i 72-godzinnych
dwu- (E. coli + P. aeruginosa) jak i trzygatunkowym (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) odnotowano
istotny statystycznie wzrost liczby komoérek P. aeruginosa w porownaniu z liczbg tych komorek

w monokulturze (p <0,05).

Tabela nr 62. Poréwnanie przezywalnosci P. aeruginosa [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych. Roznice
istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

z .. Srednia liczba

2 . . Sredma.huba . |P.aeruginosa w ]
Czas [Srednialiczba | Odchylenie |P.aeruginosa w| Odchylenie biofilmie E. coli Odchylenie
inkubacji [ P. aeruginosa |standardowe | biofilmie E. coli [standardowe +E cloacz;\e . standardowe

[h] [CFU/mI] (SD) + P. aeruginosa (SD) o a.leruginosa (SD)

[CFU/mI] ; [CFU/mI]

519E+07 6,36E+06 5,67E+07 1,35E+07 5 77E+07 1,83E+07
1,69E+09 4,01E+08 7,34E+08 1,78E+08 7,82E+08 2,29E+08
24 2,10E+10 2,00E+09 1,01E+10 1,46E+09 151E+10 3,50E+09
48 4,90E+09 6,13E+08 1,15E+10 2,64E+09 1,04E+10 2,76E+09
72 2,38E+09 3,96E+08 4,59E+09 1,32E+09 3,76E+09 2,34E+08
96 4,98E+09 1,52E+09 3,01E+09 8,22E+08 3,85E+09 6,80E+08
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—e—P. aeruginosa

P. aeruginosa w E. coli + P. aeruginosa

P. aeruginosa w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa

Wykres nr 21. Poréwnanie przezywalnosci P. aeruginosa [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych.

Analiza poréwnawcza liczby zywych komoérek P. aeruginosa (Tabela nr 63 i Wykres nr 22)
rosngcych w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych w obecnosci AA wykazata, ze w hodowlach
6-, 24- i 96-godzinnych kwas ten dziatat najefektywniej na pateczki P. aeruginosa zyjace w biofilmie
trzygatunkowym (p <0,05).

Tabela nr 63. Poréwnanie wptywu AA na przezywalnoéci P. aeruginosa [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem
czerwonym.

. — Srednia liczba
Srednia liczba -
, — . : . |P-aeruginosa-w .
Czas |Srednialiczba| Odchylenie |P.aeruginosa w| Odchylenie biofilmi —| Odchylenie
. . - —_— : iofilmie E. coli
inkubacji | P. aeruginosa [standardowe | biofilmie E. coli |standardowe +E. cloacae + standardowe
[h] + AA [CFU/mI] (SD) + P. aeruginosa (SD) e (SD)
+ AA [CFUMI] P. aeruginosa +
AACFU/mI]
0 5,19E+07 6,36E+06 5,67E+07 1,35E+07 5,77TE+Q7 1,83E+07
4,90E+07 2,09E+07 4 47E+Q7 1,23E+07 248E+07 3,56E+06
24 4 53E+07 3,67E+06 1,88E+07 4,72E+06 8,84E+06 9,91E+05
48 5,58E+06 1,13E+06 6,85E+06 7,77E+05 7,04E+06 1,79E+06
72 1,53E+06 411E+05 2,93E+06 5,99E+05 1,24E+06 4,32E+05
96 1,00E+07 0,00E+00 9,90E+06 1,16E+07 2,88E+06 4,88E+05
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Czas inkubacji [h]

— @ = P. aeruginosa + AA
P. aeruginosa w E. coli + P. aeruginosa + AA

P. aeruginosa w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA

Wykres nr 22. Poréwnanie wptywu AA na przezywalnoéci P. aeruginosa [logioc CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-

i trzygatunkowych.

Analiza poréwnawcza liczby zywych komorek P. aeruginosa (Tabela nr 64 i Wykres nr 23)

rosngcych w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych w obecnosci UA wykazata, ze w hodowlach

6-, 24- i 48-godzinnych kwas ten dziatal najefektywniej na pateczki P. aeruginosa zyjace

w monokulturze, natomiast w hodowlach 72- i 96-godzinnych na komoérki P. aeruginosa rosnace

w biofilmie trzygatunkowym.

Tabela nr 64. Poréwnanie wptywu UA na przezywalnoéci P. aeruginosa [CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem

czerwonym.
; e Srednia liczba
S . Sredma.hczm . |P-aeruginosa w .
Czas |Srednialiczba | Odchylenie |P.aeruginosa w| Odchylenie e Odchylenie
inkubacji | P. aeruginosa |standardowe |biofilmie E. coli {standardowe iE cloacs;le o standardowe
[h] + UA [CFU/m] (SD) + P. aeruginosa (SD) % at;zruginosa 5 (SD)
+ UA [CFU/mI] .UA [CRUmI]
0 5,19E+07 6,36E+06 5,67E+07 1,35E+07 5 77TE+07 1,83E+07
5,26E+0Q7 1,19E+07 9,87E+07 1,78E+07 8,38E+07 2,60E+07
24 2,62E+07 8,48E+06 4,43E+07 9,96E+06 2, TTE+O7 3,30E+06
48 8,60E+06 9,93E+05 1,01E+07 1,76E+06 1,54E+07 3,47TE+06
72 2,85E+07 1,07E+07 7,80E+06 1,83E+06 4,00E+06 7,07E+05
96 2,03E+08 1,25E+07 5,57E+06 1,90E+06 9,71E+05 8,81E+04
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Wykres nr 23. Poréwnanie wptywu UA na przezywalnoéci P. aeruginosa [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

Poréwnujac najwyzsza zauwazong efektywnos$¢ antybakteryjnego dzialania AA 1 UA wobec
P. aeruginosa rosngcego w jedno-, dwu- i trzygatunkowych biofilmach (Tabela nr 58 a i b oraz Wykres
nr 24), silniejsze dziatanie bdjcze w konsorcjach jedno- i dwugatunkowych wykazal AA, natomiast
w trzygatunkowych — UA. Redukcja liczby zywych komorek P. aeruginosa przez AA w poréwnaniu
z UA nie roznita si¢ 2-krotnie jak miato to miejsce w przypadku E. coli i E. cloacae, lecz przyjmowata
podobne warto$ci liczbowe. Co bardzo ciekawe, w przeciwienstwie do E. coli i E. cloacae, obydwa
kwasy najbardziej zmniejszyty liczebno$¢ P. aeruginosa w biofilmach trzygatunkowych, nastgpnie
w biofilmach dwugatunkowych, a najstabiej w monokulturze. Spos$rod szczepow rosnacych
w biofilmach jednogatunkowych, P. aeruginosa byt mniej wrazliwy na UA niz E. cloacae, ale bardziej
niz E. coli, a takze byt najmniej wrazliwy na AA. W biofilmie dwugatunkowym okazat si¢ bardziej
wrazliwy niz E. coli, rowniez na obydwa kwasy. Natomiast w biofilmie trzygatunkowym byt bardziej

wrazliwy na obydwa kwasy niz E. coli i E. cloacae.
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Czas inkubacji [h]
- @ =P, aeruginosa + AA ee@ o P, aeruginosa + UA
P. aeruginosa w E. coli + P. aeruginosa + AA P. aeruginosa w E. coli + P. aeruginosa + UA
P. aeruginosa w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA P. aeruginosa w E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 24. Porownanie wptywu AA i UA na przezywalnosci P. aeruginosa [logio CFU/mI] w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

8.5. Porownanie wplywu AA i UA na ilo$§¢ wytworzonej masy biofilmowej

Analiza porownawcza ilosci masy biofilmowej wytworzonej przy braku i w obecnosci AA
w poszczegolnych rodzajach biofilméw (Tabele nr 65 i 66 oraz Wykresy nr 25 i 26) wykazata, ze
w biofilmach jednogatunkowych (E. coli + AA, E. cloacae + AA, P. aeruginosa + AA),
dwugatunkowym E. coli + P. aeruginosa + AA oraz trzygatunkowym E. coli + E. cloacae +
P. aeruginosa + AA, redukcja ilo$ci biomasy byla istotna statystycznie na wszystkich etapach ich
formowania (p <0,05), natomiast w konsorcjum E. coli + E. cloacae + AA tylko po 6 i 24 h inkubacji.
Zupelne zahamowanie syntezy biofilmu (OD 590 nm < 0,218) pod wplywem AA odnotowano

w monokulturach we wszystkich stadiach ich rozwoju, a takze we wszystkich konsorcjach dwu-

i trzygatunkowych, ale tylko na wczesnych etapach (6, 24 i 48 h).
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Tabela nr 65. Pordéwnanie wptywu AA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w monokulturach. Roznice istotne statystycznie
(p £0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia
Czas warto§é Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie warto§é Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie warto§é Odchylenie wartos ¢ Odchylenie
inkubacji oD standardowe |OD 590 nm | Standardowe oD standardowe| OD 599 nm |Standardowe oD standardowe| ODsgonm | Standardowe
590 nm . 590 nm 590 nm =
[n] E. coli (SD) E.coli + D) |2 cloacae (SD)  |E.cloacae 0 |y acruginosa (SD)  |P. aeruginosa (SD)
AA +AA +AA
6 0,406 0,053 0,183 0,045 0,316 0,044 0,195 0,056 0,370 0,066 0,174 0,043
24 0,365 0,049 0,146 0,029 0574 0,065 0,145 0,029 0,825 0,081 0,132 0,022
48 0,261 0,042 0,195 0,046 0,329 0,057 0,199 0,056 0,336 0,057 0,177 0,043
72 0,291 0,042 0,198 0,043 0,281 0,075 0,215 0,057 0,826 0,072 0,175 0,049
96 0,339 0,070 0,203 0,043 0,307 0,049 0,174 0,033 0,802 0,056 0,150 0,019
1,000 - . L
silny biofilm
0,900
0,800
0,700
sredni biofilm
£ 0,600
2
% 0,500
)
© 0,400
0,300 staby biofilm
0,200
0,100 brak biofilmu
0,000 . .
Czas inkubacji [h]
mE.coli =E.coli+AA ®E.cloacae =E.cloacae + AA ®P, aeruginosa =P. aeruginosa + AA

Wykres nr 25. Poréwnanie wplywu AA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w monokulturach.

Tabela nr 66. Porownanie wplywu AA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w dwu- i trzygatunkowych konsorcjach. Roznice
istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

= . . Srednia
Srednia §rednrlar1 Srednia Sredn,l? Sredn'ur; wartos ¢
L, warto$ ¢ L. wartos¢ wartos ¢
Czas wartos¢ [ Odchylenie oD Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie oD Odchylenie oD Odchylenie [~ODssonm Odchylenie
inkubacji | OD sg0nm |standardowe = 59;? "_T standardowe | OD seonm [standardowe | co??oan" standardowe | COT?D:E standardowe |- E-coli +E. | standardowe
[ | E.coli + (SD) -coll (SD)  |E.coli +P. (SD) = (D) ‘ : (SD) cloacae +P. (SD)
E.cloacae X aeruginosa cloacae +P. =
E. cloacae aeruginosa X aeruginosa +
+AA +AA aeruginosa
AA
6 0,336 0,077 0,186 0,028 0,418 0,051 0,161 0,060 0,395 0,060 0,171 0,050
24 0,233 0,050 0,149 0,038 0,544 0,067 0,103 0,014 0,509 0,042 0,146 0,037
48 0,220 0,043 0,208 0,037 0,414 0,056 0,188 0,046 0,406 0,035 0,209 0,032
72 0,259 0,051 0,263 0,060 0,581 0,074 0,256 0,051 0,615 0,080 0,260 0,043
96 0,332 0,069 0,247 0,045 0,640 0,087 0,218 0,054 0,775 0,094 0,224 0,027
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6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]

m E. coli + E. cloacae =E. coli + E. cloacae + AA

m E. coli + P. aeruginosa =E. coli + P. aeruginosa + AA

m E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa =E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA

Wykres nr 26. Poréwnanie wplywu AA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w konsorcjach dwu- i trzygatunkowych.

Analiza porownawcza ilosci masy biofilmowej wytworzonej przy braku i w obecnosci UA
w poszczeg6lnych rodzajach biofilmow (Tabele nr 67 i 68 oraz Wykresy nr 27 i 28) wykazata, ze
w monokulturze P. aeruginosa + UA, biofilmie dwugatunkowym E. coli + P. aeruginosa + UA oraz
trzygatunkowym E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA, redukcja ilosci biomasy byta istotna
statystycznie na wszystkich etapach ich formowania (» < 0,05), w monokulturach E. coli + UA oraz
E. cloacae + UA tylko po 6 i 24 h, natomiast w konsorcjum E. coli + E. cloacae + UA jedynie po 6 h
inkubacji. Zupetne zahamowanie syntezy biofilmu (OD sg0 nm < 0,218) pod wptywem UA odnotowano
w monokulturach E. coli + UA oraz P. aeruginosa + UA po tylko 6 i 72 h, natomiast w biofilmie

E. cloacae + UA oraz we wszystkich konsorcjach dwu- i trzygatunkowych jedynie po 6 h hodowli.

Tabela nr 67. Poréwnanie wptywu UA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w monokulturach. Réznice istotne statystycznie
(p <0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia Sredala Srednia Sredula
Czas wartose | Qdchylenie warto$¢ [ Odchylenie wartose | Odchylenie warto$¢ | Odchylenie wartosé Odchylenie warto$ ¢ Odchylenie
inkubacji oD standardowe [ OD sg0nm |standardowe oD standardowe | OD 590 nm |standardowe oD standardowe| ODsgonm [standardowe
] £ zjf""'" (SD) E. coli + 6D g cl;?c;"‘e (SD)  |E.cloacae ©D) |, aerjg"i;’gsa (SD)  |P. aeruginosa (SD)
: UA : +UA g +UA
6 0,406 0,053 0,197 0,055 0,316 0,044 0,198 0,051 0,370 0,066 0,179 0,044
24 0,365 0,049 0,235 0,030 0,574 0,065 0,257 0,035 0,825 0,081 0,227 0,044
48 0,261 0,042 0,242 0,030 0,329 0,057 0,255 0,040 0,836 0,057 0,217 0,033
72 0,291 0,042 0,211 0,037 0,281 0,075 0,273 0,045 0,826 0,072 0,199 0,050
96 0,339 0,070 0,297 0,041 0,307 0,049 0,426 0,087 0,802 0,056 0,426 0,064
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Czas inkubacji [h]

mE.coli #@E.coli+UA ®E.cloacae #E.cloacae+UA ®P.aeruginosa # P.aeruginosa + UA

Wykres nr 27. Poréwnanie wpltywu UA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w monokulturach.

Tabela nr 68. Poréwnanie wptywu UA na ilo§¢ wytworzonego biofilmu w konsorcjach dwu- i trzygatunkowych. Réznice
istotne statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

& g 5 5 . . Srednia
Srednia Sredn’u'a. Srednia Sredn’lz:l Sredn'u? Gy
warto$ ¢ warto$ ¢ ‘warto$ ¢
Czas warto$¢ | Odchylenie Odchylenie | warto$¢ [ Odchylenie Odchylenie Odchylenie | ‘ODsgonm | Odchylenie
. . OD 590 nm OD 590 nm OD 590 nm 5
inkubacji | OD sg0nm |standardowe E coli + standardowe | OD sg0nm |standardowe E coli +P standardowe E.coli +E standardowe |- ‘E: coli + E. | standardowe
[h] E.coli + (SD) : (SD) E.coli +P. (SD) R (SD) ' . (SD) cloacae +P. (SD)
E. cloacae X aeruginosa cloacae +P. :
E.cloacae aeruginosa X aeruginosa +
+UA +UA aeruginosa
UA
6 0,336 0,077 0,188 0,038 0,418 0,051 0,172 0,057 0,395 0,060 0,181 0,059
24 0,233 0,050 0,220 0,024 0,544 0,067 0,250 0,035 0,509 0,042 0,240 0,033
48 0,220 0,043 0,228 0,032 0414 0,056 0,254 0,035 0,406 0,035 0,260 0,034
72 0,259 0,051 0,240 0,034 0,581 0,074 0,263 0,059 0,615 0,080 0,238 0,046
96 0,332 0,069 0,309 0,039 0,640 0,087 0,349 0,052 0,775 0,094 0,315 0,042
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96

- 48 -
Czas inkubaciji [h]
mE. coli + E. cloacae # E. coli + E. cloacae + UA
m E. coli + P. aeruginosa = E. coli + P. aeruginosa + UA

mE. coli + E. cloacae + P. aeruginosa % E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 28. Poréwnanie wptywu UA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w konsorcjach dwu- i trzygatunkowych.

Wyniki powyzszych analiz porownawczych jednoznacznie wskazuja na silniejsze dziatanie
antybiofilmowe AA. Roéwniez poroOwnujac najwyzsza zauwazong efektywnos$¢ antybiofilmowego
dziatania AA i UA (p <0,05), wyrazong w najwiekszym % redukcji ilosci masy biofilmowe;j (Tabela nr
69 a i b oraz Wykres nr 29) odnotowano, ze silniejsze dziatanie wykazat AA, poniewaz w kazdym
z badanych biofilméw powodowat wieksza redukcje ilo$ci biomasy w poréwnaniu z UA. Sposrod
szczepow rosngcych w biofilmie jednogatunkowym, najbardziej wrazliwy na obydwa kwasy byt
P. aeruginosa, a najmniej E. coli. Sposrod biofilméw dwugatunkowych, konsorcjum E. coli
+ P. aeruginosa byto bardziej wrazliwe na obydwa kwasy niz E. coli + E. cloacae. Natomiast biofilm
trzygatunkowy E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa byt bardziej wrazliwy na UA niz obydwa biofilmy
dwugatunkowe, natomiast na AA byt wrazliwy bardziej niz E. coli + E. cloacae i mniej niz E. coli
+ P. aeruginosa. W ujeciu cato$ciowym, najbardziej wrazliwa na obydwa kwasy byta monokultura
P. aeruginosa, a najbardziej oporny byt biofilm jednogatunkowy E. coli i dwugatunkowy E. coli
+ E. cloacae.
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Tabela nr 69. Najwigkszy % redukcji ilosci masy biofilmowej w konsorcjach jedno-, dwu- i trzygatunkowych
(a) w obecnosci AA, (b) w obecnosci UA.

a) b)
Najwigkszy % redukcji AA Najwickszy % redukcji UA
lo§ci masy biofilmowej llo§ci masy biofilmowe;j
P. aeruginosa 84% po 24 h P. aeruginosa 76% po 72 h
E. coli + P. aeruginosa 81% po 24 h _ 61% po 72 h
E. cloacae 75% po 24 h E. coli + P. aeruginosa 59% po 6 h
_ 71% po 24196 h E. cloacae 55% po 24 h
E. coli 60 % po 24 h E. coli 51% po 6 h
E. coli + E. cloacae 45% po 6 h E. coli + E. cloacae 44% po 6 h
1,000 1 silny biofilm
0,900 -
0,800 -
0,700 -
£ 0,600 - $redni biofilm
80,500 -
a 1
© 0,400 -
0,300 - é staby biofilm
Y I I o N, -I. %
0,200 - ] é I
mshsy | = = = .
0,100 - = = = = brak biofilmu
0,000 — — —— — : .
6 24 48 72 96
=E. coli + AA Czas inkubacji [h] #E. coli + UA
=E. cloacae + AA = E. cloacae + UA
=P. aeruginosa + AA % P. aeruginosa + UA
=E. coli + E. cloacae + AA # E. coli + E. cloacae + UA
=E. coli + P. aeruginosa + AA = E. coli + P. aeruginosa + UA
=E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA = E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 29. Poréwnanie wplywu AA i UA na ilo$¢ wytworzonego biofilmu w konsorcjach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych.

8.6. Porownanie wplywu AA i UA na aktywnos$¢ metaboliczng bakterii w biofilmach

Analiza porownawcza aktywnosci metabolicznej przy braku i w obecnosci AA w poszczegdlnych
rodzajach biofilméw (Tabele nr 70 i 71 oraz Wykresy nr 30 i 31) wykazata, ze w biofilmach
jednogatunkowych (E. coli + AA, E. cloacae + AA, P. aeruginosa + AA) miato miejsce zmniejszenie
aktywnos$ci metabolicznej na wszystkich etapach ich formowania, jednak wyniki istotne statystycznie

(p < 0,05) odnotowano jedynie po 24 i 48 h (E. cloacae + AA) oraz po 96 h (E. coli + AA).
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W konsorcjum trzygatunkowym E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA wynikiem istotnym
statystycznie (p < 0,05) bylo zwigkszenie aktywnosci metabolicznej po 24 i 96 h inkubacji. Natomiast
zmiany zaobserwowane w biofilmach dwugatunkowych E. coli + E. cloacae + AA i E. coli
+ P. aeruginosa + AA nie byly istotne statystycznie (p > 0,05).

Tabela nr 70. Porownanie wplywu AA na aktywno$¢ metaboliczng w monokulturach. Roznice istotne statystycznie
(p < 0,05) w odniesieniu do prob kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia
Czas wartosé Odchylenie [ warto$¢ | Odchylenie wartosé Odchylenie | warto$é¢ | Odchylenie wartosé Odchylenie warto$¢ Odchylenie
inkubacji OD 490 standardowe| OD 490 nm |Standardowe OD 4s0 standardowe [ OD 490 nm |Standardowe OD 400 standardowe| OD 490 nm standardowe
[h] E. coli (SD) E.coli + (SD) E. cloacae (SD) E. cloacae (SD) e (SD) P. aeruginosa (SD)
AA +AA +AA
6 0,222 0,024 0,215 0,017 0,251 0,021 0,227 0,025 0,194 0,029 0,195 0,018
24 0,300 0,024 0,269 0,020 0,376 0,021 0,293 0,017 0,291 0,017 0,252 0,016
48 0,256 0,038 0,210 0,026 0,306 0,051 0,221 0,015 0,232 0,026 0,187 0,028
72 0,261 0,030 0,219 0,020 0,263 0,035 0,229 0,013 0,216 0,014 0,193 0,026
96 0,333 0,060 0,263 0,033 0,307 0,039 0,291 0,034 0,256 0,033 0,243 0,027
0,500 -
0,450 +
0,400 ~
0,350 -
0,300 A
[=
8
< 0,250 -
)] — =
© 0200 1 L] = = 1
0,150 - — =
0,100 - = =
0,050 - = =
01000 i — = —
6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]
mE.coli =E.coli+AA ®E.cloacae =E.cloacae + AA ®P, aeruginosa =P. aeruginosa + AA

Wykres nr 30. Poréwnanie wplywu AA na aktywno$¢ metaboliczng w monokulturach.
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Tabela nr 71. Porownanie wptywu AA na aktywno$¢ metaboliczng w biofilmach dwu- i trzygatunkowych. Réznice istotne
statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

, = = . . . Srednia
Srednia fv:::l)su: Srednia vsv;ig:lél? fv:;d:;: warto$¢
Czas warto$¢ [ Odchylenie oD Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie ap Odchylenie | 55 Odchylenie |~—ODgonm Odchylenie
inkubacji [ OD 490 nm |standardowe = AQI‘?”;” standardowe| OD 490nm |standardowe = :.90:'; standardowe| co?is,O:rI; standardowe [-E. coli +E. | standardowe
il | E coli + (SD) = (D) |E.coli +P.|  (sD) COLFE (sp) : : (D) |cloacae +P (SD)
e - E. cloacae — aeruginosa cloacae +P. =
o ginosa " aeruginosa +
+AA +AA aeruginosa
AA
6 0,221 0,024 0,197 0,019 0,199 0,020 0,177 0,019 0,217 0,022 0,196 0,012
24 0,276 0,030 0,288 0,023 0,251 0,021 0,280 0,022 0,235 0,013 0,307 0,029
48 0,239 0,028 0,207 0,030 0,230 0,037 0,207 0,030 0,223 0,026 0,253 0,038
72 0,262 0,023 0,234 0,024 0,231 0,021 0,198 0,016 0,219 0,016 0,212 0,027
96 0,275 0,028 0,293 0,032 0,272 0,038 0,296 0,017 0,250 0,032 0,324 0,039
0,500 ~
0,450 A
0,400 -
0,350 -
£ 0,300 - é % g
oy —
S = — | =
< 0,250 A =
a) —] ==
© 0,200 == = == =
0150 { M= = = = = =
0100 { == = = = =
0050 | == = = = =
0,000 - = — = =
6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]
B E. coli + E. cloacae =E. coli + E. cloacae + AA
m E. coli + P. aeruginosa =E. coli + P. aeruginosa + AA
m E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa =E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA

Wykres nr 31. Poréwnanie wptywu AA na aktywno$¢ metaboliczng w biofilmach dwu- i trzygatunkowych.

Analiza porownawcza aktywnos$ci metabolicznej przy braku i w obecnosci UA w poszczegdlnych
rodzajach biofilméw (Tabele nr 72 1 73 oraz Wykresy nr 32 i 33) wykazata, ze zarbwno w biofilmach
jednogatunkowych (E. coli + UA, E. cloacae + UA, P. aeruginosa + UA) jak i dwugatunkowych

(E. coli + E. cloacae + UA i E. coli + P. aeruginosa + UA) i trzygatunkowym (E. coli + E. cloacae
+ P. aeruginosa + UA), mialo miejsce zwigkszenie aktywnosci metabolicznej po 6 h hodowli,
a nastepnie jej zmniejszenie na kolejnych etapach dojrzewania (24-96 h). Wyniki istotne statystycznie
(p < 0,05) odnotowano dla kazdego z w/w biofilméw po 24 h, a oprocz tego dodatkowo po 48 h
(E. cloacae + UA), po 96 h (E. coli + UA), po 6 h (P. aeruginosa + UA) oraz po 6 i 96 h (E. coli
+ P. aeruginosa + UA). Natomiast zmiany zaobserwowane w konsorcjum trzygatunkowym E. coli

+ E. cloacae + P. aeruginosa + UA nie byly istotne statystycznie (p > 0,05).
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Tabela nr 72. Porownanie wptywu UA na aktywno$¢ metaboliczna w monokulturach. Réznice istotne statystycznie
(p £0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

Srednia et s Srednia Sebghia Srednia S
Czas | o ose | Odchylenie warto$¢ | Odchylenie wartosé | Odchylenie warto$¢ [ Odchylenie wartosé Odchylenie warto$¢ Odchylenie
inkubacji oD standardowe| OD 490 nm [standardowe oD standardowe [ OD 490 nm [standardowe oD standardowe| OD 490nm | standardowe
m e ‘éf)““"m (SD) E.coli + 6D | clgz’c;"; (D)  |E.cloacae| (SD) |, aenjg‘i’r:(”)”sa (SD)  |P.aeruginosa (SD)
' UA ' +UA Ll +UA
6 0,222 0,024 0,258 0,017 0,251 0,021 0,276 0,020 0,194 0,029 0,238 0,024
24 0,300 0,024 0,215 0,011 0,376 0,021 0,224 0,014 0,291 0,017 0,198 0,011
48 0,256 0,038 0,213 0,020 0,306 0,051 0,226 0,025 0,232 0,026 0,207 0,024
72 0,261 0,030 0,214 0,028 0,263 0,035 0,241 0,019 0,216 0,014 0,203 0,022
96 0,333 0,060 0,220 0,032 0,307 0,039 0,272 0,038 0,256 0,033 0,225 0,033
0,500 ~
0,450 ~
0,400 ~
0,350 A
0,300 1
=
S
< 0,250 ~
a
© 0,200 -
0,150 ~
0,100 A
0,050 ~
0,000 -
6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]
mE.coli #=E.coli+UA ®E.cloacae =E.cloacae +UA ®P.aeruginosa #P.aeruginosa + UA

Wykres nr 32. Poréwnanie wpltywu UA na aktywno$¢ metaboliczng w monokulturach.

Tabela nr 73. Porownanie wptywu UA na aktywno$¢ metaboliczng w biofilmach dwu- i trzygatunkowych. Réznice istotne
statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do préb kontrolnych zaznaczono kolorem czerwonym.

SR S & e Srednia
Srednia ::zsl,l: Srednia vsv;:f:s’l: f:::;: wartos ¢
Czas warto$¢ | Odchylenie G Odchylenie | warto$¢ | Odchylenie e Odchylenie | o Odchylenie [ OD 490m Odchylenie
inkubacji [ OD 490nm |standardowe E 49|°. "T standardowe| OD 490nm |standardowe E :90:"; standardowe £ co??o:né standardowe| E.coli +E: | standardowe
il | E.coli + (SD) o D) |E.coli +P.| (sD) gl (oD) . : D) | cloacas +P. (SD)
E E. cloacae . aeruginosa cloacae +P. 5
.cloacae aeruginosa i aeruginosa +
+UA +UA aeruginosa
UA
6 0,221 0,024 0,238 0,028 0,199 0,020 0,246 0,016 0,217 0,022 0,254 0,027
24 0,276 0,030 0,212 0,019 0,251 0,021 0,198 0,016 0,235 0,013 0,194 0,028
48 0,239 0,028 0,216 0,031 0,230 0,037 0,193 0,020 0,223 0,026 0,221 0,014
72 0,262 0,023 0,228 0,025 0,231 0,021 0,208 0,026 0,219 0,016 0,219 0,021
96 0,275 0,028 0,242 0,023 0,272 0,038 0,222 0,030 0,250 0,032 0,233 0,022
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0,500 1
0,450 1
0,400 1
0,350 1

£0,300 -
0,250 -

5 0,200 1
0,150 1
0,100 1
0,050 -
0,000 A

6 24 48 72 96
Czas inkubacji [h]

mE. coli + E. cloacae # E. coli + E. cloacae + UA

m E. coli + P. aeruginosa # E. coli + P. aeruginosa + UA
mE. coli + E. cloacae + P. aeruginosa % E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 33. Poréwnanie wptywu UA na aktywno$¢ metaboliczng w biofilmach dwu- i trzygatunkowych.

Wyniki powyzszych analiz poréwnawczych jednoznacznie wskazuja, ze silniejsze dziatanie
zmniejszajace aktywno$¢ metaboliczng posiada UA. Réwniez poréwnujac najwyzszg zauwazong
efektywno$¢ dziatania AA i UA (p < 0,05), wyrazong w najwigckszym % redukcji aktywnosci
metabolicznej (Tabela nr 74 a i b oraz Wykres nr 34) odnotowano, ze silniejsze dziatanie wykazat UA,
poniewaz w kazdym z badanych biofilméw powodowat wigksza redukcje aktywnos$ci metabolicznej
W poréwnaniu z AA. Sposrdéd szczepdéw rosnacych w biofilmie jednogatunkowym, najbardziej
wrazliwy na obydwa kwasy byt E. cloacae, a najmniej P. aeruginosa. Sposrod biofilmow
dwugatunkowych, konsorcjum E. coli + P. aeruginosa byto bardziej wrazliwe na AA, a E. coli
+ E. cloacae na UA. Natomiast biofilm trzygatunkowy E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa byt
najmniej wrazliwy na obydwa kwasy, ale co ciekawe, jego wrazliwos¢ na UA byta wigksza niz
konsorcjow dwugatunkowych na AA. W ujeciu catoSciowym, najbardziej wrazliwa na obydwa kwasy
byta monokultura E. cloacae, a najbardziej oporny byt biofilm trzygatunkowy E. coli + E. cloacae

+ P. aeruginosa.
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Tabela nr 74. Najwickszy % redukcji aktywnos$ci metabolicznej w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych
(a) w obecnosci AA, (b) w obecnosci UA.

a) b)
Najwigkszy % redukcji AA Najwigkszy % redukcji UA
aktywnosci metabolicznej aktywnosci metabolicznej
E. cloacae 28% po 48 h E. cloacae 41% po 24 h
E. coli 21% po 96 h E. coli 34% po 96 h
P. aeruginosa 19% po 48 h P. aeruginosa 32% po 24 h
E. coli + P. aeruginosa | 15% po 72 h E. coli + E. cloacae 23% po 24 h
E. coli + E. cloacae 13% po 48 h E. coli + P. aeruginosa | 21% po 24 h
0,500 -
0,450 -
0,400 A
0,350 A
50,300 .
0,250 -
@)
© 0,200 - % %
0,150 - = =
0,100 - == =
0,050 - == =
0,000 =:=S:sa =

6 24 4 72
Czas inkuebacji [h]
=E. coli + AA # E. coli + UA
=E. cloacae + AA = E. cloacae + UA
=P. aeruginosa + AA # P. aeruginosa + UA
=E. coli + E. cloacae + AA # E. coli + E. cloacae + UA
=E. coli + P. aeruginosa + AA #E. coli + P. aeruginosa + UA
=E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + AA # E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa + UA

Wykres nr 34. Poréwnanie wptywu AA i UA na aktywno$¢ metaboliczna w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych.
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9. WNIOSKI

1. Charakterystyka biofilmow jedno- (E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa), dwu- (E. coli + E. cloacae,
E. coli + P. aeruginosa) i trzygatunkowych (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa) polegajaca na
okresleniu przezywalno$ci poszczegolnych szczepow, ilosci wytworzonej przez nie biomasy oraz ich
aktywno$ci metabolicznej, pozwala stwierdzi¢ wystegpowanie antagonistycznych oddzialywan
pomigdzy badanymi szczepami, rosnagcymi w biofilmach wielogatunkowych.

Jednoczesna obecno$¢ dwoch lub trzech gatunkoéw bakterii z reguly skutkowata ograniczeniem
przezywalnos$ci, zmniejszeniem ilo$ci wytworzonej masy biofilmowej oraz obnizeniem aktywnosci
metabolicznej poszczegdlnych szczepow, W porownaniu do ich monokultur. Biorgc pod uwage
przezywalnos¢ i aktywnos¢ metaboliczng mozna stwierdzi¢, ze najsilniejsze oddziatywania
antagonistyczne wobec pozostatych szczepow wywieral P. aeruginosa, a najstabsze — E. cloacae.
Natomiast uwzgledniajac zahamowanie wytwarzania masy biofilmowej, dziatanie antagonistycznie
wykazaty jedynie E. coli i E. cloacae wobec siebie nawzajem i wobec P. aeruginosa.

Oddziatywania antagonistyczne migdzy testowanymi szczepami bakterii zostaty odnotowane w:

a) biofilmie dwugatunkowym (E. coli + E. cloacae), w ktorym E. coli zmniejszata liczbe zywych
komorek E. cloacae i ograniczata ich aktywno$¢ metaboliczng co skutkowato takze zmniejszeniem
ilosci wytwarzanej masy biofilmowe;;

b) biofilmie dwugatunkowym (E. coli + P. aeruginosa), w ktorym P. aeruginosa ograniczat
przezywalnos$¢ i aktywno$¢é metaboliczng E. coli. Natomiast obecno$¢ E. coli spowodowata, ze ilos¢
tworzonej masy biofilmowej przez P. aeruginosa zmniejszyta si¢ w poréwnaniu do jego monokultury;

c) biofilmie trzygatunkowym (E. coli + E. cloacae + P. aeruginosa), w ktorym P. aeruginosa
redukowat liczbg zywych komorek pozostatych dwoch szczepow. Z kolei obecnosé E. coli i E. cloacae

przyczynila si¢ do zmniejszenia ilo$ci masy biofilmowej produkowanej przez P. aeruginosa.

2. Na podstawie wartosci MIC 1 MBC uzyskanych dla AA i UA mozna stwierdzi¢, ze wszystkie
testowane szczepy bakteryjne byly tak samo wrazliwe na UA, natomiast szczep E. cloacae wykazywat

wickszg wrazliwos$¢ na AA niz szczepy E. coli i P. aeruginosa.

3. Obecnos¢ AA 1 UA w sposob istotny statystycznie wplywata na przezywalno$é¢, ilos¢ masy
biofilmowej, aktywnos$¢ metaboliczng oraz morfologie pateczek zyjacych w biofilmach jedno-, dwu-
i trzygatunkowych, a takze na stosunki antagonistyczne zaobserwowane mi¢dzy badanymi szczepami.

a) wpltyw kwasow na przezywalno$¢ bakterii

W wigkszo$ci biofilmow AA efektywniej niz UA zmniejszat liczb¢ zywych komorek bakterii.
Najbardziej wrazliwy na dzialanic AA byl szczep E. cloacae zyjacy w monokulturze i biofilmie

dwugatunkowym. Natomiast najwieksza redukcje liczby zywych komoérek bakteryjnych w obecnosci
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UA odnotowano wobec szczepu E. cloacae zyjacego w monokulturze, a takze szczepu P. aeruginosa
wspottworzacego biofilmy trzy- i dwugatunkowe. Najbardziej oporny na dziatanie obydwu kwasow byt
szczep E. coli rosnacy w biofilmie trzygatunkowym.

b) wplyw kwasow na ilo§é wytworzonej masy biofilmowe;j

We wszystkich biofilmach AA powodowatl wicksza redukcje iloci wytworzonej masy biofilmowej
niz UA. Najbardziej wrazliwa na dziatanie obydwu kwaséw byta monokultura P. aeruginosa. Nastepnie
na dziatanie AA najwigksza wrazliwos¢ wykazat biofilm E. coli + P. aeruginosa, a na dziatanie UA
biofilm trzygatunkowy. Najbardziej oporne na dziatanie obydwu kwaséw byly: biofilm E. coli

+ E. cloacae oraz monokultura E. coli.

¢) wplyw kwasow na aktywno$¢ metaboliczna bakterii w biofilmach

We wszystkich biofilmach UA powodowat wigkszg redukcj¢ aktywnosci metabolicznej niz AA.
Najbardziej wrazliwe na dzialanie obydwu kwasoéw byty monokultury: E. cloacae, nastepnie E. coli
I P. aeruginosa. Natomiast najstabszy wptyw AA i UA na spadek aktywnosci metabolicznej
odnotowano w biofilmie trzygatunkowym.

d) wptyw kwasdéw na morfologie pateczek

W hodowlach biofilmowych prowadzonych w obecnosci AA lub UA stwierdzono obecno$¢ krotkich
filamentéw (5-15 pm), dlugich filamentéw (>15 pm) oraz komodrek czgsciowo pozbawionych Sciany
komorkowej tzw. ,,ghost”. UA wykazat silniejszy niz AA wplyw na zmiang morfologii pateczek
tworzacych monokultury i konsorcja trzygatunkowe. Natomiast AA, pomimo braku wpltywu na
morfologi¢ pateczek P. aeruginosa rosnacych w monokulturze, wykazat silniejszy niz UA wplyw na
biofilm dwugatunkowy E. coli + P. aeruginosa.

e) wplyw kwasow na stosunki antagonistyczne miedzy bakteriami

Jednoczesna hodowla dwoch lub trzech gatunkow bakterii, ktora w biofilmach kontrolnych
skutkowata spadkiem przezywalnosci, ilosci wytworzonej biomasy oraz obnizeniem aktywnoS$ci
metabolicznej komorek, w obecnosci AA lub UA najczesciej skutkowata zanikiem, ostabieniem lub
ograniczeniem (tylko do niektorych etapéw) antagonistycznego oddzialywania pomigdzy bakteriami.
W przypadkach, gdy antagonistyczne oddziatywanie bylo stabe lub wystepowato na koncowych etapach
wzrostu danego biofilmu, obecnos$¢ kwasu z reguty nie wywierata na nie wptywu. Odnotowano istnienie
antagonistycznego oddziatywania na ilo§¢ biomasy (rzadziej na aktywno$¢ metaboliczng), pomimo
prowadzenia hodowli w obecnosci UA, co moze przemawia¢ za stabszym dziataniem antybakteryjnym

UA w poréwnaniu z AA.

4. Analiza poréwnawcza wszystkich uzyskanych wynikow pozwala stwierdzi¢, Ze silniejsze
dziatanie bakteriobojcze i antybiofilmowe wykazal AA, natomiast wigksza redukcje aktywnosci
metaboliczne] powodowal UA. Obydwa kwasy dziataty najlepiej we wczesnych fazach tworzenia

biofilmow (tj. 6-48 h). Odkrycia te moga by¢ w przysztosci pomocne do opracowania skutecznego
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postepowania leczniczego z zastosowaniem AA 1 UA jako alternatywy dla antybiotykow w grupie
pacjentow podatnych na wystepowanie nawracajgcych i/lub przewleklych ZUM, a stosowanie

preparatow zawierajacych AA i UA byloby zasadne zwlaszcza w poczatkowej fazie infekcji.
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10. WYNIKI DODATKOWYCH EKSPERYMENTOW i PROPONOWANE KIERUNKI
DALSZYCH BADAN

W ramach doktadniejszej charakterystyki szczepow referencyjnych, zbadano liczebno$¢ ich komorek
w jednogatunkowych hodowlach planktonowych po 1-8 h inkubacji. Wszystkie badane szczepy bakterii
wykazaty przewidywalny, intensywny wzrost az do 5 h inkubacji, po czym pojawity si¢ rdznice
w tempie podziatu komorek, w zaleznosci od gatunku. Zbadano takze jednogatunkowe biofilmy 24-
240 — godzinne (tzw. biofilm 10-dniowy), okreslajac przezywalnosé¢, ilos¢ wytworzonej biomasy
1 aktywno$¢ metaboliczng bakterii w nich zyjacych. Krzywe wzrostu form biofilmowych roznity si¢
miedzy soba, w zaleznos$ci od gatunku, jednak wszystkie badane szczepy bakterii po 96 h hodowli
wykazaty tendencje do zmniejszenia liczebnoS$ci, osiggajac najmniejszg liczbe komoérek w 168 h
inkubacji. Ilos¢ wytworzonego biofilmu byta najwigksza w przypadku P. aeruginosa, podlegata
czasowym wahaniom w zalezno$ci od szczepu bakterii, jednak Zaden z nich nie produkowat biofilmu
w 216-godzinnej hodowli. Szczep E. cloacae charakteryzowat si¢ najwicksza, a P. aeruginosa
najmniejszg aktywnoscig metaboliczng, jednak wszystkie badane szczepy bakterii wykazaty najwicksza
aktywno$¢ metaboliczng po 144 h, a najmniejsza po 120 h inkubacji.

Zrealizowane w niniejszej pracy doktorskiej badania biofilméw jedno-, dwu- i trzygatunkowych,
w ktorych wszystkie szczepy rosty razem od czasu to, wykazaly wystepowanie wzajemnych stosunkow
antagonistycznych oraz istotny wptyw AA i UA na przezywalno$s¢ komoérek bakteryjnych, ich
morfologi¢, zdolnos¢ do tworzenia biomasy oraz aktywno$¢ metaboliczng. W ramach dodatkowych
badan sprawdzono, czy wzrost szczepu E. coli w biofilmach wielogatunkowych jest zalezny od czasu
dotaczania nastepnych gatunkow (E. cloacae i/lub P. aeruginosa). W tym celu zbadano biofilmy dwu-
i trzygatunkowe, w ktorych E. cloacae i/lub P. aeruginosa dodawane byty po 6, 24, 48 lub 72 h do juz
istniejacej (zatozonej w czasie to) hodowli E. coli, a odczytéw i pomiaréw dokonywano po 24, 48, 72
196 h inkubacji. Innymi stowy, biofilm E. coli byt nadkazany szczepami E. cloacae i/lub P. aeruginosa
(Rysunek nr 4).

Analogicznie jak w przypadku biofilmow, w ktorych wszystkie szczepy rosty razem od czasu to,
przeanalizowano wystepowanie wzajemnych stosunkow (antagonistycznych lub synergistycznych)
miedzy badanymi szczepami w zalezno$ci od czasu pojawienia si¢ ich w biomasie, poprzez okreslenie:
liczebno$ci komorek badanych gatunkow, tj. przezywalnosci poszczegdlnych szczepdéw w biofilmach,
ilosci wytworzonej masy biofilmowej oraz aktywnosci metabolicznej komoérek w biofilmach. Nastgpnie
zbadano zmiany zachodzace w wymienionych parametrach pod wptywem AA lub UA.

W  ramach dodatkowych eksperymentow stwierdzono, zZe wystgpowanie stosunkow
antagonistycznych mi¢dzy badanymi szczepami byto zalezne od czasu pojawienia si¢ ich w biomasie.
Byly one bardziej widoczne w biofilmach, w ktorych wszystkie szczepy rosty razem od to, niz w

biofilmach zatozonych w czasie to jako jednogatunkowe E. coli, do ktorych po uptywie poszczegdlnych
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Rysunek nr 4. Schemat przedstawiajacy dwa badane modele biofilméw dwu- i trzygatunkowych. R6zowe ramki obejmuja
badania wchodzace w zakres artykutow nr 2 i 3 (dotyczg biofilméw, w ktorych wszystkie szczepy rosty razem od czasu to).
Badania dodatkowe omawiane w niniejszym podrozdziale znajdujg si¢ poza zakresem rézowych ramek i dotycza
biofilméw, w ktorych E. cloacae i/lub P. aeruginosa dodawane byty po 6, 24, 48 lub 72 h do juz istniejacej (zalozonej

w czasie to) hodowli E. coli. Odczytéw i pomiaréw dokonywano w punktach oznaczonych¥k. Objasnienia symboli:

C —E. cloacae, P — P. aeruginosa.

czasOw inkubacji dodawano hodowle planktonowe E. cloacae lub/i P. aeruginosa. Dodanie hodowli
planktonowych E. cloacae i/lub P. aeruginosa do istniejacego biofilmu jednogatunkowego E. coli,
ograniczato liczebno§¢ komoérek E. coli i zmniejszato ich aktywno$¢ metaboliczng na wigkszosci
dalszych etapow tworzenia biofilmu. Najczgsciej dziatania antagonistyczne odnotowywano juz przy
pierwszym pomiarze od momentu dolgczenia konkurencyjnych szczepu (-6w). Antagonizm byl tym
silniejszy, im szybciej doszto do nadkazenia, jednak wygasat wraz z kolejnymi etapami wzrostu
biofilmu. W kwestii ilosci wytworzonej biomasy, nadkazenie biofilmu jednogatunkowego E. coli
hodowla planktonowg E. cloacae, zmniejszato ilos¢ produkowanego egzopolisacharydu na kolejnych
etapach tworzenia biofilmu. Takiego dzialania antagonistycznego nie odnotowano w przypadku
nadkazenia za pomocg szczepu P. aeruginosa. Jednoczesne dotaczenie E. cloacae i P. aeruginosa do
istniejacego biofilmu E. coli, skutkowato krotkotrwatym antagonizmem i zmniejszeniem ilo$ci biomasy
tylko na pierwszych etapach wspolnego wzrostu.

W biofilmach zalozonych w czasie to jako jednogatunkowe E. coli, do ktorych po uptywie
poszczegodlnych czaséw inkubacji dodawano hodowle planktonowe szczepow E. cloacae lubl/i
P. aeruginosa, AA i UA w stezeniu podprogowym 0,5 x MIC wykazaty:

a) stabsze dziatanie bdjcze niz w biofilmach, w ktorych wszystkie szczepy rosty razem od to. Obydwa

kwasy najbardziej zmniejszyty liczebno$¢ E. coli w hodowlach dwugatunkowych E. coli + AA (lub UA)
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+ E. cloacae, nastepnie E. coli + AA (lub UA) + P. aeruginosa, a najmniej w trzygatunkowych E. coli
+ AA (lub UA) + E. cloacae + P. aeruginosa;

b) stabsze dziatanie antybiofilmowe niz w biofilmach, w ktorych wszystkie szczepy rosty razem od to.
Najsilniej dziataty w hodowlach dwugatunkowych E. coli + AA (lub UA) + P. aeruginosa, nastepnie
w trzygatunkowych E. coli + AA (lub UA) + E. cloacae + P. aeruginosa, a najstabiej w E. coli + AA
(lub UA) + E. cloacae;

c) silniejsze dziatanie obnizajagce aktywno$¢ metaboliczna komoérek niz w  wielogatunkowych
biofilmach hodowanych razem od to. Najsilniej dziataly w hodowlach dwugatunkowych E. coli + AA
(lub UA) + E. cloacae (lub P. aeruginosa), a stabiej w trzygatunkowych E. coli + AA (lub UA)
+ E. cloacae + P. aeruginosa.

Reasumujac, w biofilmach, w ktérych wszystkie szczepy rosty razem od to, dziatanie bodjcze
i antybiofilmowe obydwu badanych kwaséw bylo silniejsze, a dziatanie obnizajace aktywnosé
metaboliczng stabsze niz w biofilmach nadkazanych. Zatem nadkazanie istniejacej hodowli E. coli,
w odniesieniu do dziatania bakteriobdjczego 1 antybiofilmowego, zaowocowato wzrostem jej opornosci
na AA i UA; natomiast w odniesieniu do aktywnosci metabolicznej — wzrostem wrazliwosci na AA
1 UA, w poréwnaniu z biofilmami o analogicznym sktadzie, w ktorych wszystkie gatunki rosty razem
od to.

W biofilmach zatozonych w czasie to jako jednogatunkowe E. coli + AA (UA), do ktérych dodawano
hodowle planktonowe szczepow E. cloacae i P. aeruginosa, zanik oddziatywan antagonistycznych nie
skutkowal zmianami istotnymi statystycznie zwlaszcza w biofilmach, w ktérych do nadkazenia
dochodzito na pozniejszych etapach wzrostu. Podobnie jak w przypadku biofilméw, w ktorych
wszystkie szczepy rosty razem od to, w biofilmach nadkazanych réwniez odnotowano istnienie
antagonistycznego oddziatywania na ilo$¢ biomasy (rzadziej na aktywno$¢ metaboliczng), pomimo
prowadzenia hodowli w obecnosci UA, co moze przemawiac za stabszym dzialaniem antybakteryjnym
UA w poréwnaniu z AA.

Przysztym kierunkiem badan nad AA i UA jako udokumentowanymi substancjami bioaktywnymi
powinno by¢ dokladne zrozumienie mechanizmu dziatania tych kwaséw na komorki bakteryjne.
Z dotychczas opublikowanych (i cytowanych w niniejszej pracy) badan wynika, ze dziatanie
przeciwbakteryjne AA i UA jest zwigzane ze zmianami w budowie i funkcjonowaniu struktur komorek
bakteryjnych (btona komoérkowa, adhezyny), morfologia komorek, ekspresja genoéw (kodujacych
czynniki wirulencji takie jak fimbrie typu P, fimbrie curli i hydrofobowo$¢) oraz procesami takimi jak
adhezja do komorki gospodarza i tworzenie biofilmu. Jednak doktadne mechanizmy molekularne tej
aktywnoS$ci wciaz nie zostaty w petni wyjasnione.

Warto podkresli¢, ze dotychczas nie zbadano takze wptywu AA 1 UA na ekspresje waznych genow,
do ktorych naleza: geny kodujace cechy warunkujace adhezje bakterii do komorek uroepitelialnych,

geny majace istotne znaczenie w procesie tworzenia i rozwoju struktury biofilmu oraz geny kodujace
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czynniki wirulencji (m.in. te, ktore odpowiedzialne sg za quorum sensing) u bakterii zyjacych
w biofilmach wielogatunkowych. Ponadto, ok. 25% bakterii Gram-ujemnych (w tym E. coli, E. cloacae
I P. aeruginosa), posiada geny kodujace system sekrecyjny typu VI (T6SS), ktory bierze udziat
w interakcji i wspolzawodnictwie bakteryjnym, tworzeniu biofilmu i transporcie jondw. Uklad T6SS
to mechanizm molekularny, wykorzystywany do transportu bialek efektorowych (np. egzotoksyn)
z wnetrza komorki bakteryjnej przez otoczke komdrkowa do sagsiedniej komoérki docelowej, ktérg moze
by¢ komorka prokariotyczna innego drobnoustroju, z ktorym dana bakteria konkuruje lub (rzadziej)
komorka eukariotyczna organizmu gospodarza [57, 117-120]. W tym celu nalezatoby przeprowadzi¢
ilosciowa charakterystyke sktadu gatunkowego biofilmu w zalezno$ci od warunkoéw jego hodowli
(kwantyfikacja bezwzgl¢dna) oraz analize poziomu transkryptow wybranych gendw na poszczegolnych
etapach wzrostu biofilméw (kwantyfikacja wzgledna). Zorganizowana regulacja ekspresji genow
zwigzanych z wirulencja i1 biofilmem jest waznym czynnikiem inwazji bakterii, kolonizacji, wzrostu
i/lub wytwarzania toksyn. Dlatego charakterystyka tych genoéw moze by¢ przydatna do lepszego
zrozumienia patogenezy ZUM, opracowania skutecznych strategii leczenia i zminimalizowania
powiktan.

Znajac wptyw AA i UA na proces tworzenia biofilmow, w dalszej perspektywie nalezy zbadac
dziatanie AA i UA na eradykacj¢ juz istniejacych biofilméw, tj. wyznaczyé wartosci minimalnego
stezenia hamujacego rozwdj biofilmu (ang. Minimum Biofilm Inhibitory Concentration, MBIC) oraz
minimalnego stezenia eliminujgcego/eradykujacego biofilm (ang. Minimum Biofilm Eradication
Concentration, MBEC) wobec biofilméw utworzonych przez rézne szczepy uropatogenne. Ponadto,
nalezy bra¢ pod uwage udowodnione wystepowanie synergistycznego dzialania AA 1 UA
z antybiotykami (tj. B-laktamami, tetracyklinami, fluorochinolonami, aminoglikozydami). Tym
bardziej konieczne jest zdefiniowanie zasad walidacji dziatania przeciwbakteryjnego AA i UA oraz
przeliczenia sity jego dziatania in vitro na dziatanie terapeutyczne in vivo.

Kolejng kwestia do rozwigzania jest poprawa zauwazonej niskiej biodostgpnosci i aktywnosci
biologicznej AA i UA in vivo, ktora ogranicza ich zastosowanie kliniczne. W tym celu nalezy
przeprowadzi¢ modyfikacje strukturalne tych substancji, takie jak projektowanie i synteza nowych
pochodnych, zwigkszenie rozpuszczalno$ci w wodzie, enkapsulacja w nosnikach (tj. nanostrukturach)
etc. Wowczas AA 1 UA moglyby shuzy¢ jako $rodki uzupeiniajagce i wspomagajace konwencjonalng
antybiotykoterapi¢ stosowang w leczeniu przewleklych ZUM. Moglyby réwniez stanowi¢ Srodek
profilaktyczny dla pacjentdéw majacych sktonnosci do nawracajagcych ZUM. Z uwagi na fakt, ze AA
1 UA dzialaly najlepiej we wczesnych fazach tworzenia biofilméw (tj. 6-48 h), stosowanie preparatow

zawierajacych AA 1 UA byloby zasadne w szczeg6lno$ci na poczatku infekcji.
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11. STRESZCZENIA

11.1. Streszczenie w jezyku polskim

Wstep: Zakazenia drog moczowych (ZUM) sa w populacji ludzkiej powaznym problemem
zdrowotnym ze wzgledu na ich przewlekly i nawracajacy charakter. Bakterie wywotujace ZUM tworza
wielogatunkowe biofilmy, ktore sa odporne na dzialanie konwencjonalnie stosowanych antybiotykow.
Z uwagi na stale rosngcg liczbe bakterii wielolekoopornych, prowadzone sg poszukiwania zwigzkow
pochodzenia roslinnego o przeciwbakteryjnym mechanizmie dziatania. Jedng z takich grup stanowig
triterpeny pentacykliczne (TP) charakteryzujace si¢ szerokim spektrum wiasciwosci leczniczych.
Nalezace do tej grupy kwas azjatykowy (AA) i kwas ursolowy (UA), wykazuja r6znorodne aktywnosci
biologiczne, w tym dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. W dostepne;j literaturze z ostatnich kilkunastu
lat, stosunkowo niewiele wynikoéw badan dotyczy wptywu AA i UA na formy planktonowe i biofilmowe
bakterii chorobotworczych dla cztowieka.

Cel pracy: Niniejsza praca doktorska miata na celu szersze zrozumienie dziatania AA i UA na
uropatogenne pateczki Gram-ujemne (Escherichia coli CFT073, Enterobacter cloacae ATCC-BAA
2468 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 25000), zaréwno na ich formy planktonowe, jak i na tworzone
przez nie biofilmy, réowniez wielogatunkowe. Cel zrealizowano, okreslajac wptyw AA i UA na
przezywalnos¢, zdolno$¢ do tworzenia masy biofilmowej oraz aktywno$¢ metaboliczng bakterii
zyjacych w konsorcjach jedno-, dwu- i trzygatunkowych, a takze ich wptyw na morfologi¢ komoérek
bakteryjnych.

Materialy: Szczepy referencyjne wyizolowane z moczu, pochodzace z kolekcji ATCC: E. coli CFT
073, E. cloacae ATCC-BAA 2468, P. aeruginosa ATCC 25000. AA i UA zakupione w firmie Sigma-
Aldrich.

Metody: Przezywalno$¢ bakterii ustalono stosujac test seryjnych rozcienczen. Do oznaczenia ilosci
wytworzonej biomasy oraz aktywnosci metabolicznej wykorzystano metody spektrofotometryczne
(z uzyciem CV i TTC). Obserwacje zmian w morfologii komoérek bakteryjnych przeprowadzono
technikg mikroskopow3.

Whyniki: Stwierdzono wystgpowanie antagonistycznych oddzialywan pomiedzy badanymi
bakteriami, rosngcymi w biofilmach wielogatunkowych. Nastepnie wyznaczono wartosci MIC oraz
MBC dla AA i UA wobec poszczegdlnych szczepow. Wykazano, ze obecno$¢ AA 1 UA w sposob
istotny statystycznie wptywa na przezywalno$¢, ilos¢ masy biofilmowej, aktywnos¢ metaboliczng oraz
morfologi¢ pateczek w biofilmach jedno- jak i wielogatunkowych oraz na wystgpowanie stosunkoéw
antagonistycznych migdzy badanymi szczepami. Pod wptywem dziatania AA i UA zaobserwowano
zmniejszenie liczebno$ci komoérek bakteryjnych, ostabienie zdolno$ci do tworzenia biomasy

i zmniejszenie aktywnos$ci metabolicznej w biofilmach jedno-, dwu- i trzygatunkowych, a takze zmiany
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w morfologii komoérek bakteryjnych. Analiza poréwnawcza wszystkich uzyskanych wynikoéw pozwala
stwierdzi¢, ze silniejsze dziatanie bakteriobojcze 1 antybiofilmowe wykazat AA, natomiast wigksza
redukcje aktywnos$ci metabolicznej powodowat UA.

Whnioski: W zwigzku z tym, ze AA i UA najlepiej dziataly przeciwko miodym biofilmom,
stosowanie preparatow zawierajacych TP, zwlaszcza w poczatkowych stadiach infekcji, wydaje si¢
uzasadnione 1 prawdopodobnie mogloby stanowi¢ alternatywna strategie dla antybiotykoterapii na tym
etapie. Potrzebne sa jednak dalsze badania dotyczace AA i1 UA, zwlaszcza w odniesieniu do
mechanizmu ich antybakteryjnego dzialania. Wyniki badan przeprowadzonych w niniejszej pracy
doktorskiej wskazujg, ze w dtuzszej perspektywie AA i UA moglyby by¢ stosowane w profilaktyce

i leczeniu zakazen bakteryjnych.

11.2. Streszczenie w jezyku angielskim (Summary)

Introduction: Urinary tract infections (UTIs) are a severe health problem in the human population
due to their chronic and recurrent nature. Bacteria causing UTIs form multispecies biofilms being
resistant to the activity of the conventionally used antibiotics. Due to the ever-increasing number of
multidrug-resistant bacteria, research concerning plant-derived compounds with antimicrobial
mechanisms of action is being conducted. Pentacyclic triterpenes (TPs), which have a broad spectrum
of medicinal properties, are one of such groups. Asiatic acid (AA) and ursolic acid (UA) belong to this
group, and exhibit diverse biological action, including antimicrobial activity. In available literature over
the past several years, relatively few results of the research concern the influence of AA and AU on
planktonic and biofilm forms of pathogenic bacteria.

Aims: Therefore, this doctoral thesis aimed at a broader understanding of the activity of AA and UA
against uropathogenic gram-negative rods: Escherichia coli, Enterobacter cloacae and Pseudomonas
aeruginosa living both form planktonic as well as a biofilm (also multispecies biofilms). The influence
of AA and UA on the survival, biofilm mass formation by bacteria living in mono-, dual-, and triple-
species consortia as well as the metabolic activity and bacterial cell morphology were determined.

Materials: Reference strains isolated from urine were purchased from ATCC: E. coli CFT 073,
E. cloacae ATCC-BAA 2468, and P. aeruginosa ATCC 25000. AA and UA were purchased from
Sigma-Aldrich.

Methods: The survival of bacteria was established using the serial dilution assay. The
spectrophotometric methods (with CV and TTC) were applied for biofilm mass synthesis and metabolic
activity determination. The changes in bacterial cell morphology were observed using the microscopic
technique.

Results: The occurrence of antagonistic interactions between studied bacteria growing in

multispecies biofilms was found. Then, the MIC and MBC values of AA and UA for tested strains were
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determined. It has been shown that AA and UA statistically significant influences survivance, biofilm
mass formation, metabolic activity and cell morphology in single- and multispecies biofilms, and the
presence of antagonistic relations between tested strains. After incubation of bacteria in the presence of
AA and UA, the reduction of bacterial cell number, weakening of the ability to form biofilms and
reduction of metabolic activity in single-, dual-, and triple-species consortia, as well as changes in the
morphology of bacterial cells were noticed. A comparative analysis of all obtained results demonstrates
that AA showed a stronger bactericidal and antibiofilm activities, while UA caused a significant
reduction of metabolic activity.

Conclusions: The activity of AA and UA is the best against young biofilms, therefore the use of TP-
containing formulations, especially during the initial stages of infection, seems to be reasonable and
probably could constitute an alternative strategy to antibiotic therapy at this stage. However, there is a
need for further research concerning AA and UA, especially regarding their antibacterial mechanisms
of action. The results of the research carried out by this doctoral dissertation indicate that, in the long

run, AA and UA can be used in the prevention and treatment of bacterial infectious diseases.
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4 (Hypolipidemic and antiadipogenic activity of anthocyanins from cranberry 0 5 lad
" | fruits). [AUT.] ZUZANNA SYCZ. Probl.Nauk Med.Nauk Zdr.Teoria Prakt. praca przegiadowa
2019 nr 2 5.9-15, bibliogr. 27 poz., streszcz., summ.

Autorstwo monografii naukowej

Punkty | Typ

Lp. Opis bibliograficzny IF MNiSW | KBN

Optymalizacja terapii takrolimusem u chorych po przeszczepie nerki. [AUT.]
1. ZUZANNA SYCZ. Wroctaw 2018, Exante, 133 s., ryc., tab., bibliogr. 126 0 80 inne
poz, 978-83-65374-89-9.

Autorstwo rozdzialéw w monografiach naukowych

o . Punkty | Typ
Lp. Opis bibliograficzny IF MNiSW | KBN
Produkcja przeciwciat i szczepionek w ro$linach (Production of antibodies
and vaccines in plants). [AUT.] ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozwdj
1. | mlodych naukowcow w Polsce: nauki medyczne i nauki o zdrowiu. Czgs¢ VI | 0 5 inne
Poznan 2018, Mtodzi Naukowcy, s.104-110, bibliogr., streszcz, 978-83-
66139-26-8.

Chemoprewencja nowotworéw (Chemoprevention of tumors). [AUT.]
ZUZANNA SYCZ, MATYLDA CZOSNYKOWSKA-LUKACKA. W:
2. Badania i rozwdj mtodych naukowcoéw w Polsce: nauki medyczne i nauki o 0 5 inne
zdrowiu. Cz¢$¢ VI Poznan 2018, Mtodzi Naukowcy, s.111-117, bibliogr.,

streszcz, 978-83-66139-26-8.
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Biofilm bakteryjny wielogatunkowy - metody badania i wizualizacji na
powierzchniach abiotycznych. Czes$¢ I - przeglad metod barwigcych i
metabolicznych (Multispecies bacterial biofilm - research and visualization
methods on abiotic surfaces. Part I - staining and metabolic assays). [AUT.]
ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozw6j mtodych naukowcéw w Polsce:
ochrona $rodowiska. Cz¢é¢ I Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.47-54,
bibliogr., streszcz, 978-83-66139-98-5.

inne

Biofilm bakteryjny wielogatunkowy - metody badania i wizualizacji na
powierzchniach abiotycznych. Czgs¢ 11 - przeglad metod genetycznych i
fizycznych (Multispecies bacterial biofilm - research and visualization
methods on abiotic surfaces. Part | - genetic and physical assays). [AUT.]
ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozw6j mtodych naukowcéw w Polsce:
ochrona $rodowiska. Czgs¢ I Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.55-61,
bibliogr., streszcz, 978-83-66139-97-8.

inne

Biofilm bakteryjny wielogatunkowy - metody badania i wizualizacji na
powierzchniach abiotycznych. Czeéé 11 - przeglad metod mikroskopowych
(Multispecies bacterial biofilm - research and visualization methods on
abiotic surfaces. Part 11l - microscopy assays). [AUT.] ZUZANNA SYCZ,
MONIKA SEPEK. W: Badania i rozw6j mtodych naukowcow w Polsce:
nauki przyrodnicze. Cze$¢ IV Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.178-184,
bibliogr., streszcz, 978-83-66392-37-3.

inne

Bakteryjne modutowe syntazy poliketydowe (Bacterial modular polyketide
synthases). [AUT.] ZUZANNA SYCZ, MONIKA SEPEK. W: Badania i
rozw6j mtodych naukowcow w Polsce: nauki przyrodnicze. Cz¢$¢ IV Poznan
2019, Mtodzi Naukowcy, s.185-191, bibliogr., streszcz, 978-83-66392-37-3.

inne

Wole wieloguzkowe tarczycy. Czes¢ | - analiza czynnikow wplywajacych na
nawr6t wola wieloguzkowego tarczycy po zabiegach resekcyjnych gruczotu
tarczycowego (Multinodular goiter. Part | - analysis of the factors affecting

the recurrence of the multinodular goiter after resection procedure of the

thyroid gland). [AUT.] MONIKA SEPEK, ZUZANNA SYCZ. W: Badania i
rozwdj mtodych naukowcdéw w Polsce: nauki medyczne i nauki o zdrowiu.

Cze$¢ VII - choroby Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.118-123, 978-83-
66392-25-0.

inne

Wole wieloguzkowe tarczycy. Czes¢ 11 - analiza czynnikdéw ryzyka
warunkujacych zwigzek miedzy wolem wieloguzkowym a rakiem tarczycy
(Multinodular goiter. Part 11 - analysis of risk factors determining the
relationship between multinodular goiter and thyroid cancer). [AUT.]
MONIKA SEPEK, ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozw6j mtodych
naukowcoéw w Polsce: nauki medyczne i nauki o zdrowiu. Czgs¢ VII -
choroby Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.124-129, bibliogr., summ, 978-
83-66392-25-0.

inne

Triterpeny pentacykliczne o dziataniu przeciwbakteryjnym. Cze$¢ I - kwas
azjatykowy (Antibacterial effect of pentacyclic triterpenes. Part | - asiatic
acid). [AUT.] ZUZANNA SYCZ, MONIKA SEPEK. W: Badania i rozwdj
mtodych naukowcow w Polsce: nauki przyrodnicze. Czgs¢ I Poznan 2020,
Mtodzi Naukowcy, s.98-104, ryc., bibliogr., streszcz, 978-83-66392-86-1.

inne

10.

Triterpeny pentacykliczne o dziataniu przeciwbakteryjnym. Cze$é II - kwas
ursolowy (Antibacterial effect of pentacyclic triterpenes. Part Il - ursolic
acid). [AUT.] ZUZANNA SYCZ, MONIKA SEPEK. W: Badania i rozwdj
miodych naukowcow w Polsce: nauki przyrodnicze. Czg¢$¢ I Poznan 2020,
Mtodzi Naukowcy, s.105-112, ryc., bibliogr., streszcz, 978-83-66392-86-1.

inne

11.

Nadczynno$¢ tarczycy. Cze$¢ I - Analiza czynnikéw warunkujacych zwigzek
mig¢dzy nadczynno$cig tarczycy a nowotworem tarczycy (Hyperthyroidism.
Part | - Analysis of risk factors determining the relationship between
hyperthyroidism and thyroid cancer). [AUT.] MONIKA SEPEK,
ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozw6j mtodych naukowcoéw w Polsce:
nauki medyczne i nauki o zdrowiu. Czg$¢ I - choroby Poznan 2020, Mtodzi
Naukowcy, s.78-83, bibliogr., streszcz, 978-83-66392-78-6.

inne
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12.

Zaleznos$¢ migdzy nadczynnoscia tarczycy a ciaza (Association of
hyperthyroidism and pregnancy). [AUT.] MONIKA SEPEK, ZUZANNA
SYCZ. W: Badania i rozwoj mtodych naukowcow w Polsce: nauki 0 5 inne
medyczne i nauki o zdrowiu. Czgé¢ I - choroby Poznan 2020, Mtodzi
Naukowcy, s.84-90, bibliogr., streszcz, 978-83-66392-78-6.

13.

Wplyw ekstraktu z owocow zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium

macrocarpon) na lokalizacje¢ kardiolipiny w btonach komoérkowych
uropatogennych szczepoéw Escherichia coli (The effect of large cranberry
(Vaccinium macrocarpon) extract on cardiolipin location in cell membranes 0 20

of uropathogenic Escherichia coli strains). [AUT.] ZUZANNA SYCZ,

DOROTA WOINICZ. W: Zastosowanie roslin w naukach medycznych i
przyrodniczych Lublin 2020, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0,

s.24-40, ryc., bibliogr. 35 poz., streszcz., summ, 978-83-66489-35-6.

inne

Streszczenia zjazdowe w jez. angielskim

Lp.

Opis bibliograficzny

Immunosuppressive therapy and risk of adverse effects in renal transplant recipients, children after
bone marrow transplantation and children with primary glomerulonephritis. [AUT.] MAGDALENA
HURKACZ, ZUZANNA KOBIALKA, MAGDALENA KURIATA-KORDEK, IRENA WIKIERA-
MAGOTT, KRZYSZTOF KALWAK, ANNA WIELA-HOJENSKA, MARIAN KLINGER, ALICJA

CHYBICKA, DANUTA ZWOLINSKA. Ther.Drug Monit. 2009 Vol.31 no.5 s.667 poz.223, 11th

International Congress of Therapeutic Drug Monitoring & Clinical Toxicology. Montreal, Quebec,

Canada, October 3-8, 2009.

The effect of Zuravit S-O-S® on virulence factors and cardiolipin domains morphology of
uropathogenic Escherichia coli strains. [AUT.] M[ARTA] KICIA, D[OROTA] WOJNICZ,
Z[UZANNA] SYCZ, A[NDRZEJ] B. HENDRICH. Sepsis 2011 T.4 nr 1 5.112-113, Polish-Ukrainian
Weigl Conference "From microbiology to synthetic biology". Wroctaw, May 18-20, 2011.

The impact of plant origin substances on the course of lactation. [AUT.] Z[JUZANNA] SYCZ,
JJOLANTA] LIS-KUBERKA, M[AGDALENA] ORCZYK-PAWILOWICZ. W: 2nd Wroclaw
Scientific Meetings [Wroclaw, 2nd March 2018] Wroclaw 2018, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp.
Z 0.0, 5.107 poz.P48, 978-83-65932-02-0.

Fucosylation and sialylation pattern of human milk immune glycoproteins over milk maturation stages.
[AUT.] JJOLANTA] LIS-KUBERKA, Z[UZANNA] SYCZ, M[ARTA] BERGHAUSEN-MAZUR,
M[AGDALENA] ORCZYK-PAWILOWICZ. W: 2nd Wroclaw Scientific Meetings [Wroclaw, 2nd

March 2018] Wroclaw 2018, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.83 poz.P27, 978-83-65932-

02-0.

Controversy in nutrition: human milk components dependent on maternal diet. [AUT.] Z[UZANNA]
SYCZ, M[ATYLDA] CZOSNYKOWSKA-LUKACKA. W: III Konferencja Naukowa "Cztowiek -
zywnos¢ - zdrowie". Wroctaw, 16-17.03.2018. Streszczenia, $.57-59.

Novel eradication methods of bacterial biofilms in chronic diabetic foot infection. [AUT.]
Z[UZANNA] SYCZ, M[ONIKA] SEPEK, JJUSTYNA] JEZEWSKA, D[OROTA] WOJNICZ. W: 3rd
Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 1st-2nd March 2019 Wroctaw 2019, Wydawnictwo Naukowe

TYGIEL sp. z 0.0, 5.167 poz.P113, 978-83-65932-64-8.
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Bacterial microflora isolated from wounds of patients with diabetic foot infection hospitalized in the
general surgery ward. [AUT.] M[ONIKA] SEPEK, Z[UZANNA] SYCZ, JJUSTYNA] JEZEWSKA,
JJERZY] RUDNICKI. W: 3rd Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 1st-2nd March 2019 Wroctaw

2019, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.153 poz.P99, 978-83-65932-64-8.

Pole on the appointment with the Dr Google - analysis of the phenomenon of online searching
information about health. [AUT.] JJUSTYNA] JEZEWSKA, Z[UZANNA] SYCZ, M[ONIKA]
SEPEK, JJAROSEAW] BARANSKI. W: 3rd Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 1st-2nd March
2019 Wroctaw 2019, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.80 poz.P26, tab., bibliogr. 9 poz,
978-83-65932-64-8.

The effect of anthocyanins on virulence factors of uropathogenic Escherichia coli strains. [AUT.]
ZUZANNA SYCZ, MONIKA SEPEK, DOROTA WOJNICZ. W: Sympozjum Naukowe "Ziclone
Forum". Wroctaw, 29-30.03.2019. Streszczenia, s.30, 4th International Conference "Man-food-health™.
Wroctaw, Poland, 29.03.2019. Abstracts.

10.

The effects of amiodarone on thyroid dysfunction. [AUT.] MONIKA SEPEK, ZUZANNA SYCZ,
JERZY RUDNICKI. W: Sympozjum Naukowe "Zielone Forum". Wroctaw, 29-30.03.2019.
Streszczenia, s.29, 4th International Conference "Man-food-health". Wroctaw, Poland, 29.03.2019.
Abstracts.

11.

Remdesivir - the most promising anti - SARS-CoV-2 agent. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, KAMIL
KLIMAS, MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA. W: 3rd
edition National Scientific e-Conference “e-Factory of Science”. May 09, 2020. The book of abstracts
Lo6dz 2020, Promovendi Foundation Publishing, s.44, 978-83-955366-8-7.

12.

Diabetic neuropathy - the most common chronic complication of diabetes mellitus. Symptoms,
diagnostics and treatment. [AUT.] KAMIL KLIMAS, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA,
ZUZANNA SYCZ, MALGORZATA KORZENIOWSKA. W: 3rd edition National Scientific e-
Conference “e-Factory of Science”. May 09, 2020. The book of abstracts 1.6dz 2020, Promovendi
Foundation Publishing, s.21, 978-83-955366-8-7.

13.

SARS-COV-2 infection in children. [AUT.] MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA
SWIECICKA-KLAMA, ZUZANNA SYCZ, KAMIL KLIMAS. W: 3rd edition National Scientific e-
Conference “e-Factory of Science”. May 09, 2020. The book of abstracts £.6dz 2020, Promovendi
Foundation Publishing, s.24, 978-83-955366-8-7.

14.

Diabetes and COVID-19: the clash of two global epidemics. [AUT.] AGNIESZKA SWIECICKA-
KLAMA, KAMIL KLIMAS, MALGORZATA KORZENIOWSKA, ZUZANNA SYCZ. W: 3rd
edition National Scientific e-Conference “e-Factory of Science”. May 09, 2020. The book of abstracts
L.6dz 2020, Promovendi Foundation Publishing, s.46, 978-83-955366-8-7.

15.

Prospects for anti- SARS-CoV-2 vaccines development. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, KAMIL
KLIMAS, MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA. W: 1st
Summer Scientific On-line School. August 08, 2020. The book of abstracts £.0dz 2020, Promovendi
Foundation Publishing, s.109, 978-83-957816-2-9.

16.

How to recognize and treat obstructive sleep apnea?. [AUT.] KAMIL KLIMAS, ZUZANNA SYCZ,
AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, MALGORZATA KORZENIOWSKA. W: 1st Summer
Scientific On-line School. August 08, 2020. The book of abstracts £.0dz 2020, Promovendi Foundation
Publishing, s.85, 978-83-957816-2-9.
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17.

Alcohol and its effects on the human body. [AUT.] MALGORZATA KORZENIOWSKA, KAMIL
KLIMAS, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, ZUZANNA SYCZ. W: 1st Summer Scientific On-
line School. August 08, 2020. The book of abstracts £.0dz 2020, Promovendi Foundation Publishing,
s.87, 978-83-957816-2-9.

18.

Metabolic syndrome in medical practice. [AUT.] AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, KAMIL
KLIMAS, MALGORZATA KORZENIOWSKA, ZUZANNA SYCZ. W: 1st Summer Scientific On-
line School. August 08, 2020. The book of abstracts £.0dz 2020, Promovendi Foundation Publishing,

s.111, 978-83-957816-2-9.

19.

The expression of virulence- and biofilm-related genes in selected species of uropathogenic Gram-
negative rods. [AUT.] Z[UZANNA] SYCZ, M[AGDALENA] SZYDLOWICZ, M[AGDA] KABAJ,
K[AMIL] KLIMAS, A[GNIESZKA] SWIECICKA-KLAMA, D[OROTA] WOJINICZ. W: 4th
International Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 09-10 October 2020 Wroctaw 2020,
Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.229-230, bibliogr. 6 poz, 978-83-66489-37-0.

20.

Do-it-yourself artificial pancreas systems (DIY APS): non-commercial software for diabetes control
improvement. [AUT.] MAGDA KABAJ, KAMIL KLIMAS, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA,
ZUZANNA SYCZ. W: 4th International Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 09-10 October 2020
Wroctaw 2020, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.125-126, bibliogr. 5 poz, 978-83-66489-
37-0.

21.

Cryoglobulins and their damaging effect on organs. Etiopathogenesis, symptoms and diagnosis of
cryoglobulinemia. [AUT.] K[AMIL] KLIMAS, M[AGDA] KABAJ, A[GNIESZKA] SWIECICKA-
KLAMA, Z[UZANNA] SYCZ. W: 4th International Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 09-10
October 2020 Wroctaw 2020, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.136-137, bibliogr. 5 poz,

978-83-66489-37-0.

22.

Persistent organic pollutants: impact on the incidence of type 2 diabetes. [AUT.] AGNIESZKA
SWIECICKA-KLAMA, MAGDA KABAJ, KAMIL KLIMAS, ZUZANNA SYCZ. W: 4th
International Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 09-10 October 2020 Wroctaw 2020,
Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0, 5.241-242, bibliogr. 6 poz, 978-83-66489-37-0.

23.

Pneumocystis pneumonia - who should be vigilant?. [AUT.] M[AGDALENA] SZYDLOWICZ,
M[ARTA] KICIA, Z. ZAJACZKOWSKA, Z[UZANNA] SYCZ. W: 4th International Wroclaw
Scientific Meetings. Wroctaw, 09-10 October 2020 Wroctaw 2020, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL
sp. z 0.0, .235-236, bibliogr. 5 poz, 978-83-66489-37-0.

Streszczenia zjazdowe w jez. polskim

Lp.

Opis bibliograficzny

Antyoksydacyjne wlasciwosci ekstraktu z owocow zurawiny wielkoowocowej i jego wplyw na
czynniki wirulencji uropatogennych szczepoéw Escherichia coli (Antioxidant properties of cranberry
fruits extract and its effect on virulence factors of uropathogenic Escherichia coli strains). [AUT.]
D[OROTA] WOINICZ, Z[UZANNA] SYCZ, S[TEFAN] WALKOWSKI, J. GABRIELSKA, A.
WLOCH, A. KUCHARSKA, A. SOKOL-LETOWSKA, A[NDRZEJ] B. HENDRICH. W: XXVII
Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw "Drobnoustroje bez granic". Lublin, 5-8 wrzesnia 2012.
Streszczenia - sesja plakatowa, doniesienia ustne [CD-ROM] Warszawa 2012, Polskie Towarzystwo
Mikrobiologdw, poz.P-VI-217 [sesja plakatowa 07.09/sesja V1].

Wplyw regionu geograficznego i statusu socjoekonomicznego na profil bioaktywnych sktadnikow
mleka kobiecego. [AUT.] ZUZANNA SYCZ. W: Konferencja "Interdyscyplinarno$¢ przysztoscia
nauki". Zieleniec, 10-12 listopada 2017. Ksigga abstraktow, s.42.
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Karmienie piersig w ujeciu historycznym i kulturowym. [AUT.] ZUZANNA SYCZ. W: Konferencja
"Interdyscyplinarno$¢ przyszto$cig nauki". Zieleniec, 13-15 kwietnia 2018. Ksiega abstraktow, s.37.

Aktualny stan wiedzy dotyczacy suplementacji diety matek w okresie laktacji. [AUT.] ZUZANNA
SYCZ. W: Badania i rozw6j Mtodych Naukowcow w Polsce 2018. Materiaty konferencyjne - wiosna :
czg$¢ trzecia - Wroctaw [9.05.2018] Poznan 2018, Mtodzi Naukowcy, s.112 poz.105, 978-83-65917-
76-8.

Antybakteryjne dziatanie skoncentrowanego ekstraktu z owocow zurawiny wielkoowocowej. [AUT.]
ZUZANNA SYCZ. W: Interdyscyplinarno$¢ przysztoscig nauki. Zieleniec, 10-12 listopada 2018.
Ksigga abstraktow, s.66.

Metody badania biofilmoéw bakteryjnych. [AUT.] ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozwéj Mtodych
Naukowcow w Polsce 2018. Materialy konferencyjne - jesien : cz¢$¢ druga - Wroctaw [21.11.2018]
Poznan 2018, Mtodzi Naukowcy, s.55 poz.50, 978-83-66139-75-6.

Antybakteryjne wlasciwosci wyciagu z owocow zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium macrocarpon).
[AUT.] ZUZANNA SYCZ, DOROTA WOJNICZ. W: Sympozjum Naukowe "Zielone Forum".
Wroctaw, 29-30.03.2019. Streszczenia, s.45, 1. Konferencja Naukowa "Probiotyki-ziota-nutraceutyki".
Wroctaw, 30.03.2019. Streszczenia.

Metody eradykacji biofilmow bakteryjnych. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, MONIKA SEPEK. W:
Badania i rozw6j Mtodych Naukowcoéw w Polsce 2019. Materiaty konferencyjne - wiosna : czgs¢
trzecia - Wroctaw [10.04.2019] Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, $.90 poz.83, 978-83-66139-82-4.

Przyczyny nawrotu wola wieloguzkowego tarczycy po zabiegach resekcyjnych gruczotu tarczycowego.
[AUT.] M[ONIKA] SEPEK, Z[UZANNA] SYCZ. W: Badania i rozw6j Miodych Naukowcow w
Polsce 2019. Materiaty konferencyjne - wiosna : cze$¢ trzecia - Wroctaw [10.04.2019] Poznan 2019,
Mtodzi Naukowcy, s.81 poz.73, 978-83-66139-82-4.

10.

Wptyw skoncentrowanego ekstraktu z owocoéw zurawiny wielkoowocowej na btony komoérek
bakteryjnych. [AUT.] ZUZANNA SYCZ. W: Interdyscyplinarno$¢ przysztoscia nauki. Zieleniec, 12-
14 kwietnia 2019. Ksiega abstraktow, s.9.

11.

Biofilm bakteryjny jako powiktanie mezoterapii kwasem hialuronowym. [AUT.] ZUZANNA SYCZ,
JUSTYNA JEZEWSKA. W: III Ogoélnopolska Konferencja dla Mtodych Naukowcow "Wieczor
Naukowca 2019 - Wokot cztowieka". Wroctaw, 23-24 maja 2019 r. Program i streszczenia, s.52-53
poz.6.

12.

Motywacja Polakéw do podjecia aktywnosci fizycznej wedtug badan spotecznych. [AUT.] JUSTYNA
JEZEWSKA, ZUZANNA SYCZ. W: III Ogélnopolska Konferencja dla Mtodych Naukowcow
"Wieczor Naukowca 2019 - Wokoét cztowieka". Wroctaw, 23-24 maja 2019 r. Program i streszczenia,
s.27-28 poz.7.

13.

Medycyna folkloru zrédlem racjonalnej fitoterapii zakazen uktadu moczowego. [AUT.] ZUZANNA
SYCZ. W: Konferencja "Interdyscyplinarno$¢ przysztoscia nauki". Zieleniec, 15-17.11.2019. Ksiega
abstraktow Wroctaw 2019, s.10.

14.

Triterpeny pentacykliczne - dziatanie przeciwbakteryjne. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, MONIKA
SEPEK. W: Badania i rozw6j Mtodych Naukowcoéw w Polsce 2019. Materiaty konferencyjne - jesien :
czg$¢ druga - Wroctaw [20.11.2019] Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.60 poz.56, 978-83-66392-56-4.

15.

Zwiazek miedzy nadczynnos$cig tarczycy a nowotworem tarczycy. [AUT.] MONIKA SEPEK,
ZUZANNA SYCZ. W: Badania i rozw6j Mlodych Naukowcow w Polsce 2019. Materiaty
konferencyjne - jesien : czg$¢ druga - Wroctaw [20.11.2019] Poznan 2019, Mtodzi Naukowcy, s.51
poz.47, 978-83-66392-56-4.

16.

Ziotolecznictwo zakazen uktadu moczowego - wczoraj i dzis. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, MAGDA
KABAJ, KAMIL KLIMAS, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA. W: Ogélnopolska Konferencja
Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS". Nauki interdyscyplinarne. Krakéw 06-07 lutego 2020 r. Ksigzka
abstraktow Krakow 2020, s.55, 978-83-63216-24-5.
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17.

Nowoczesne wskazniki wyréwnania glikemii. [AUT.] MAGDA KABAJ, KAMIL KLIMAS,
AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, ZUZANNA SYCZ. W: Ogélnopolska Konferencja
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18.

Neuropatia jako przewlekle powiktanie cukrzycy. [AUT.] KAMIL KLIMAS, MAGDA KABAJ,
AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, ZUZANNA SYCZ. W: Ogélnopolska Konferencja
Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS". Nauki interdyscyplinarne. Krakow 06-07 lutego 2020 r. Ksigzka
abstraktow Krakow 2020, s.41, 978-83-63216-24-5.

19.

Systemy ciagltego monitorowania glikemii (CGM) w kontroli cukrzycy. [AUT.] AGNIESZKA
SWIECICKA-KLAMA, MAGDA KABAJ, KAMIL KLIMAS, ZUZANNA SYCZ. W: Ogélnopolska
Konferencja Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS". Nauki interdyscyplinarne. Krakow 06-07 lutego
2020 r. Ksigzka abstraktow Krakow 2020, s.58-59, 978-83-63216-24-5.

20.

Remdesivir - czy bedziemy nim leczy¢ COVID-19?. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, KAMIL KLIMAS,
MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA. W: OgéInopolska
Konferencja Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS cz. II". Nauki interdyscyplinarne. Krakéw 03-04

kwietnia 2020 r. Ksigzka abstraktoéw Krakow 2020, 5.92-93, 978-83-63216-26-9.

21.

CELIAKIA - diagnostyka, powiklania i leczenie. [AUT.] KAMIL KLIMAS, AGNIESZKA
SWIECICKA-KLAMA, ZUZANNA SYCZ, MALGORZATA KORZENIOWSKA. W: Ogélnopolska
Konferencja Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS cz. II". Nauki interdyscyplinarne. Krakéw 03-04
kwietnia 2020 r. Ksigzka abstraktoéw Krakow 2020, s.70-71, 978-83-63216-26-9.

22.

COVID-19 u dzieci. [AUT.] MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA SWIECICKA-
KLAMA, ZUZANNA SYCZ, KAMIL KLIMAS. W: Ogélnopolska Konferencja Interdyscyplinarna
pn: "OMNIBUS cz. II". Nauki interdyscyplinarne. Krakow 03-04 kwietnia 2020 r. Ksigzka abstraktow
Krakow 2020, s.72-73, 978-83-63216-26-9.

23.

Cukrzyca w obliczu pandemii koronawirusa. [AUT.] AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, KAMIL

KLIMAS, MALGORZATA KORZENIOWSKA, ZUZANNA SYCZ. W: Ogolnopolska Konferencja

Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS cz. II". Nauki interdyscyplinarne. Krakéw 03-04 kwietnia 2020 r.
Ksiazka abstraktow Krakow 2020, 5.96-97, 978-83-63216-26-9.

24.

Perspektywy opracowania szczepionki przeciwko COVID-19. [AUT.] ZUZANNA SYCZ, KAMIL
KLIMAS, MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA. W:
Ogolnopolska Konferencja Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS cz. III". Nauki interdyscyplinarne.
Krakéw 11-12 czerwcea 2020 r. Ksigzka abstraktow Krakow 2020, s.128-129, 978-83-63216-30-6.

25.

Jak rozpozna¢ i leczy¢ obturacyjny bezdech senny?. [AUT.] KAMIL KLIMAS, ZUZANNA SYCZ,
MALGORZATA KORZENIOWSKA, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA. W: Ogélnopolska
Konferencja Interdyscyplinarna pn: "OMNIBUS cz. III". Nauki interdyscyplinarne. Krakow 11-12
czerwca 2020 r. Ksigzka abstraktow Krakoéw 2020, s.100-101, 978-83-63216-30-6.

26.

Alkohol i jego wplyw na organizm cztowieka. [AUT.] MALGORZATA KORZENIOWSKA, KAMIL

KLIMAS, AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, ZUZANNA SYCZ. W: Ogélnopolska Konferencja
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Ksigzka abstraktow Krakow 2020, s.102-103, 978-83-63216-30-6.

217.

Zesp6t metaboliczny w praktyce klinicznej. [AUT.] AGNIESZKA SWIECICKA-KLAMA, KAMIL
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29. patients). [AUT.] Z[UZANNA] SYCZ, A[GNIESZKA] SWIECICKA-KLAMA. W: I Ogélnopolska
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15. ZALACZNIKI
15.1. Opinia Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB - 182/2019

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, powotana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dziatajaca w trybie przewidzianym rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia
1 Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
0 zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z p6zniejszymi
zmianami ) w sktadzie:

dr hab. Jacek Daroszewski, prof. nadzw. (endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztot Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szczekowa, chirurgia stomatologiczna)
mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygtdd, prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Muller  (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

dr hab. Leszek Szenborn, prof. nadzw (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielegniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojenska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslaskiej Izby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i potoznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dzialalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.

.» Wplyw triterpenow pentacyklicznych na uropatogenne pateczki Gram-ujemne”
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zgloszonym przez mgr Zuzann¢ Ewe Sycz uczestniczke studiow doktoranckich w
Katedrze i Zakladzie Biologii i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
oraz ztozonymi wraz z wnioskiem dokumentami, w tajnym glosowaniu postanowita wyrazi¢
zgode na przeprowadzenie badania w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Parazytologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod nadzorem dr hab. Doroty Wojnicz pod
warunkiem zachowania anonimowos$ci uzyskanych danych.

Uwaga: Badanie to zostato objete ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu z tytutu prowadzonej dziatalnosci:

Pouczenie: W ciagu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwotania do Komisji Odwotawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we

Wroctawiu

Opinia powyzsza dotyczy: projektu badawczego bgdacego podstawg rozprawy doktorskiej

Wroctaw, dnia A2 marca 2019 r.

BW Uniwersytet ny we Wrostawiu

. Jan Komafel
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15.2. Oswiadczenia wspotautorow
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mgr Zuzanna Sycz Wroctaw, 16.08.2022 r.
Katedra i Zaktad Biologii 1 Parazytologii Lekarskiej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

ul. J. Mikulicza-Radeckiego 9, 50-345 Wroctaw

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

e Sycz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Wojnicz, D. Anti-planktonic and anti-biofilm properties of
pentacyclic triterpenes — asiatic acid and ursolic acid as promising antibacterial future
pharmaceuticals. Biomolecules 2022, 12, 98. https://doi.org/10.3390/biom12010098

moéj udziat polegal na: opracowaniu koncepcji artykutu, przegladzie pismiennictwa, zebraniu i

opracowaniu danych literaturowych w formie tabel, przygotowaniu tresci manuskryptu.

Oswiadczam, ze w pracach:

e Sycz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Jezierska-Domaradzka, A.; Wojnicz, D. Are uropathogenic bacteria
living in multispecies biofilm susceptible to active plant ingredient — asiatic acid? Biomolecules
2021, 11, 1754. https://doi.org/10.3390/biom11121754

e Sycz, Z.; Wojnicz, D.; Tichaczek-Goska, D. Does secondary plant metabolite — ursolic acid exhibit
antibacterial activity against uropathogenic Escherichia coli living in single- and multispecies
biofilms? Pharmaceutics 2022, 14, 1691. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14081691

moj udziat polegat na: sformutowaniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji i metodologii badan,

wykonaniu doswiadczen, wykonaniu dokumentacji fotograficznej, analizie statystycznej wynikow,

przygotowaniu tresci manuskryptow, opracowaniu i wizualizacji wynikow, zebraniu pismiennictwa.

Podpis

oy
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https://doi.org/10.3390/biom12010098
https://doi.org/10.3390/biom11121754

dr Dorota Tichaczek-Goska Wroctaw, 16.08.2022 r.
Katedra i Zaktad Biologii 1 Parazytologii Lekarskiej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

ul. J. Mikulicza-Radeckiego 9, 50-345 Wroctaw

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

e Sycz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Wojnicz, D. Anti-planktonic and anti-biofilm properties of
pentacyclic triterpenes — asiatic acid and ursolic acid as promising antibacterial future
pharmaceuticals. Biomolecules 2022, 12, 98. https://doi.org/10.3390/biom12010098

moj udzial polegat na: opracowaniu koncepcji artykutu, edycji tabel 1 przygotowaniu rysunkéw, edycji

tresci 1 ostatecznej akceptacji manuskryptu, opiece promotorskiej i nadzorze merytorycznym nad

realizacja projektu badawczego.

Oswiadczam, ze w pracach:

e Sycz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Jezierska-Domaradzka, A.; Wojnicz, D. Are uropathogenic bacteria
living in multispecies biofilm susceptible to active plant ingredient — asiatic acid? Biomolecules
2021, 11, 1754. https://doi.org/10.3390/biom11121754

e Sycz, Z.; Wojnicz, D.; Tichaczek-Goska, D. Does secondary plant metabolite — ursolic acid exhibit
antibacterial activity against uropathogenic Escherichia coli living in single- and multispecies
biofilms? Pharmaceutics 2022, 14, 1691. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14081691

mdj udziat polegal na: sformutowaniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji i metodologii badan,

wykonaniu dos$wiadczen, opracowaniu 1 wizualizacji wynikow, edycji 1 ostatecznej akceptacji

manuskryptéw, opiece promotorskiej 1 nadzorze merytorycznym nad realizacja projektu badawczego.

Podpis

Borotos Jicha bl - GoskQ


https://doi.org/10.3390/biom12010098
https://doi.org/10.3390/biom11121754

dr hab. Dorota Wojnicz Wroctaw, 16.08.2022 r.
Katedra i Zaklad Biologii i Parazytologii Lekarskiej

Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu

ul. J. Mikulicza-Radeckiego 9, 50-345 Wroclaw

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, Zze w pracy:

e Sycz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Wojnicz, D. Anti-planktonic and anti-biofilm properties of
pentacyclic triterpenes — asiatic acid and ursolic acid as promising antibacterial future
pharmaceuticals. Biomolecules 2022, 12, 98. https://doi.org/10.3390/biom12010098

m6j udziat polegal na: opracowaniu koncepcji artykutu, edycji tabel i przygotowaniu rysunkéw, edycji

treéci i ostatecznej akceptacji manuskryptu, opiece promotorskiej i kierowaniu projektem naukowym

oraz pozyskaniu finansowania publikacji artykutu.

Os$wiadczam, ze w pracach:

e Sycz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Jezierska-Domaradzka, A.; Wojnicz, D. Are uropathogenic bacteria
living in multispecies biofilm susceptible to active plant ingredient — asiatic acid? Biomolecules
2021, /1, 1754. https://doi.org/10.3390/biom11121754

e Sycz, Z.; Wojnicz, D.; Tichaczek-Goska, D. Does secondary plant metabolite — ursolic aclld éxilibit
antibacterial activity against uropathogenic Escherichia coli living in single- and multispecies
biofilms? Pharmaceutics 2022, 14, 1691. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics 14081691

m¢j udzial polegat na: sformutowaniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji i metodologii badan,

wykonaniu do$wiadczefi, opracowaniu i wizualizacji wynikéw, edycji i ostatecznej akceptacii

manuskryptéw, opiece promotorskiej i kierowaniu projektem naukowym oraz pozyskaniu $rodkéw
finansowych na realizacj¢ badan i publikacjg artykutéw.

@omé@m



dr Anna Jezierska-Domaradzka Wroclaw, 16.08.2022 r.
Katedra Biologii 1 Biotechnologii Farmaceutyczne)j

Zaklad Biotechnologii Farmaceutycznej

Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu

ul. Borowska 211, 50-556 Wroclaw

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, Ze w pracy:

o Syecz, Z.; Tichaczek-Goska, D.; Jezierska-Domaradzka, A.; Wojnicz, D. Are uropathogenic
bacteria living in multispecies biofilm susceptible to active plant ingredient — asiatic acid?
Biomolecules 2021, 11, 1754. https://doi.org/10.3390/biom11121754

méj udzial polegat na recenzji i redakcji manuskryptu.

Podpis
fwna }w‘m&@ - drruanadatie.
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