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1. SPIS RYCIN, SCHEMATOW, TABEL | FOTOGRAFII

1.1. SPIS RYCIN

Rycina 1. Etapy powstawania biofilmu rysunek wtasny na podstawie [1]-[3]

Rycina 2. Matrix bioflimu - rysunek wtasny na podstawie [22], [23]

Rycina 3. Proces powstawania biofilmu wielogatunkowego w przebiegu prdchnicy. -
rysunek wtasny na podstawie[4], [5]

Rycina 4. Fotouczulacze zastosowane w badaniach.

Rycina 5. Mechanizm fototerapii - diagram Jabtonskiego. Rysunek wiasny na podstawie
Rycina 6. Ocena tworzenia biofilmu jeddo,dwu i trzygatunkowego przez badane szczepy
Rycina 7. Legenda do metody dotyczgcej antagonizmu

Rycina 8. Wptyw peptyddéw i laseréw na zywotnos¢ komdrek w biofilmie 3 gatunkowym

1.2. SPIS SCHEMATOW

Schemat 1. Wykaz eksperymentéw prowadzonych w ramach niniejszej pracy

1.3. SPIS TABEL

Tabela 1. Czynniki ryzyka kandydozy jamy ustne;j

Tabela 2. Przyktadowe AMPs wyizolowane z roslin, owaddéw, ptazéw- pochodzenie i
aktywnos¢

Tabela 3. Syntetyczne AMP o dziataniu przeciwko patogenom jamy ustne;.

Tabela 4. Barwniki stosowane w leczeniu chordb jamy ustnej

Tabela 5. Szczepy kliniczne zastosowane w pracy.

Tabela 6. Gesto$¢ zawiesiny bakterii i grzybow w skali 0,5 McFarlanda przeliczona na
CFU/mL

Tabela 7. Schemat tworzenia biofilmu w dotkach ptytki titracyjne;.

Tabela 8. Schemat dziatania w badaniu wptywu L. rhamnosus oraz S. mutans na
filamentacje Candida spp.

Tabela. 9. Parametry fototerapii zastosowane w doswiadczeniu

Tabela 10. Parametry czasowo-przestrzenno-energetyczne zastosowane w przypadku obu

laserow.



Tabela 11 Analiza biomasy biofilmu (24h i 48h) badana testem z fioletem krystalicznym
wobec wszystkich szczepdw — (zakresy wartosci- najmniejsza i najwieksza wartosé
ekstynkcji obejmujaca wszystkie Candida sp.)

Tabela 12 Analiza zywotnosci biofilmu (24h) badana testem z MTT wobec szczepdow
Candida-Streptococcus-Lactobacillus

Tabela 13. Wykaz szczepdw uzywanych do dalszych badan

Tabela 14. Analiza biomasy biofilmu badana testem z fioletem krystalicznym wobec
szczepodw Candida spp.

Tabela 15. Analiza biomasy biofilmu badana testem z fioletem krystalicznym wobec
szczepOw L. rhamnosus i S. mutans

Tabela 16. Analiza zywotnosci biofilmu badana testem z MTT wobec szczepéw Candida
spp.

Tabela 17. Analiza zywotnosci biofilmu badana testem z MTT wobec szczepéw L.
rhamnosus i S. mutans.

Tabela 18. Srednie wartosci jednostek tworzacych kolonie dla biofiliméw jedo, dwu i
trzygatunkowych.

Tabela 19. Wartosci pH dla 1, 2 i 3 gatunkowych biofilmdéw z gatunkiem Candida spp. w
czasie poczatkowym, po 24 i 48 godzinach po utworzeniu biofilmow.

Tabela 20. Wartosci pH dla jednogatunkowych biofilmdéw L. rhamnosus i S. mutans dla
czasow (T0,T24 i T48)

Tabela 21. Morfologia C. albicans i C. dubliniensis w kontakcie z hodowlg S. mutans/ L.
rhamnosus i ich filtratami (supernatantami).

Tabela 22. Poziom EPS w biofilmach w pordéwnaniu do szczepu S. epidermidis(*SE)
produkujgcego w bardzo dobrym stopniu EPS.

Tabela 23. Dziatanie antagonistyczne L. rhamnosus (szczepy kliniczne) wobec C. albicans
(szczepy kliniczne) i L. rhamnosus (ATCC 9695) wobec C. albicans (ATCC 90028) i C.
dubliniensis (MYA 646)

Tabela 24. Dziatanie antagonistyczne Lactobacillus rhamnosus (szczepy kliniczne) wobec S.
mutans (1-szczep kliniczny) i L. rhamnosus (ATCC 9695) S. mutans (ATCC 25175)

Tabela 25. Wartosci MIC, MBEC peptydow wobec badanych szczepdw pojedynczych

gatunkdéw Streptococcus mutans.



Tabela 26. Wartosci MIC, MBEC peptydow wobec badanych szczepdw pojedynczych
gatunkéw Candida spp.

Tabela 27. Wartosci MIC, MBEC peptydow wobec badanych szczepdw pojedynczych
gatunkdéw Lactobacillus rhamnosus

Tabela 28. Wartosci MIC, MBEC wobec biofilméw Candida-Streptococcus.

Tabela 29. Wartosci MIC, MBEC wobec biofilméw Candida-Streptococcus-Lactobacillus.
Tabela 30. Procent eradykacji biofilmu jednogatunkowego (Candida spp., S. mutans) pod
wptywem stezern MIC i MBEC w metodzie z fioletem krystalicznym (wartosci srednie).
Tabela 31. Procent eradykacji biofilmu dwugatunkowego pod wptywem stezen MIC i
MBEC w metodzie z fioletem krystalicznym (wartosci srednie).

Tabela 32. Procent eradykacji biofilmu trzygatunkowego pod wptywem stezern MIC i MBEC
w metodzie z fioletem krystalicznym (wartosci srednie).

Tabela 33. Procent eradykacji jednogatunkowego biofilmu dojrzatego pod wptywem
stezenn MIC i MBEC peptydow — metoda CFU/mL (wartosci srednie).

Tabela 34. Procent eradykacji dwugatunkowego biofilmu dojrzatego pod wptywem stezen
MIC i MBEC peptyddw- oznaczenia wartosci jednostek tworzgcych kolonie (CFU/mL)
(wartosc¢ $rednia).

Tabela 35. Procent eradykacji trzygatunkowego biofilmu dojrzatego pod wptywem stezen
MIC i MBEC peptyddéw - oznaczenia wartosci jednostek tworzacych kolonie (CFU/mL)
(wartosc¢ Srednia

Tabela 36. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 24h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikéw P (barwnik TBO); L(laser), P+L(fototerapia) - laser Lasotronix

Tabela 37. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 48h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikéw P (barwnik TBO); L(laser), P+L(fototerapia) - laser Lasotronix

Tabela 38. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 24h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikéw P (barwnik BM); L(laser), P+L(fototerapia) - laser MMO DUO

Tabela 39. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 48h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikéw P (barwnik BM); L(laser), P+L(fototerapia) - laser MMO DUO

Tabela 40. Wptyw laseroterapii i fototerapii (laser Smart M LASOTRONIX, MMO LASER
DUO) na biofilm pojedynczy Streptococcus mutans (% redukcji-wartosci Srednie)

Tabela 41. Wptyw laseroterapii i fototerapii (laser Smart M LASOTRONIX, MMO LASER

DUO) na biofilm pojedynczy Candida spp. i (% redukcji-wartosci srednie)
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Tabela 42. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera Smart M LASOTRONIX na
dwugatunkowy biofilm Candida-Streptococcus (% redukcji-wartosci srednie).Wers
pierwszy wskazuje wartosci dotyczgce Candida spp., wers drugi S. mutans

Tabela 43. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera MMO LASER DUO na
dwugatunkowy biofilm Candida-Streptococcus (% redukcji-wartosci srednie).Wers
pierwszy wskazuje wartosci dotyczgce Candida spp., wers drugi S. mutans

Tabela 44. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera Smart M LASOTRONIX na
trzygatunkowy biofilm  Candida-Streptococcus-Lactobacillus (% redukcji-wartosci
Srednie).Wers pierwszy wskazuje wartosci dotyczgce Candida spp., wers drugi S. mutans,
wers trzeci-wartosci dotyczace L. rhamnosus.

Tabela 45. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera MMO LASER DUO na
trzygatunkowy biofilm  Candida-Streptococcus-Lactobacillus (% redukcji-wartosci
srednie).Wers pierwszy wskazuje wartosci dotyczgce Candida spp., wers drugi S. mutans,

wers trzeci-wartosci dotyczace L. rhamnosus.

1.4. SPIS FOTOGRAFII

Fotografia 1. 48 h ptytka nazebna - wizualizacja tabletkami GUM RED-COTE (SUNSTAR,
Japonia), zdjecie wtasne.

Fotografia 2. Laser Smart M LASOTRONIX i MMO LASER DUO

Fotografia 3. Dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec szczepdéw Candida wyrazone
w stopniach (-) do (+-+++)

Fotografia 4. Lasery w czasie pracy: a Laser Smart M LASOTRONIX b. Laser MMO LASER
DUO.

Fotografia 5. Przyktadowa wizualizacja wynikéw badan z tabeli 12, 13 -metoda z fioletem
po elucji alkoholem (biofilm 48godzinny)

Fotografia 6. Przyktadowa wizualizacja wynikéw badan z tabeli 13, 14 -metoda z MTT po
elucji izopropanolem (biofilm 48godzinny).

Fotografia 7. Kolonie bakterii, grzybow w biofilmie (2 i 3 gatunkowym) na BHI Agar.
Fotografia 8. Morfologia Candida dubliniensis (4) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (2) (interakcja komérkowa); D. S.

mutans (2) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x 400
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Fotografia 9. Morfologia Candida dubliniensis (4) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.MRS bulion( grupa kontrolna); C. L. rhamnosus (44) (interakcja komdrkowa);
D. L. rhamnosus (44) (interakcja z supernatantem).Powiekszenie x 400.

Fotografia 10. Morfologia Candida dubliniensis (MYA 646) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja
komoérkowa); D. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja z supernatantem).Powiekszenie x 400
Fotografia 11. Morfologia Candida dubliniensis (MYA 646) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.MRS bulion( grupa kontrolna); C. L. rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja
komoérkowa); D. L. rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x
400

Fotografia 12. Morfologia Candida albicans (11) po kontakcie z:. A. NaCl (grupa kontrolna);
B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (2) (interakcja komérkowa); D. S. mutans (2)
(interakcja z supernatantem). Powiekszenie x 400.

Fotografia 13. Morfologia Candida albicans (11) po kontakcie z: A. NaCl (grupa kontrolna);
B. MRS bulion( grupa kontrolna); C. L. rhamnosus (46) (interakcja komérkowa); D. L.
rhamnosus (46) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x 400.

Fotografia 14. Morfologia Candida albicans (ATCC 90028) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja
komodrkowa); D. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x
400.

Fotografia 15. Morfologia Candida albicans (ATCC 90028) po kontakcie z:. A. NaCl (grupa
kontrolna); B.MRS bulion( grupa kontrolna); C. L.rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja
komodrkowa); D. L.rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x
400.

Fotografia 16. Czas wnikania barwnika TBO do komodrek planktonicznych Candida
.Powiekszenie x 400

Fotografia 17. Czas wnikania/wchtaniania barwnika BM do komérek planktonicznych
Candida .Powiekszenie x 400

Fotografia 18. Czas wnikania barwnika TBO do komdrek planktonicznych Candida i
Streptococcus. Powiekszenie x 400

Fotografia 19. Czas wnikania barwnika BM do komodrek planktonicznych Candida-

Streptococcus. Powiekszenie x 400

12



Fotografia 20. Czas wnikania barwnika TBO do komodrek planktonicznych Candida-
Streptococcus-Lactobacillus. Powiekszenie x 400

Fotografia 21. Czas wnikania barwnika BM do komodrek planktonicznych Candida-
Streptococcus-Lactobacillus. Powiekszenie x 400

Fotografia 23. Wptyw dziatania lasera (1,5min) LASOTRONIX i MMO DUO na 24 godzinny 3
gatunkowy biofilm C. albicans (szczep 11)-S. mutans (szczep 2)- L. rhamnosus (szczep 46).
Zywe komorki ( SYTO 9, zielony) oraz martwe komérki (jodek propidyny-czerwony).Scale
bar 25um

Fotografia 24. Wptyw dziatania peptydu Pal-KKKK-NH, MIC 64ug/ml i Pal-CKKKKC-NH, MIC
8ug/ml na 24 godzinny 3 gatunkowy biofilm C. albicans (szczep 11)-S. mutans (szczep 2)- L.
rhamnosus (szczep 46). Zywe komorki ( SYTO 9, zielony) oraz martwe komorki (jodek

propidyny-czerwony).Scale bar 25um
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2. WYKAZ SKROTOW

AIDS - (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome)- zespét nabytego uposledzenia
odpornosci

ALS- u Candida albicans-geny kodujace glikoproteiny na powierzchni komorki

AMPs — (ang. Antimicrobial peptides)-przeciwdrobnoustrojowe peptydy

ATCC - (ang. American Type Culture Collection) — Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych
aPDT- terapia fotodynamiczna

BHI - (ang. Brain Heart Infusion medium) —podtoze mdézgowo-sercowe bogate w skfadniki
odzywcze,

BM - btekit metylenowy
CAN - Candida albicans

CFU - (ang. colony-forming unit) — jednostka tworzgca kolonie
CLSM-(ang. confocal laser scanning microscopy-

CLSI - (ang. The Clinical and Laboratory Standards Institute) —Instytut Norm Klinicznych i
Laboratoryjnych

CO; - dwutlenek wegla

CR - (ang Congo Red)-czerwien Congo

CUR- kurkumina

DNA - ( ang. deoxyribonucleic acid) - kwas dezoksyrybonukleinowy

eHOMD-Human Oral Microbiome Database- internetowa baza wiedzy o mikrobiomie jamy
ustnej

ELISA -(ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - test immunoenzymatyczny,

EPS - (ang. Extracellular Polymeric Substances) - zewngtrzkomdrkowe substancje
polimerowe

eDNA - (ang. extracellular DNA) - zewnatrzkomérkowe DNA

ECC - (ang. early childhood caries)- prochnica wczesnodziecieca

EUCAST - (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) — Europejski
Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci

ER - erytrozyna

FBS - (ang.fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca

FK - fiolet krystaliczny
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Gbp - (ang. glucan-binding protein)- biatko wigzgce glukan

Gtfs - glukotransferazy wystepujace u S. mutans

gtfB- typ glukotranseraz wystepujace u S. mutans

gtfC - typ glukotranseraz wystepujace u S. mutans

hBD - B defensywa- peptyd

HCI - kwas solny

HIV - (ang. Human Immunodeficiency Virus)- ludzki wirus uposledzenia odpornosci
HNP - a defensywa-peptyd

H,0; - nadtlenek wodoru

LAC- Lactobacillus spp.

LED — (ang.Light Emitting Diode) - dioda elektroluminescencyjna emitujaca Swiatto
LPS — lipopolisacharyd

Lu- Lutet-pierwiastek chemiczny

MTT- bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu,

MIC - (minimal inhibitory concentration) - minimalne stezenie hamujgce

MRS (de Man, Rogosa i Sharpe)—pozywka do wykrywania, namnazania i oznaczania
bakterii fermentacjimlekowej,

MBEC — (ang. minimum biofilm eradication concentration) - minimalne stezenie
eradykujgce biofilm

MIC — (ang. minimum inhibitory concentration) - minimalne stezenie hamujace
MALDI — (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization) - desorpcja laserowa z
udziatem matrycy

MS — (ang. mass spectrometry) - spektrometria masowa

NaCl - chlorek sodu

NaOH - wodorotlenek sodu

PACT-Photodynamic Antimicrobial Chemiotherapy

PAD - (ang.PhotoActivated Disinfection)- fotoaktywna dezynfekcja

Pd - pallad-pierwiastek chemiczny

PDI - (ang.Photodynamic Inactivation)- inaktywacja fotodynamiczna

PDT / PHT - (ang. Photodynamic therapy) - terapia fotodynamiczna,
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PS - (ang. Photosensitizer)- fotouczulacz,

RB - réz bengalski

RNA - (ang. Ribonucleic acid )- kwasy nukleinowe

ROS — (ang.reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu

RPM — (ang. revolutions per minute)U — obroty na minute

RZS- reumatolidalne zapalenie stawodw

S. sanguis - Streptococcus sanguis

Sap - saponina

SLE- (ang. systemic lupus erythematosus)- toczert rumieniowaty uktadowy
SM- Streptococcus mutans

SS-(tac. syndroma Sjogreni)- pierwotny zespot Sjogrena

TBO- btekit toluidyny orto

TSB - (Triptic Soy Broth) - bulion tryptonowo sojowy

QS - Quorum Sensing-quorum signaling- sposéb porozumiewania sie bakterii

Zn- cynk- pierwiastek chemiczny
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3. WSTEP

3.1. MIKROBIOM JAMY USTNEJ

Badania mikrobiomu ludzkiego wykazaty, ze kazdy organizm jest skolonizowany przez
roznorodne mikroorganizmy [6], [7]. Do mikrobiomu zaliczamy mikroorganizmy
komensalne i symbiotyczne wystepujgce we wszystkich uktadach cztowieka. Joshua
Lederberg nazwat mikrobiom jako zbiorowy genom wszystkich drobnoustrojéw
komensalnych, symbiotycznych i chorobotwérczych obecnych w organizmie cztowieka [8].
Mikrobiom jamy ustnej sktada sie z rdznorodnych grup drobnoustrojow: bakterii,
archeonéw, grzybéw, mykoplazm, pierwotniakdéw a takze wiruséw. Drobnoustroje zyjg w
harmonii miedzy sobg na powierzchni zebdw, w bruzdach dzigstowych, na jezyku,
policzkach, podniebieniu twardym i miekkim oraz migdatkach [7],[8],[9].

Mikrobiota jamy ustnej cztowieka sktada sie z ponad 700 réznych gatunkow bakterii, z
ktérych ponad 100 wystepuje u kazdego osobnika [6], [7]. U wiekszosci badanych osdb
wystepujg bakterie z rodzajéw: Streptococcus, Prevotella, Veilonella, Neisseria,
Actinomyces, Heamophilus, Rothia, Porphyromonas, Fusobacterium, Scardovia,
Lactobacterium, Haemophilus, Parascardovia i Alloscardovia [8][9]. Obecnie jedng z
najwazniejszych baz danych na temat mikrobiomu jamy ustnej cztowieka jest baza danych
mikrobiomu jamy ustnej (eHOMD-Human Oral Microbiome Database) [8]—[10].
Kolonizacja jamy ustnej zaczyna sie bezposrednio po urodzeniu. Jako pierwsze jame ustng
zasiedlajg Streptococcus salivarius, S. mitis i S. oralis. W okresie nastepnych kilku miesiecy
pojawiajg sie Gram-ujemne bakterie beztlenowe: Fusobacterium nucleatum, Prevotella
melaninogenica i Veillonella spp. W mtodym wieku dorostym mikrobiota jamy ustnej
cztfowieka staje sie bardzo stabilna i jest reprezentowana przez bakterie z rodzaju
Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema,
Neisseria, Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella,
Leptotrichia, Peptostreptococcus i Propionibacterium [8], [11]. U osdb w starszym wieku
po utracie zebdw, bakterie kolonizujgce jame ustng podobne sg do tych z dziecinstwa,
przed pojawieniem sie zebéw mlecznych [12].

Wiekszos¢ bakterii pomaga promowac zdrowe srodowisko jamy ustnej, stymulujgc uktad

odpornosciowy i zapobiegajgc inwazji gatunkdow chorobotwérczych [6].
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Na sktad ludzkiej mikrobioty wptywa wiele czynnikdw. Mozna je podzieli¢ na endogenne i
egzogenne. Te pierwsze zwigzane sg z cztowiekiem : przeptyw i pH sliny, zaburzenia ukfadu
odpornosciowego gospodarza, cigza, stosowanie antybiotykoterapii. Czynniki egzogenne
zwigzane ze srodowiskiem, w ktérym Zzyje oraz stylem zycia: rodzaj stosowanej diety,
palenie tytoniu, spozywanie alkoholu, poziom higieny jamy ustnej, status spoteczno-
ekonomiczny [13].

Mikrobiom jamy ustnej w stanie homeostazy chroni przed patogennami. W momencie
jego dysbiozy- mikrobiom i czgsteczki zapalne mogg dostawaé sie do krwioobiegu lub
przemiescic¢ sie uktadem pokarmowym i infekowa¢ narzady ogélnoustrojowe [10].
Dysbioza mikrobiomu jamy ustnej odgrywa znaczacg role w chorobach
autoimmunologicznych, takich jak reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS), toczen
rumieniowaty uktadowy (SLE) i pierwotny zespdt Sjogrena (SS). Obcigzenie patogenami
przyzebia zostato powigzane z ostrym zespotem wiedicowym, miazdzycy. Streptococcus
sanguinis przemieszcza sie z jamy ustnej do ludzkiego krwioobiegu, kolonizuje sSrédbtonek
serca i jest czynnikiem ryzyka infekcyjnego zapalenia wsierdzia a takze choréb ukfadu

nerwowego (choroba Alzheimera) [10] [14], [15], [16].

3.2. BIOFILM WIELOGATUNKOWY JAMY USTNEJ
3.2.1. Plytka nazebna jako przykiad naturalnego biofilmu

Ptytka nazebna jest wielogatunkowym, naturalnym biofilmem (Fot.1.). Pierwszy raz
zbadana 360 lat temu (1663 rok) przez Antonie Van Leeuwenhoek, ktéry zeskrobat ptytke
nazebng z witasnych zebdéw i obserwowat w swoich samodzielnie wykonanych
mikroskopach. Van  Leeuwenhoek dokonat wainego pierwszego odkrycia

mikroorganizmow - to co wtedy zobaczyt, uwazat za ,mate zwierzeta” [17], [18].
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Fotografia 1. 48 h ptytka nazebna - wizualizacja tabletkami GUM RED-COTE (SUNSTAR,
Japonia), zdjecie wtasne.

Ptytka chroni przed patogenami wnikajgcymi z zewnatrz, przy prawidtowym przeptywie
sliny i odpowiedniej higienie jamy ustnej. Gdy te czynniki zostajg zaburzone ptytka
nazebna rozrastajgc sie zaburza normalny przeptyw sliny co przyczynia sie do kolonizacji
patogennych mikroorganizmoéw i w konsekwencji do tworzenia biofilmu zwigzanego z

chorobami jamy ustnej jak i ogdlnoustrojowymi [12], [19].

3.2.2. Etapy tworzenia biofilmu- pltytki nazebnej w jamie ustnej

Rozwdj ptytki nazebnej jest procesem kilkuetapowym z udziatem wielu gatunkéw
drobnoustrojow, ktére majg przypisane okreslone funkcje [20]. Tworzenie sie ptytki

nazebnej obejmuje 5 etapdw (Ryc. 1.) [21]:

. Tworzenie sie btonki nabyte;j

Koagregacja bakterii komensalnych i chorobotwérczych

1
2
3. Proliferacja- namnazanie i wzrost mikroorganizmow w biofilmie
4. Dojrzewanie biofilmu

5

Dyspersja komadrek z biofilmu
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Rycina 1. Etapy powstawania biofilmu rysunek wfasny na podstawie [1]-[3].

Pierwszym etapem tworzenia biofilmu jest przyleganie wolno zyjgcych drobnoustrojow do
powierzchni zeba i pokrycie go btonka nabytg (pellicule). Btonka slinowa poczgtkowo
grubosci 1um, to przezroczysty szary lub brunatny biofilm pochodzenia $linowego. Tworzy
sie kilka minut po wyszczotkowaniu zebdw, zaréwno na powierzchni zebéw naturalnych
jak i sztucznych. Proces ten przebiega bez udziatu bakterii. Blonka slinowa sktada sie z
glikoprotein sliny, biatek, mukopolisacharydéw sliny, skfadnikéw ptynu dzigstowego,
enzymow (amylaza), oraz receptoréw dla adhezyn bakteryjnych. Osigga grubos¢ 0-10 um.
Moze wnika¢ do szkliwa zeba na gtebokos¢ kilku mikronéw. Dziata ochraniajgco - stanowi
ochrone przed erozjg zeba ale tez stanowi punkt wyjscia bakteryjnej ptytki nazebnej
[19],[22].

Adhezja mikroorganizméw bytujgcych w jamie ustnej jest procesem przebiegajgcym w
sposéb powtarzalny. W dzieki prostym wigzaniom chemicznym (sitom van der Waalsa,
sitom elektrostatycznym i elektronowym Lewisa), sitom grawitacyjnym i napiecia
powierzchniowego - drobnoustroje zaczynajg przylegaé do powierzchni btonki. ,Wczesni
kolonizatorzy” adherujg do ostonki nabytej za pomocg specyficznych mechanizméw
receptor-adhezyna. Sg to gtéwnie bakterie z rodzaju Streptococcus, Eikenella,

Streptococcus, Neiseria, Haemophilus, Prevotella, Capnocytophaga, Propionibacterium,
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Veillonella. Kiedy bakterie pionierskie, przede wszystkim Streptococcus mutans, zaczna
wydziela¢ polimery biatkowo-cukrowe do otoczenia - dochodzi do adhezji nieodwracalnej,
gdzie komoérki bakterii przylegaja scisle do btonki nabytej i wzajemnie do siebie. W adhezji
specyficznej istotng role odgrywajg niektére struktury powierzchniowe komodrek
bakteryjnych, a zwtaszcza fimbrie. Na fimbriach wystepuja grupy hydrofobowe, dzieki
ktorym bakterie tatwiej pokonujg sity odpychania pomiedzy ujemnie natadowanymi
komodrkami gospodarza i powierzchnig drobnoustroju, co oznacza, ze mikroorganizmy
posiadajgce fimbrie znacznie szybciej przylegajg. Kluczowe znaczenie w tworzeniu
struktury biofilmu przypisuje sie wielocukrom zewngtrzkomdérkowym, zawierajgcym m.in.
mannoze i reszty glikozydowe, ktére uwalniane do otoczenia wchodzg w sktad sluzu.
»,POZni kolonizatorzy” rozpoznaja na powierzchni bakterii pionierskich polisacharydy i
biatka receptorowe i przytaczajg sie do nich tworzac koagregaty. Zdolnosci takie przypisuje
sie bakteriom =z rodzaju Eubacterium, Actinomyces, Prevotella, Porphyromonas,
Fusobacterium. P&ini kolonizatorzy moga nie faczy¢ sie bezposrednio z wczesnymi
kolonizujgcymi gatunkami, ale mogg przytgczaé sie do Fusobacterium nucleatum, ktéra
wedtug doniesien jest w stanie koagregowaé zaréwno z poznymi, jak i wczesnymi
kolonizatorami twardych tkanek zeba [12], [13], [18], [23].

Po etapie adhezji rozpoczyna sie namnazanie drobnoustrojéw oraz ich réznicowanie.
Tworzenie warstw drobnoustrojow w biofilmie ptytki nazebnej jest procesem
dynamicznym. Akumulacja zachodzi dzieki proliferacji komodrkowej, adhezji miedzy
komodrkami drobnoustrojéw i wydzielaniem przez nie zewngtrzkomoérkowego S$luzu
(synteza macierzy EPS). Pod wptywem $luzu bakterie zaczynajg zlepiaé sie miedzy sobg. W
dalszym etapie $luz zaczyna pokrywaé rowniez zaadherowane komorki, na ktérych
powstaje wielokomdrkowa, wielowarstwowa rozbudowana struktura 3D, do ktérej
przytgczajg sie nowi rezydenci [24], [25].

Dojrzewanie biofilmu przez czgsteczki sygnatowe powoduje zmiany strukturalne, a takze
wiele zmian w ekspresji gendw kodujgcych rézne czynniki wirulentne. Zmiany te obejmuja
utrate ruchliwosci komédrkowej poprzez ekspresje fenotypow wolnych od wici,
zmniejszenie syntezy proteazy i fosfolipazy C, zmniejszenie syntezy i uwalniania toksyn
oraz wytwarzanie podobnego do S$luzu polisacharydu, aby lepiej dostosowaé sie do
mikrosrodowiska biofilmu. Komorki obecne w biofilmie to: komérki martwe, komaorki w

stanie uspienia, komérki o metabolizmie beztlenowym jak i komodrki o metabolizmie
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tlenowym. Zmniejsza sie liczba bakterii nalezagca do wczesnych kolonizatoréw (m.in.
Streptococcus spp.) na poczet pdinych kolonizatoréow (bakterie z rodzaju Actinomyces,
Corynebacterium). Ptytka nazebna potrzebuje kilku tygodni, zeby “dojrzata”, czyli ustalita
sie w niej réwnowaga gatunkowa [12], [24].

Kiedy biofilm staje sie dojrzaty i osigga krytyczng dla siebie wielkos¢, nastepuje oddzielenie
i przemieszczanie sie do srodowiska catych jego fragmentéw lub bakterii uwolnionych z
jego gtebszych warstw (dyspersja). Brak sktadnikow pokarmowych, utrudniony ich
przeptyw a takze silna konkurencja w strukturze biofilmu powodujg poszukiwanie bardziej
korzystnych nisz. Stale uwalniajgce sie komoérki w postaci planktonowe] przemieszczajg sie
np. ze strumieniem krwi, co moze by¢ podstawg tworzenia ognisk zakazenia w odlegtych

tkankach [12].

3.2.3. Skiad biofilmu

Biofilm jest ztozonym zintegrowanym agregatem komorek bakteryjnych i grzybiczych
otoczony matrycg (matrix) uwodnionych zewngatrzkomdérkowych substancji polimerowych
(EPS). Matrix EPS sktada sie z polisacharyddw (40—-95%) (glukany i fruktany) pochodzacych
z metabolizmu mikroorganizméw, biatek (1-60%), lipidow (1-40%), kwasow nukleinowych
(pozakomoérkowe (eDNA) i RNA) (<1%), lipoprotein, enzyméw i sktadnikéw
nieorganicznych (wapn, fosfor). Zazwyczaj 2-35% objetosci biofilmu sktada sie z
mikroorganizméw , podczas gdy matryca stanowi okoto 90% catkowitej masy biofilmu

(Ryc. 2.) [17], [24].
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Rycina 2. Matrix bioflimu- rysunek wtasny na podstawie [22], [23].

Egzopolisacharyd (EPS) posredniczy w migracji i kolonizacji, wymianie genéw. Chroni
drobnoustroje przed czynnikami takimi jak mechaniczne usuwanie, odpornos¢
gospodarza, kationy metali, utlenianie i $Srodki przeciwdrobnoustrojowe [17].

Skfad biofilmu rézni sie w zaleznosci od umiejscowienia (biofilm pod- i naddzigstowy).
Ptytke naddzigstowag tworza paciorkowce Gram-dodatnie np. S. mutans, Streptococcus
salivarius, bakterie z rodzaju Lactobacillus, Actinomyces, @ Campylobacter,
Corynebacterium, Fusobacterium, Granulicatella, Neisseria, Prevotella, Veillonella.
Powierzchnia poddzigstowa to miejsce gdzie nie ma sliny, ale obecny jest ptyn szczelinowy
dzigstowy- bogaty w biatka i glikoproteiny. W ptytce poddzigstowej dominujg bakterie
proteolityczne i anaerobowe G (-), gtéwnie bakterie z rodzaju Prevotella, Porphyromonas,

Fusobacterium [7], [19].

3.2.4. Interakcje w biofilmie

Bliski kontakt drobnoustrojéw w biofilmie jamy ustnej umozliwia zaréwno synergistyczne
(wspotpraca), jak i antagonistyczne (konkurencja) interakcje, ktére wptywajg na gestosc
bakterii w dojrzatej ptytce [26], [27].

Przyktadem oddziatywania synergistycznego jest np. komunikacja metaboliczna, gdzie
produkt metabolizmu jednego gatunku jest wykorzystywany jako pierwotne zrédto energii

przez gatunek partnerski. Paciorkowce Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis,
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Streptococcus oralis i Streptococcus sanguinis, moga bezposrednio oddziatywa¢ z C.
albicans. Wykazano, ze S. oralis i C. albicans razem tworzg silniejsze biofilmy, niz kazdy z
tych mikroorganizméw osobno. Zauwazono wzmocnienie inwazyjnosci C. albicans oraz
promowanie rozrostu biomasy bakteryjnej w obecnosci S. mutans [26], [28]. A. naeslundii i
A. viscosus wptywajg zaréwno na obecnos¢ w biofilmie gatunku Candida spp. jak i S.
mutans. W przypadku tych pierwszych metabolity produkowane przez gatunki
Actinomyces spp. jesli sg wydzielane w duzych stezeniach wptywajg na komérki Candida
spp. spowalniajgc ich wzrost. Natomiast jesli Actinomyces spp. jest blisko zwigzana z S.
oralis wéwczas dochodzi do koagregacji. W strukturze biofilmu moze nastgpi¢ wzajemne
oddziatywanie w formie ostabienia zjadliwos$ci. Ma to miejsce w przypadku Fusobactreium
nucleatum, ktéry hamuje tworzenie strzepek u grzybéw z rodzaju Candida, natomiast
grzyby ostabiajg odpowiedZz makrofagéow indukowanych przez F. nucleatum. Bedacy
czynnikiem sprawczym w chorobach przyzebia - Aggregatibacter actinomycetemcomitans
hamuje filamentacje C. albicans. Natomiast C. albicans wzmacnia zjadliwos¢ P. gingivalis-
innego gatunku odpowiedzialnego za paradontoze [12]. Podczas gdy produkcja kwasu
mlekowego przez S. mutans hamuje wzrost wielu wrazliwych na kwas komensali
doustnych, kwas mlekowy stuzy jako zrédto wegla dla Veillonella spp. Uwaza sie, ze dzieki
temu, Veillonella nie dopuszcza w biofilmie do bardzo niskich wartosci pH, w ktérych
nawet odporny S. mutans, mégtby nie przetrwac [29].

Paciorkowce Grupy Mitis: Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii
i Streptococcus sangunis mogg oddziatywaé synergistycznie z wtdknami strzepek C.
albicans, zapewniajac fizyczne i metaboliczne interakcje poprzez ekspozycje specyficznych
miejsc adhezji i wydalanie mleczanu, ktdry stuzy jako zrédto wegla dla wzrostu drozdzy. Z
drugiej strony C. albicans moze dostarczaé bakteriom czynnikdw stymulujgcych wzrost,
wynikajgcych z metabolizmu skfadnikéw pokarmowych grzybdéw oraz obnizajg cisnienie
tlenu do poziomu preferowanego przez paciorkowce [30].

W reakcjach konkurencji biorg udziat bakteriocyny, kwasy organiczne, nadtlenek wodoru a
takze rézinego rodzaju enzymy [13], [31]. Bakteriocyny (mutacyny) wytwarzane przez S.
mutans i S. salivarius, hamujg wzrost innych gatunkdéw bakterii obecnych w jamie ustne;.
Bakteriocyny to biatka o dziataniu antagonistycznym w stosunku do blisko spokrewnionych
gatunkéw. Mutacyny nie tylko powodujg zahamowanie wzrostu mikroorganizmow

obecnych w biofilmie, ale mogg réwniez uczestniczy¢é w mechanizmie kompetencji
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genetycznych. S. mutans moze uzyskiwaé DNA od blisko spokrewnionych gatunkéw, w tym
S. gordonii [29].

Wytwarzany nadtlenek wodoru przez paciorkowce: S.sanguinis, S. gordonii moze miec
znaczenie podczas tworzenia ptytki nazebnej poddzigstowej, poniewaz H,0, ogranicza
rozwoj bakterii beztlenowych (np. Porphyromonas gingivalis) [29] a takze moze by¢ silnie
hamujacym dla S. mutans. [4], [32], [33].

Transfer DNA i rekombinacja genetyczna miedzy wieloma gatunkami drobnoustrojéw w
biofilmie zachodza, bez bezposredniego kontaktu komodrka-komorka, przez macierz
zewnatrzkomodrkowa. W taki sposdb obywa sie m.in przenoszenie gendw opornosci na
antybiotyki [29].

Quorum sensing (QS) to proces komunikacji komédrka-komédrka, ktéry reguluje wiele
funkgcji fizjologicznych i biochemicznych. Opiera sie na interakcjach miedzy czgsteczkami
chemicznymi -autoinduktorami i ich receptorami. Do strukturalnych czasteczek
sygnatowych QS bakterii nalezg peptydy autoindukcyjne (AIP), autoinduktor-1 (Al-1) oraz
autoinduktor-2 (Al-2). Ten ostatni wptywa na ekspresje gtfB i gtfC. Al-2 reguluje m.in.
tworzenie biofilmu, tolerancje stresu oksydacyjnego lub stresu wywotanego zakwaszeniem
Srodowiska oraz ekspresje czynnikdw wirulencji w odpowiedzi na wzrost zageszczenia
bakterii w srodowisku lokalnym, np. produkcja bakteriocyn [29], [34]. QS kontroluje i
utatwia tworzenie biofilmu u wielu gatunkéw bakterii i grzybédw, powodujgc wytwarzanie
czynnikdw wirulencji oraz opornosci na antybiotyki. Mikroorganizmy wykorzystuja QS do
regulacji gestosci zaludnienia w celu optymalizacji produkcji metabolicznej [29].

Biofilmy s jednym z najwazniejszych zagrozen dla zdrowia, powodujac prawie 80%
opornych na leczenie zakazen szpitalnych. Zakazenia zwigzane z biofilmem mozna
podzieli¢ na infekcje zwigzane z urzadzeniami (protezy) i tkankami (préchnica, grzybica)

[12].

3.3. ETIOLOGIA PROCHNICY ZEBOW

Nieusunieta ptytka bakteryjna przyczynia sie znacznie do powstania prochnicy zebdw.
Zawarte w niej bakterie, podczas statej lub okresowe] podazy cukréw wytwarzajac kwas,

powodujg spadek pH i w rezultacie demineralizacje szkliwa zebow [19].
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Préchnica zebdw jest najbardziej rozpowszechniong chorobg narzadu zucia. Istniejg 3
okresy najwiekszej aktywnosci prochnicy: 4-8 lat (dla uzebienia mlecznego), 11-18 lat
(korony zebdéw statych), 55-65 lat (korzenie zebdw statych). Patologia préchnicy obejmuje
zmineralizowane tkanki zeba - szkliwo, zebine, cement powodujgc odwapnienie
(demineralizacje) i rozpad (dezintegracje) zawartych w nich substancji organicznych [19].

Juz w 1890 roku Miller twierdzit, ze zakazenie to przebiega w dwdch etapach. Pierwszy
obejmuje produkcje kwaséw przez obecne w ptytce bakterie, a Il etap to rozpuszczanie za
pomocg tych kwaséw substancji organicznych tworzgcych zeba. Niektére bakterie zawarte
w ptytce majg zdolnos¢ fermentowania dostarczanych z dietg weglowodanéw (gtéwnie
sacharozy i glukozy), tworzac kwasy, ktére powodujg spadek pH ponizej 5 w ciggu 5 min.
Nastepnie ten stan trwa 30-60 min zanim powrdci do normalnych wartosci (pH 7).
Powtarzajgce sie spadki pH w odpowiednio diugim czasie doprowadzajg do demineralizacji
powierzchni zeba [19]. Oprécz S. mutans, ktéry dominuje, takze gatunki Actinomyces,
Atopobium, Lactobacillus, Bifidobacterium, Propinibacterium i Scardovia zwigzane s3 ze
zmianami préchniczymi [30]. Candida albicans wraz z S. mutans jest izolowana z jamy

ustnej dzieci w przebiegu wczesnodzieciecej préchnicy [35].

3.3.1. Czynniki majace wplyw na proces préchnicotworczy.

Wytwarzanie kwasow organicznych z prostych weglowodandéw przez mikroorganizmy ma
kluczowe znaczenie dla procesu préchnicy. Streptococcus mutans i Lactobacillus spp. s w
stanie metabolizowa¢ szerokg game weglowodandw oraz przetrwac i rosngc przy niskich
poziomach pH generowanych przez metabolizm weglowodandéw[36].

S. mutans posiada witasne mechanizmy umozliwiajgce mu konkurowanie z innymi
gatunkami w srodowisku biofilmu. Wytwarza wieksze ilosci kwaséw organicznych podczas
metabolizmu weglowodandw, co powoduje zmniejszenie tempa wzrostu innych
paciorkowcéw. Streptococci z grupy non-mutans majg zdolno$é do przezycia i adaptacji w
warunkach niskiego pH, jednak w przeciwieAstwie do S. mutans nie s3 zdolne do
namnazania sie w warunkach znacznej kwasowosci [29].

Zaleznym od sacharozy sposobem tworzenia ptytki nazebnej sg glukozylotransferazy (Gtfs
B, C, D) wytwarzane przez S. mutans w potgczeniu z biatkami wigzgcymi glukan (Gbp). Gtfs
sg odpowiedzialne za powstawanie glukanéw z sacharozy. Glukozylotransferazy wigzg inne

bakterie, nawet jesli nie syntetyzujg one wiasnych glikozylotransferaz [37].
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Zsyntetyzowane glukany dajag mozliwos¢ adhezji bakterii do szkliwa zebdéw a takze

mikroorganizmdéw wzajemnie do siebie (Ryc. 3.).
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Rycina 3. Proces powstawania biofilmu wielogatunkowego w przebiegu préchnicy. -
rysunek wtasny na podstawie[4], [5].
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GtfB to glukozylotransferaza, ktéra u S. mutans odpowiada przede wszystkim za interakcje
z innymi bakteriami. Odpowiada za powstawanie wysoce zréznicowanych mikrokolonii
sktadajacych sie na strukture biofilmu. Jej aktywno$¢ znacznie wzrasta w obecnosci
glukozy. GtfC, jest zwigzkiem hydrofilowym. Posiada jednak domene hydrofobowa, ktéra
odpowiada za powinowactwo do ptytki nazebnej. Umozliwia naktadanie sie oddziatywan z
biatkami zawartymi w $linie, takimi jak lizozym czy a-amylaza [29], [37]. GtfB pochodzace z
S. mutans ma wysoki poziom powinowactwa i site wigzania do powierzchni komorki C.
albicans [38]. GtfB zwigzany na powierzchni komoérek C. albicans wytwarza glukany, ktére
zwiekszajg zdolnos¢ do przechowywania bardziej zywotnych komodrek S. mutans niz
biofilméw jednogatunkowych i gromadzg wiecej biomasy w biofilmach miesznych [39],
[40].

Podstawowg cechg wyrdzniajgcg bakterie préchnicotwdrcze, takie jak Streptococcus
mutans i Lactobacillus jest ich zdolnos¢ do tolerowania niskiego pH srodowiska, co wynika
z utrzymania wewnagatrzkomorkowej homeostazy pH. Tolerancja S. mutans na niskie pH
zwigzana jest z szeregiem mechanizméw regulujgcych fizjologie jego komorki,
obejmujgcych miedzy innymi zmiany w syntezie i aktywnosci biatek komérkowych oraz
kwasow ttuszczowych. Jednym z gtéwnych mechanizméw umozliwiajgcych tym bakteriom
przezycie w niskim pH jest wzrost aktywnosci ATPazy. Innym procesem wptywajgcym na
niskg tolerancje pH jest zmiana syntezy biatek odpowiedzi stresowe]. Gtéwne produkty sg
obecne w komarce juz po 30 minutach od zmiany pH na nizszg wartos¢. Duza czes$¢ z nich
wykazuje zwiekszong aktywnos¢ glikolityczng, co pozwala mikroorganizmom zachowac
zdolnos$¢ metaboliczng w nowych warunkach [29].

Komorki S. mutans w fazie planktonowej sg siedemdziesiat tysiecy razy bardziej wrazliwe
na niskie pH w pordwnaniu z komdrkami biofilmotwérczymi tego mikroorganizmu. Ceche
te ttumaczy sie zwiekszong tolerancjag na niskie pH komoérek przylegajgcych do
powierzchni. Tak zgrupowane mikroorganizmy, wzajemnie oddziatujgc na swdj
metabolizm, ostabiajg aktywno$é wytwarzanych enzymoéw glikolitycznych, co skutkuje
zmniejszeniem produkcji substancji kwasnych, obnizajgcych pH srodowiska [41].

Innym waznym mechanizmem chronigcym Streptococcus mutans przed szkodliwym
dziataniem niskiego pH jest przepuszczalno$¢ btony komorkowej. Podczas adaptacji do
kwasnego zewnatrzkomdrkowego pH, S. mutans moze zmieni¢ sktad kwaséw

ttuszczowych w btonie komdrkowej, aby zapobiec biernej penetracji jonéw H+ do komérki.
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llos¢ jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych i dtugotancuchowych kwaséw
ttuszczowych ulega zwiekszeniu, co zmniejsza przepuszczalnosc bton [29].

Candida albicans, jest czesto izolowana wraz z S. mutans ze zmian préchnicowych u dzieci
z ciezkimi zakazeniami ECC (wczesnodziecieca préchnica). C. albicans i S. mutans wykazujg
synergiczne zachowanie. S. mutans znacznie zwieksza kolonizacje C. albicans. C. albicans
nie metabolizuje sacharozy, ale moze tatwo wykorzystywac fruktoze i glukoze. W
obecnosdci sacharozy interakcja adhezyjna miedzy tymi dwoma organizmami jest
wzmochiona, poniewaz wszystkie trzy egzoenzymy (Gtf) S. mutans wigzg sie z
powierzchniami komérek C. albicans. GtfB wykazuje najwieksze powinowactwo. S. mutans
wytwarzajg znacznie wieksze ilo$¢i EPS na powierzchni komodrek Candida spp. w
poréwnaniu do iloSci tej substancji w biofilmie jednogatunkowym. W tym samym czasie C.
albicans syntetyzuje farnezol, ktéry zwieksza zewnatrzkomdrkowg produkcje
polisacharyddw przez S. mutans [4], [32], [33], [42], [43], [44], [45].

Rodzaj Lactobacillus (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus) - pateczki kwasu
mlekowego tolerujg kwasne srodowisko i dlatego obok opisanych wyzej innych
patogendw préchnicy uwaza sie je za zwigzane z tym procesem. L. rhamnosus bierze
udziat w rozwoju préchnicy gtebokiej szkliwa bardziej niz w jej powstawaniu. Bakterie te s
pionierskimi drobnoustrojami w postepie procesu prochnicowego szczegdlnie w zebinie
[7]. Stwierdzono, ze L. rhamnosus GG demineralizuje zarowno szkliwo, jak i zebine i w
formie mieszanej z S. mutans wywotuje podobng lub nawet zwiekszong demineralizacje w

poréwnaniu do dziatania samego S. mutans [46].

3.4. ETIOLOGIA | PATOGENEZA ZAKAZEN KANDYDOZY JAMY
USTNEJ

Grzyby z rodzaju Candida to saprofity nalezgce do rodziny Saccharomycetacea. Wystepuja
na btonach sluzowych jamy ustnej, przewodu pokarmowego i pochwy nie wywotujac przy
tym objawdw zakazenia. Komensale z rodzaju Candida wystepujg u 50% populacji ludzkiej.
Wsréd nich dominuje Candida albicans oraz inne gatunki: C. dubliniensis, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis, i C. tropicalis [10].

Kandydoza jamy ustnej to infekcja wywotana przez Candida spp. Opisana po raz pierwszy

w 1838 roku przez pediatre Francois Veilleux [47]. Podobnie jak w przypadku wielu innych
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zakazen oportunistycznych, kandydoza wystepuje na ogdét u pacjentéw z obnizong
odpornosciag (Tab. 1.). W istocie to choroba "bardzo mtodych, bardzo chorych i bardzo
starych" [48]. Do rozwoju kandydozy moze dojs¢ o podtozu endo- lub egzogennym.
Endogenne pochodzenie jest konsekwencjg zwiekszonej kolonizacji bton sluzowych przez
Candida spp., gtéwnie z przewodu pokarmowego. Pochodzeniu egzogennemu sprzyja
m.in. przerwanie ciggtosci bariery, ktdére sg realizowane w obecnosci cewnikéw

naczyniowych lub przy dtugotrwatej hospitalizacji [10].

Tabela 1. Czynniki ryzyka kandydozy jamy ustnej [22], [49].

Czynniki ryzyka

endogenne[50] egzogenne

Wiek niemowleta i starsze populacje | Zta dieta (bogata w weglowodany)
geriatryczne),

Stosowanie lekéw steroidowych,
psychotropowych, immunosupresyjnych
oraz terapia przeciwdrobnoustrojowa o
szerokim spektrum dziatania.

Cigza Palenie tytoniu

Immunisupresja Przewlekte miejscowe podraznienia lub
urazy

Cukrzyca Noszenie protez

Kserostomia

Niedobdr witamin (zelaza, kwasu
foliowego)

Zty ogdlny stan zdrowia nowotwory
ztosliwe, zespot Cushinga, HIV/AIDS i inne
stany z niedoborem odpornosci.

Zaburzenia hormonale

Kandydoza jamy ustnej jest najczestszg infekcjg grzybiczg cztowieka. Szacuje sie, ze
dotyczy okoto 5% - 7% niemowlagt w wieku ponizej 1 miesigca, 9% - 31% pacjentéw z AIDS,

65% 0sAb noszacych protezy zebowe i prawie 20% pacjentéow z nowotworami [47], [49].?

30




Najwazniejszym patogenem grzybic jamy ustnej jest C. albicans, ktéry posiada takie cechy

wirulencji jak:

wystepuje w kilku formach morfologicznych , pleomorfizm obejmuje 4 formy:
blastokonidia (blastospory), pseudostrzepki, strzepki prawdziwe, germ tube.
Dowiedziono, ze podczas inwazji tkanek gospodarza formy blastokonidialne
przechodzg w formy inwazyjnych strzepek prawdziwych,

ekspresja adhezyn i inwazyn na powierzchni komodrki - C. albicans ma
wyspecjalizowany zestaw biatek (enzymoéw - ALS), ktére posredniczg w przyleganiu
do innych komérek,

zdolnosci immunomodulacyjne - C. albicans jest nie tylko w stanie wyczuwad i
przystosowywac¢ sie do pH s$rodowiska, ale moze réwniez modulowac
zewnatrzkomorkowe pH,

wytwarzanie enzymow hydrolitycznych  (proteazy, hydrolazy, fosfolipazy,
fosfatazy, lipazy), co utatwia adhezje patogenu do komodrek gospodarza i jest
zwigzane z kolonizacjg bton sluzowych,

zdolnos¢ do tworzenia biofilméw na powierzchniach abiotycznych lub biotycznych
[51]

zdolnos¢ adaptacji metabolicznej [10], [51], [52].

3.4.1. Klasyfikacja kandyzozy jamy ustnej

Kandydoze jamy ustnej dzielimy na pierwotng i wtérng. W pierwotnej zmiany grzybicze

zlokalizowane sg w jamie ustnej oraz miejscach okofoustnych. Kandydoza wtérna oprocz

jamy ustnej, wystepuje na skérze i innych btonach sluzowych [22]. W kandydozie

pierwotnej wyrdznia sie wiele postaci klinicznych: ostrg (rumieniowa, rzekomobtoniasta),

przewlektg (rumieniowa, rzekomobtoniasta, hiperplastyczna), oraz postacie grzybic

zwigzane z protezami, zapalenie kacikdw ust oraz srodkowe romboidalne zapalenie jezyka

[22], [49]. Kandydoza wtdrna jamy ustnej pojawia sie w zespole niedoboru odpornosci,

endokrynopatiach, HIV i AIDS [49], [50].
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Cechy kliniczne:

Ostra kandydoza rumieniowa (zanikowa) (CANDIDIASIS ACUTA ATROPHICA)

Czesto przebiega bezobjawowo, ale w niektdorych przypadkach gtéwng dolegliwoscig jest
pieczenie btony Sluzowej jamy ustnej, szczegdlnie jezyka. Zmiany sg zywoczerwone
pozbawione nabtonka [48], [53].

Kandydoza rzekomobtoniasta (plesniawki) (CANDIDUASIS PSEUDOMEMBRANACEA)
Zmiany sg powszechnie obserwowane w btonie $luzowej policzka, jezyku, podniebieniu
twardym i miekkim, tkankach przyzebia i jamie ustnej gardfa. U dzieci wystepuje w postaci
miekkich biatych kozuchowatych wykwitéow (zsiadte mleko), natomiast u oséb z
przewlektym zakazeniem sg to miejsca zywo krwawigce [48]. Rzekomobtoniasta postac
kandydozy jamy ustnej jest najczesciej obserwowana u pacjentéw z dysregulacjy

immunologiczng lub przyjmujacych leki immunosupresyjne [54].

PRZEWLEKLA kandydoza rozrostowa (CANDIDIASIS CHRONICA HIPERPLASTICA)
Dobrze rozgraniczone, lekko podwyzszone i przylegajgce, guzkowate, nakrapiane lub
jednorodne biate lub pdtprzezroczyste zmiany wystepujg na btonie sluzowej policzka lub

bocznej granicy jezyka.

PRZEWLEKtA kandydoza rumieniowa (zanikowa)

Stan ten jest najczestszg infekcjg grzybiczg u oséb starszych noszacych proteze. Zmiany te
mogg by¢ w btonie Sluzowej podniebienia, btonie sluzowej zuchwy. Towarzyszy temu bodl i
pieczenie [10], [47].

Oprdécz widocznych zmian grzybiczych zakazenie C. albicans mozie przyczynia¢ sie do
procesu kancerogenezy, podobnie jak znane substancje rakotwércze. Candida albicans ma
zdolnos$¢ do wytwarzania czynnikdw rakotwdrczych, takich jak nitrozoamina i aldehyd
octowy [10]. Uwazany za jeden z gtdwnych mikroorganizméw przyczyniajgcych sie do
rozwoju raka jamy ustnej, a takze umiarkowanej i ciezkiej dysplazji (w dysplastyczne;j i
ztosliwej transformacji zmian jamy ustnej). Udowodniono, ze grzyby Candida wraz z
bakteriami jamy ustnej (A. naeslundii , S. mutans) zwiekszyty inwazje raka
ptaskonabtonkowego jamy ustnej i ekspresje nowotworowych cytokin zapalnych

promujacych karcynogeneze doustng [5],[44].
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3.5. LECZENIE CHOROB JAMY USTNEJ

W przypadku opornej na leczenie i nawracajacej kandydozy jamy ustnej mogg byc¢
wskazane ogdlnoustrojowe leki przeciwgrzybicze, takie jak ketokonazol, flukonazol i
itrakonazol oraz amfoterycyna B [55]. Nystatyna jest uwazana za lek pierwszego rzutu w
leczeniu kandydozy jamy ustnej [48].

Tradycyjne metody leczenia préchnicy i chordb przyzebia koncentrujg sie na
mechanicznym usuwaniu ptytki nazebnej i zwigzanych z nig ztogéw, uzupetnionym o
stosowanie zwigzkdéw przeciwdrobnoustrojowych oraz, w przypadku prochnicy,
modyfikacje diety, miejscowe stosowanie fluoru i, w razie potrzeby, odbudowe
uszkodzonych struktur zebéw [30].

Obecnie prowadzone s3 dziatania majgce na celu zrozumienie ztozonych wtasciwosci i
wzajemnego oddziatywania bakterii w biofilmach jamy ustnej oraz identyfikacje nowych
zwigzkéw, technologii i metod zwalczania lub zapobiegania tworzeniu sie tego typu
biofilméw. Leczenie zakazeh wywotanych przez zbiorowiska gatunkéw mieszanych
pozostaje gtdownym wyzwaniem dla wspodfczesnej biotechnologii medycznej i wymaga
opracowania nowych skutecznych strategii eliminacji biofilmu [41],[44].

Nanotechnologia moze odgrywaé znaczenie w zwalczaniu biofilmu, nie tylko poprzez
bezposrednie zabijanie lub hamowanie drobnoustrojéw, ale poprzez lepszg penetracje
lekdw o dziataniu antybiofilmowym. Podczas gdy kilka naturalnych i syntetycznych
srodkdw wykazuje silng aktywno$é przeciwbiofilmowsg, ich skutecznos$¢ jest czesto
utrudniona przez ograniczone przenikanie tych lekéw do gestych biofilméw. Dzieki
nanoczastkom tradycyjne antybiotyki i srodki przeciwdrobnoustrojowe mogg przechodzic¢
przez bariere biofilmu i przenikaé w jego gtab [56]. Stwierdzono, ze nanoczastki chitozanu
o wielkosci 20-30 nm zmniejszyty zywotno$é C. albicans i S. mutans, a takze biomase
biofilmu mieszanego[41][57].

Jedng ze strategii zwalczania biofilméw tworzonych przez bakterie i grzyby
drozdzopodobne moze byé wykorzystanie enzyméw ukierunkowanych na eDNA,
zewnatrzkomadrkowe polisacharydy i biatka [56]. Wykazano, ze enzymatyczna degradacja
niektorych skfadnikéw biofilmu utatwia lepsze wnikanie antybiotykéw i srodkéw
przecidrobnoustrojowych. W przypadku biofilmu o podtozu C. albicans, zaproponowano

zastosowanie farnezolu. Badania in vivo wykazaty, ze dodatek farnezolu hamuje wzrost
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strzepek na jezyku myszy na pierwszym etapie tworzenia sie biofilmu, a w rezultacie
zapobiega inwazji drozdzy i bakterii na bftone S$luzowa [44]. Nanoczastki obcigzone
farnezolem, wykazujg wysoka aktywno$é degradacji matrycy EPS. Leczenie enzymatyczne
w potaczeniu z konwencjonalnym, moze skutecznie przyczyni¢ sie do rozproszenia
biofilmu.
Kolejnym przyktadem terapii eliminujacej biofilm moze by¢ genetyczna transformacja.
Zaktécenia w komunikacji bakteryjnej mogg hamowac ekspresje gendw wirulencji lub
tworzenie biofilmu. Ta forma terapii rozni sie od tradycyjnego mechanizmu dziatania
przeciwdrobnoustrojowego, poniewaz nie ma na celu zabicia bakterii, ale raczej uczynienie
ich mniej zjadliwymi [18], [30]. Inhibitory QS sg uwazane za obiecujgce srodki
antybiofilmowe. Zgodnie z waznym wptywem QS na tworzenie i rozwdj biofilmu, trwaja
badania ukierunkowanie na produkcje odpowiednich autoinduktoréw lub blokowanie ich
receptoréw [3], [58].
Kolejnym przyktadem terapii przecibiofilmowej moga by¢ bakterie probiotyczne.
Stosowanie szczepdw probiotycznych wydaje sie byé bardziej korzystne w przypadku
choréb przyzebia i kandydozy jamy ustnej niz w przypadku prdchnicy [30]. Wsréd nich
badano gtéwnie wptyw rodzaju Lactobacillus na biofilmy dwugatunkowe C. albicans-S.
mutans. Lactobacillus plantarum oraz Lactobacillus salivarius wykazywaty zdolnosci do
zaktécania powstawania i rozwoju biofilmu bakteryjno-grzybowego przy jednoczesnym
hamowaniu transformacji strzepek C. albicans [59].
Interesujgcg propozycjg leczenia biofilmu mieszanego moze byé fotodynamiczna
chemioterapia przeciwdrobnoustrojowa (PACT, ktéra wykazata znaczgce dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe przeciwko biofilmowi z C. albicans, S. mutans i Lactobacillus
casei [34].
Wiele naturalnych srodkéw pochodzacych z roslin leczniczych wykazuje aktywnosc
przeciwbiofilmowa ktéra moze byé ukierunkowana na rdine etapy rozwoju biofilmu.
Substancje te cechuje niska toksycznos$¢, wysoka biokompatybilnos¢ i niskie koszty
produkgcji. Do takich zwigzkdw nalezg:

e cukierki cajuput z olejkiem Melaleuca cajuputi, ktére hamujg transformacje

strzepek C. albicans i hamujg tworzenie nierozpuszczalnego glukanu przez S.

mutans, [60]
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kurkumina, ktérej stosowanie obnizato glukozylotransferaze i ekspresje gendow
zwigzanych z wyczuwaniem kworum S.mutans, a takze rodzine ALS C. albicans,
zwigzki ekstrahowane z zurawiny, zielonej herbaty, Rhamnus prinoides (Campbell i
Camellia japonica i Thuja orientalis, oliwy z oliwek a takze Casearia sylvestris-
rowniez wywierajg aktywnos¢ antybiofilmowa przeciwko mieszanym biofilmom
C.albicans-S. mutans [22], [44]

ekstrahowany ksantoryzol z Curcuma xanthorrhiza skutecznie hamuje rozwdj
dojrzatych biofilméw tworzonych przez rézne gatunki Candida

olejek kokosowy, olejek z trawy cytrynowej, olejek migdatowy i olejek z gozdzikow

wykazujg znaczacg aktywnos¢ wobec struktur biofilmu grzybiczego [61].

Wocigz trwajg prace nad chemicznie syntetyzowanymi $Srodkami przeciw zakazeniom

zwigzanym z biofilmem. Obiecujacg strategiag moga byc¢:

peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP), stosowane gtdwnie do celowania w
biofilm monogatunkowy. Ostatnio jednak wykazano, ze cykliczne dipeptydy
hamujg adhezje S.mutans i C. albicans do dysku hydroksyapatytu, zapobiegajgc w
ten sposob tworzeniu sie biofilmu miedzy gatunkami [62],

nitrochalkon i roztwér kwasu nadtlenoazotowego - byly skuteczne przeciwko
biofilmowi C. albicans-S. mutans — nitrochalkon oprdcz tego, ze przewyzszat
dziatanie chloroheksydyny jako $rodka przeciwdrobnoustrojowego o szerokim
spektrum dziatania, dodatkowo odznaczat sie mniejszg cytotoksycznoscia,[44]
eugenol z flukonazolem lub azytromycyng wykazywat takze zwiekszong aktywnosé

wobec C. albicans-S. mutans biofilm [63].

Probuje sie réwniez potgczyé zwigzki syntetyzowane chemicznie i klasyczny $rodek

przeciwprdchniczy, taki jak fluor. Trimetafosforan sodu w towarzystwie fluoru podwyzsza

pH biofilmu C. albicans-S. mutans do wartosci neutralnych, co mozie zmniejszaé

demineralizacje zebow [64].

Kombinacje tt-farnezolu i 4'-hydroksychalkonu wykazaty skutecznos¢ przeciwko wstepnie

uformowanemu biofilmowi C. albicans-S. mutans w pofaczeniu z fluorem. Leczenie

skojarzone powidonem-jodem i flukonazolem hamowato wytwarzanie a-glukanu przez S.

mutans i zwiekszato skuteczno$é flukonazolu przeciwko C. albicans [44].
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3.6. PEPTYDY PRZECIWDROBNOUSTROJOWE JAKO
ALTERNATYWA KONWENCJONALNEJ TERAPII CHOROB
ZWIAZANYCH Z JAMA USTNA

Ztozona struktura biofilmu i jego wysoka opornos¢ wobec tradycyjnych antybiotykéw sa
gtéwnymi przyczynami problemoéw w terapii infekcji jamy ustnej. Problem dotyczy gtéwnie
biofilmu tworzacego sie na powierzchni szkliwa doprowadzajgcego do jego
deminaralizacji. a takze nawracajgcej kandydozy $luzéwki jamy ustnej. W srodowisku jamy
ustnej wystepuja biofilmy wielogatunkowe a co za tym idzie, sa bardziej oporne na srodki
przeciwdrobnoustrojowe ze wzgledu na grubosc i ztozonosé.

W przypadku prochnicy stosuje sie gtdwnie leczenie zachowawcze, mechaniczne
polegajgce na opracowaniu uszkodzonej tkanki zeba i wypetnieniu jej biomateriatami
odbudowujacymi.

U pacjentédw zakazonych wirusem HIV z kadydozg jamy ustnej, miejscowe podawanie
nystatyny, Amfoterycyny B powoduje wzrost opornosci, co zwykte prowadzi do
nawracajgcych zakazen o podtozu grzybiczym. Candida albicans zwigzany ze strukturg
biofiimu moze wykazywaé¢ podwyziszong opornos¢ na szerokie spectrum
konwencjonalnych $rodkéw przeciwgrzybiczych [65].

Wcigz podejmuje sie badania i préoby opracowania takich zwigzkdéw, ktére skutecznie
niszczg biofilm oraz ograniczajg jego formowanie. Na uwage zastuguja peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (AMP- Antimicrobial Peptides). To klasa matych peptydoéw, ktére
wystepujg w przyrodzie oraz sg czescig uktadu odpornosciowego wielu organizméw, roslin
i zwierzat (kregowce i bezkregowce) [66]. Zwigzki te majg szerokie spektrum dziatania
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, Gram-ujemnym, grzybom, a takie przeciw
komodrkom nowotworowym [67], [68]. Mozliwe jest zastosowanie biomateriatéw na bazie
peptyddw o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych a zarazem mineralizujgcych [69].

W 1922 roku Alexander Fleming zidentyfikowat ze Sluzu nosowego lizozym, ktory zostat
uznany za pierwszy ludzki peptyd przeciwdrobnoustrojowy. Odkrycie to zostato
przy¢mione, gdy w 1928 roku Fleming odkryt penicyline, ktéra wraz ze streptomycyng w
1943 roku doprowadzita do rozpoczecia tak zwanego "ztotego wieku antybiotykow" [68].
W 1939 roku zostata odkryta gramicydyna, wyizolowana z Bacillus brevis. Oceniono jej

skutecznos¢ w stosunku do bakterii Gram-dodatnich a takze w leczeniu ran i owrzodzen.
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W kolejnych latach (1941) odkryto tyrocydyne, odznaczajacg sie skutecznoscia wobec
bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych. W latach 50. XX zostata odkryta leukina i
fagocytyna, wyizolowane z leukocytéw krélika [70]. Ze wzgledu na wazrost liczby
wielolekoopornych patogendéw, naukowcy skupili sie na badaniu i poszukiwaniu nowych
peptyddw przeciwdrobnoustrojowych i trwa to az do chwili obecnej [71].

Wedtug bazy danych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (APD, https://aps.unmc.edu)-
odkryto ponad 3000 naturalnych AMP z szesciu krélestw zycia (archeony, bakterie, grzyby,
rosliny i zwierzeta). Obecnie 74% peptyddw pochodzi od zwierzat, podczas gdy 11,2% od
bakterii i 11,1% od roslin. Wiekszos¢ naturalnych AMP (88%) ma wtasciwosci kationowe, a
tylko niewielka czes¢ (6%) jest anionowa [72], [68].

AMP moga miec¢ 10-24 aminokwaséw (kroétkie), 25-50 (Srednie), 50-100 (dtugie). Mogg by¢
neutralne lub natadowane (kationowe, anionowe) [73].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe wytwarzane sg zaréwno przez komérki prokariotyczne
(bakteriocyny), jak i eukariotyczne (endogenne antybiotyki peptydowe). Ze wzgledu na
pochodzenie mozna je klasyfikowaé w nastepujacy sposob:

1. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe wytwarzane przez bakterie -bakteriocyny to
zwigzki o budowie peptydowej wytwarzane przez mikroorganizmy. Wykazuja
wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe w  stosunku do gatunkéw blisko
spokrewnionych. Ich aktywnos¢ biologiczna zapewnia mikroorganizmom
selektywne oddziatywanie wobec konkurencyjnych populacji w srodowisku. Za ich
posrednictwem oddziatujg na organizmy konkurujgce o sktadniki odzywcze. Nalezy
do nich kolicyna wytwarzana przez szczep E. coli. Wykazuje aktywnos$¢ w stosunku
do innych szczepow tego samego gatunku poprzez tworzenie kanatéw jonowych w
btonie cytoplazmatycznej lub poprzez rozktad peptydoglikanu. Fengycyna,
surfaktyna i mykosubtilina wytwarzane przez Bacillus subtilis dziatajg hamujgco na
plesnie i drozdze. Do bakteriocyn nalezy takze nizyna, produkowana przez Gram-
dodatnie bakterie Lactococcus lactis. Hamuje namnazanie bakterii tworzgcych
przetrwalniki (m.in. Clostridium, Listeria) [69].

2. Endogenne peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs, antimicrobial peptides)
AMPs to zwigzki peptydowe produkowane przez organizmy eukariotyczne.

Przyktadowe AMPs wyizolowane z roslin, owaddw, ptazow, przestawia tabela 2.
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Tabela 2. Przyktadowe AMPs wyizolowane z roslin, owaddw, ptazow- pochodzenie i

aktywnos¢

Peptyd naturalny

Pochodzenie

Dziatanie

ROSLINY

tionina

todygi roslin, nasion i lisci[66]

aktywnos¢ bakteriobdjcza
wobec bakterii Gram-
dodatnich, Gram-ujemnych i
grzybéw.  wigzg sie z
lipidowymi sktadnikami

btony cytoplazmatycznej
grzybow, zwiekszajac
przepuszczalnosc¢ ich btony

defensyna

todygi roslin, nasion i lisci[66]

wigzg sie z lipidowymi
sktadnikami

btony cytoplazmatycznej
grzybéw,  zwiekszajac  jej
przepuszczalnosc

ZWIERZETA

owady

cekropiny Ai B
(muszka owocowa Drosophila

Wytwarzane sg przez nabtonki
oraz wydzielane do hemolimfy

wykazujg szerokie spektrum
dziatania zaréwno wobec

melanogaster) lub  jadu w  warunkach | bakterii Gram-dodatnich
zagrozenia wzmacniajac | i Gram-ujemnych,
odpowiedz immunologiczng nowotworom [66]
defensyny owadzie(¢ma Galleria | Wytwarzane sg przez nabtonki | wobec bakterii Gram-
mellonella) oraz wydzielane do hemolimfy | dodatnich
lub  jadu w  warunkach
zagrozenia wzmacniajac
odpowiedZ immunologiczng
MAF-1 larwy Musca domestica hemolimfa Zaktoca integralnos¢ btony
Candida i wigze sie z
wewnatrzkomoérkowymi
kwasami nukleinowymi[74]
ptazy
magaininy skora Aktywnos¢ wobec bakterii,
zaby afrykanskiej Xenopus laevis grzybow i
pierwotniakdw[66][68]
temporyna A (zaba trawna Rana | Skora w odpowiedzi na | wtasciwosci przeciwgrzybicze
temporaria) zranienie lub bodziec i przeciwbakteryjne wobec
stresowy bakterii Gram-dodatnich, w
tym opornych na
wankomycyne
dermaseptyna Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
citropina (rzekotka Litoria | gruczoty aktywnos¢ wobec S. aureus
citropa)

Peptydy wytwarzane przez ssaki i cztowieka stanowig bogate Zrédio AMP. Grupa ta

obejmuje defensyny, katelicydyny i obecne w $linie histatyny.
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Gtéwnymi peptydami przeciwdrobnoustrojowymi w jamie ustnej sg defensywy czyli a
defensywa(HNP) i B defensywa (hBD). Defensyny to krétkie kationowe peptydy,
zbudowane z 18-45 reszt aminokwasowych z duzg zawartoscig reszt cysteinowych. W
wiekszosci majg strukture B-harmonijki stabilizowang trzema mostkami cysteinowymi.
Wykazujg szerokie spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, zaréwno wobec
bakterii, grzybdéw i pasozytéw jak i wiruséw (opryszczka) [66], [73].

Katelicydyny sktadajg sie z 12-97 reszt aminokwaséow. Wystepujg u cztowieka, kréw, swin,
krolikdw. LL-37 jest amfipatyczng jedyng dotychczas opisang i wyizolowang z organizmu
ludzkiego katelicydyng. To peptyd kationowy o liniowej, a-helikalnej strukturze,
zbudowanym z 37 aminokwasow, bogatym w reszty lizyny i argininy. LL-37 wigze sie z
bakteryjnym LPS ,modelem dywanowym”. Stosuje sie w leczeniu prdchnicy i przewlektych
choréb przyzebia[73], wykazano skutecznos¢ wobec S. mutans i C. albicans [60].

Histatyny powstajg w $liniankach przyusznych i podzuchwowych. His-5 skfada sie z 24
aminokwasow. W jamie ustnej wystepuje w formie liniowej, wykazuje najwyzsza
aktywnos¢ sposrod wszystkich histatyn [75]. Ma silne wifasciwosci przeciwgrzybicze
przeciw C. glabrata, C. krusei, C. neoformans, dziata poprzez zaktécenie bton
plazmatycznych grzybéw [73]. Histatyny sg nietrwate i niestabilne w Srodowisku, w ktérym
wystepujg naturalnie z powodu wysokiego stezenia soli obecnej w slinie, surowicy i innych
ptynach fizjologicznych [69], [73], [76], [77].

Naturalne peptydy klasyfikuje sie na podstawie ich cech strukturalnych i budowy
chemicznej [66], [63], [73], [78]:

e liniowe a-srubowe, bez reszt cysteiny, wykazujgce wtasciwosci amfipatyczne (m.in.
temporyny, aureiny, citropiny, magaininy cekropiny, melityna i katelicydyny) [9],

e [-arkuszowe stabilizowane wewnatrzczgsteczkowym wigzaniem dwusiarczkowym
(m.in. defensyny, protegryny),

e cyklizacyjne - peptydy o rozszerzonej strukturze, zawierajgce w swej budowie
okreslone reszty aminokwasowe (m.in. histatyny, indolicydyna). Do tej grupy
przynalezg takze bakteriocyny (np. nizyna) posiadajace pierscieniowg budowe
dzieki wewnetrznym wigzaniom tioeterowym [66],

e peptydy zawierajgce w swojej budowie w przewazajacej czeSci aminokwas

jednego typu (glicyna, prolina) [70].
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Mechanizm dziatania wiekszosci AMP opiera sie na interakcji z btong komdrkowa bakterii,

co powoduje jej dezintegracje. Po zwigzaniu sie dodatnio natadowanego peptydu z

powierzchnig btony o fadunku ujemnym dochodzi do niszczenia btony [66].

Odbywa sie to na podstawie mechanizmoéw opisanych jako:

Model dywanowy - peptydy uktadajg sie rownolegle do ptaszczyzny btony, ulegaja
absorpcji na catej jej powierzchni powodujgc destabilizacje i rozerwanie bfony.
Przerwanie ciagtosci btony i wyciek skfadnikéw wewnatrzkomérkowych jest
wynikiem zerwania wigzan lipidowych. Taki mechanizm potwierdzono dla peptydu
LL-37 [71], [73].

modelu ,,klepek beczki” - oparty na tworzeniu kanatéw. Po dotarciu do btony
peptydy agregujg sie tak, ze hydrofilne regiony peptyddéw pokrywajg wnetrze
kanatu, a regiony hydrofobowe peptydu uktadajg sie w kierunku acylowych
tancuchow dwuwarstwy lipidowej btony. Utozenie peptydu przypomina beczke
ztozong z klepek (peptyddéw) i jest charakterystycznym dla peptydéw o strukturze
a-helisy lub B-kartki [71].

model ,,poréow toroidalnych” - peptydy zakotwiczone sg w btonie pod réznym
katem, a powstate pory wyscielane sg czesciowo peptydami i gtowami
fosfolipidéw. W odrdéznieniu do modelu ,,klepek beczki” pory toroidalne powstajg
na skutek zaburzenia w oddziatywaniach bftonowych . Przyktadem peptydéw

prezentujgcych ten mechanizm dziatania sg magaininy-2, aureiny-3,3 [63].

Obok naturalnych AMP na uwage zastugujg syntetyczne AMP o zwiekszonej stabilnosci i

dziataniu i szerokim spektrum dziatania [67], [79]. Peptydy o dziataniu przeciw gtdwnym

patogenom jamy ustnej a takze wspierajgce reminalizacje uszkodzonej tkanki zeba w

postepie préchnicy przedstawione w tabeli 3.
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Tabela 3. Syntetyczne AMP o dziataniu przeciwko patogenom jamy ustnej.

Peptyd syntetyczny Baza/zrodto Dziatanie
KR12-KAKE LL-37 Przeciw S. mutans [67]
Cl16G2 Przeciw S. mutans [67]
C11H Przeciw S. mutans [67]

KSL Przeciw S. mutans [67]

D-Nal-Pac-525 Pac-525 Przeciw S. mutans [67]

GH12 Przeciw S. mutans [67]

QP5 Amelogenina Remineralizacja szkliwa
[67]

P11-4 Przeciwdrobnoustrojowy,
mineralizujacy [67]

P1 Przeciw S. mutans [67]

GA-KR12 LL-37 Hamuje S. mutans i
indukuje reminalizacje
szkliwa [1] [77]

GH12 Histydyna Przeciw S. mutans [67]

CLP-4 Cykliczny lipopeptyd Przeciw S. mutans [67]

PAC-113 Histatyna Kandydoza jamy ustnej
[69]

ZXR-2 Przeciw S. mutans [69]

AurH1 Aureina Przeciw C. albicans[66]

Nal-P-113 S. gordonii, F. nucleatum,
P. gingivalis[76]

LfcinB15 Laktoferyna bydleca Przeciw C. albicans i non
albicans, gromadzi sie w
wakolach grzyba, lizuje
btone[80]

Lipopeptyd C10-KKWW Przeciw S. mutans[67]

AMP to zwiazki o silnej aktywnosci przeciwko biofilmom. Mogg eliminowaé biofilm we
wszystkich fazach rozwoju: mogg niszczyé—uformowane biofilmy jak i zapobiegac ich
powstaniu [81].Wykazujg zdolno$¢ eliminacji dojrzatego biofilmu, poprzez zaktdcanie
mechanizmu QS oraz zdolno$¢ penetracji macierzy EPS i niszczenia komdrek
umieszczonych w gtebszych warstwach struktury biofilmu [70].

Rodzajem peptydéw o dobrej skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej, szerokim spektrum i
nieskomplikowanej budowie sg syntetyczne, krétkie lipopeptydy. Sktadajg sic one z 2 do 4
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aminokwasow (arginina, lizyna) potgczonych z kwasem ttuszczowym (palmitynowym,
mirystynowym, kaprylowym, kaprynowym lub laurynowym) [70]. Zwigzki te maja
wiasciwosci amfifilowe podobnie jak detergenty [82].

Charakterystyczng cechg lipopeptyddw jest krétka sekwencja aminokwasowa potaczona z
kwasem ttuszczowym. Zaletg, zaprojektowanych w ten sposdb zwigzkéw, jest istotnie
krotszy czas syntezy i nizsze koszty produkcji w poréwnaniu do peptydéw AMPs o dtugich
sekwencjach aminokwasowych. Projektowanie lipoleptydéw odbywa sie w celu
poszerzenia spectrum dziatania, poprawe stabilnosci tych zwigzkéw, uzyskanie mozliwosci
stosowania znacznie nizszych stezen lipopeptyddéw. Dtugosc¢ taricucha kwasu ttuszczowego
determinuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg lipopeptyddw. Nawet krotki syntetyczny
peptyd Pal-KK-NH2 skfadajacy sie z dwdch reszt aminokwasu lizyny (K - lizyna), posiadajacy
reszte kwasu palmitynowego o taiicuchu zbudowanym z szesnastu atoméw wegla na N-
koncu (Pal/C16— reszta kwasu palmityno-wego) jest bakterio- i grzybobdjczy. Do
obiecujacych lipopeptydow nalezy zwigzek wyjsciowy Pal-KKKK-NH, i jego analog Pal-
CKKKKC-NH;(Pal - kwas palmitynowy, C16) zawierajacy wewnatrzczasteczkowe wigzanie

disulfidowe [70].
3.7. LASEROTERAPIAW CHOROBACH JAMY USTNEJ

Obecnie leczenie kandydozy opiera sie na podawaniu lekéw z rodziny trazoli (flukonazol)
co skutkuje czesto bardzo powolng reakcjg pacjenta na zastosowany lek, a ryzyko
nawracajgcej grzybicy jest bardzo duze. Z uwagi na narastajgcg opornos$é szczepdw
Candida i trudnosci terapeutyczne zwigzane z tradycyjnym leczeniem, poszukuje sie takich
opcji terapeutycznych aby ich dziatanie byto szybkie, skuteczne, nie obcigzato pacjenta z
podstawowg chorobg (immunosupresja, zakazenie HIV). W obliczu opornosci
drobnoustrojow na tradycyjne formy leczenia pojawia sie zainteresowanie innymi
alternatywnych formami leczenia przeciwdrobnoustrojowego. Ciekawg alternatywa
wydaje sie by¢ inaktywacja chorobotwérczych mikroorganizmoéw za pomoca swiatta [3].

Fototerapia byta stosowana od starozytnosci w leczeniu réznych dolegliwosci, gtéwnie
choréb skéry. Helioterapia jest pierwszg i najdiuzej stosowang formg fototerapii od XV
wieku p.n.e. az do potowy XIX wieku. Wiara w lecznicze wtasciwosci $wiatta stonecznego

byta zwigzana ze starozytnym kultem storica. Fotochemioterapia liczy sobie ponad 3000
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tys. lat. Wykorzystujac psoraleny jako fotouczulacze Egipcjanie leczyli w ten sposdb np.
bielactwo [83].

Poczatki nowoczesnej fototerapii rozpoczety sie wraz z odkryciami naukowymi i
wynalezieniem sztucznych i modyfikowanych Zrédet $wiatta. Osiggniecia w tej dziedzinie
to rozszczepienie wigzki swiatta na siedem podstawowych kolordw przez Isaaca Newtona,
odkrycie widma podczerwieni Stonca w 1800 roku przez Friedricha Wilhelma Herschela
oraz odkrycie promieniowania ultrafioletowego w 1801 roku przez Johanna Wilhelma
Rittera i Williama Hyde'aWollastona. Wspdtczesne odkrycia (np. promieniowanie
ultrafioletowe) i wynalazki (generator lub zaréwka) pod koniec XIX przyczynity sie do
wykorzystania fototerapii gtéwnie w leczeniu zoéttaczki noworodkdéw, depresji, choréb
skory [84].

Terapia fotodynamiczna (PDT) zostata odkryta ponad sto lat temu (w roku 1900), dzieki
nieoczekiwanej obserwacji, mikroorganizméw (Paramecia). Organizmy te ginety pod
wpltywem jednoczesnego dziatania barwnika fotouczulajgcego (akrydyny) i $Swiatta
stonecznego. Jednak przez wiekszos¢ czasu PDT byta badana i rozwijana jako terapia w
leczeniu gtéwnie nowotworéw, w okulistyce [85], a nie jako terapia
przeciwdrobnoustrojowa, gdzie skupiano sie na stosowaniu antybiotykdéw [65]. [86]. W
latach 70.terapia fotodynamiczna obejmowata gtéwnie leczenie zmian na tle wirusowym
[85]. Obecnie stosowana jest w réznych dziedzinach: dermatologii (gojenie ran, oparzenia
[86], [87]), stomatologii (dezynfekcja tkanki zebiny [88], leczenie urazéw jamy ustnej,
opryszczka, periimplantitis - zapalenie tkanek wokdt implantu [89] paradontoza,
kandydoza [88]), okulistyce (zwyrodnienia plamki zéttej), laryngologii (przewlekte
zapalenie zatok) [56].

Terapia fotodynamiczna (PDT, PHT — Photodynamic Therapy) jest formg leczenia $wiattem.
Powoduje  nieodwracalne uszkodzenie komodrek (chorych  gospodarza lub
mikroorganizméw) przez reaktywne formy tlenu, ktére powstajg w rezultacie
wspotdziatania fotouczulacza i Swiatta o dtugosci fali zblizonej do jego maksimum absorpcji
[90]. Jezeli komoérkami docelowymi sg mikroorganizmy, to te forme terapii okresla sie
fotodynamiczng chemioterapig przeciwdrobnoustrojowg (PACT - Photodynamic
Antimicrobial Chemotherapy) [91], [92] Iub przeciwdrobnoustrojowg terapig

fotodynamiczng (aPDT) [93]. Inne okreslenia to fotodynamiczna inaktywacja (PDI -
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Photodynamic Inactivation) lub dezynfekcja aktywowana swiattem (PAD — Photo-Activated
Disinfection) [56].

PDT i PACT przedstawiajg rézne terminologie. Termin PDT jest cze$ciej uzywany w
badaniach opisujacych leczenie przeciwko komdérkom nowotworowym. Podczas gdy
termin PACT jest zwigzany z przeciwdrobnoustrojowym dziataniem swiatta zwigzanego z
fotosensybilizatorem. Zatem PACT jest potencjalng terapig przeciwdrobnoustrojowa, ktéra
faczy swiatto widzialne i nietoksyczny barwnik, czyli fotosensybilizator, wytwarzajacy
reaktywne formy tlenu (ROS), ktére moga zabijac¢ leczone komarki [88], [93].

Aby leczenie byto skuteczne terapia PACT wymaga obecnosci i wspoétdziatania trzech
elementow: fotouczulacza (fotosensybilizatora, PS), swiatta o dtugosci fali dostosowanej
do widma absorpcyjnego danego fotouczulacza oraz tlenu [93].

Znanych jest okoto 400 zwigzkéw o dziataniu fotouczulajgcym [90]. Jednym z czynnikow w
istotny sposdb wptywajacych na mechanizm dziatania fotouczulaczy jest ich
wewnatrzkomdrkowa pierwotna lokalizacja, a nastepnie miejsce docelowe w komodrce.
Wszystko zalezy od budowy chemicznej barwnika - rozpuszczalnosci, fadunku, stopnia
asymetrii i ksztattu. Ze wzgledu na rozpuszczalnos¢ wsrdd fotouczulaczy wyrdznia sie
substancje hydrofobowe (wigzgce sie z btonami komdrkowymi, mitochondrialnymi i
retikulum endoplazmatycznym), hydrofilne (wchtaniane do wnetrza komérek na drodze
endocytozy i magazynowane w lizosomach) oraz amifilowe, ktére ze wzgledu na
mozliwos¢ umiejscowienia zaréwno w strukturach lipidowych, jak i wodnych, maja
najwieksze znaczenie kliniczne. Ws$réd fotouczulaczy hydrofilnych wystepujg formy
kationowe (po rozpuszczeniu w wodzie tworzg jon dodatni) i anionowe (tworzg jony
ujemne). Ma to istotne znaczenie, gdyz fotowrazliwos¢ bakterii moze czesciowo wynikac
rowniez z tadunku fotouczulacza. Do komérek Gram-dodatnich fatwo przenikajg formy
anionowe i neutralne, a bakterie Gram-ujemne sg bardziej podatne na dziatanie
fotouczulaczy o fadunku dodatnim (kationowe) [90].

Jedng z wazniejszych zasad PACT jest wybidércze wigzanie fotouczulacza z komadrkami
docelowymi. Fotosensybilizatory szybciej i intensywniej kumulujg sie w komodrkach
Procaryota niz w otaczajgcych tkankach. Wolniej tez sg z nich usuwane. Fotouczulacze
wigzg sie z polisacharydami zewngtrzkomérkowymi, organellami i kwasami nukleinowymi

bakterii. Zwiekszonej kumulacji we wnetrzu mikroorganizmdw sprzyja forma kationowa
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fotosensybilizatora. Komorki Eucaryota wykazujg odpornos¢ wobec PACT wynikajaca z
wiekszych rozmiardw (keratynocyty sg 25—30 razy wieksze niz komaorki bakteryjne).
Barwniki fotouczulajgce potrafiag gromadzi¢ sie w mitochondriach, lizosomach, aparacie
Golgiego aby po naswietlaniu zmienié lokalizacje w komdrce np. z lizosomoéw przejs¢ do
cytoplazmy a nastepnie do jagdra komodrkowego - jak to jest w przypadku porfiryny TPPS,
[94].

Liczne fotouczulacze majg w swojej budowie atom metalu (Lu, Zn, Pd), ktéry moze
wptywac na czas zycia stanu trypletowego czy utatwié delokalizacje w komodrce [94].
Wtasciwosci jakie powinien mie¢ fotouczulacz [95] to:

e (Czysty sktad,

Stabilnosc¢ i trwatosé,

e Brak tendencji do agregaciji,

e Niska toksycznos$é

e Woysoka wydajnos¢ tworzenia standw tripletowych,

e Maty rozmiar utatwiajgcy przenikanie przez membrany,

e Zdolnosc do akumulacji w komoérce,

e Szerokie spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego przy stosunkowo niskim
stezeniu i niskiej dawce $wiatta,

e tadunek najlepiej dodatni - kationowy , anionowe lub obojetne dziatajg na Gram+,
na bakterie Gram- s3 mniej podatne ze wzgledu na $ciane komdrkowg i dodatkowo
ujemnie natadowang btone zewnetrzna.

Fotosensybilatory stosowane w terapii przeciwnowotworowej majg stabe wtasciwosci
przeciwbakteryjne. Wiekszo$¢ z nich wykazuje toksycznos$é, ktéra moze objawiac sie w
postaci pecherzy i owrzodzen w jamie ustnej [90].

W stomatologii przewaznie uzywany jest btekit metylenowy (BM) i btekit toluidyny (TBO)
(Ryc. 4, Tab. 4.), ktére w wysokim stopniu inaktywujg bakterie i grzyby [96]. Pierwszy
wystepuje pod handlowg nazwg FotoSan™, PAD Plus™ , drugi - HELBO™, Periwave™ [97].
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Tabela 4. Barwniki stosowane w leczeniu choréb jamy ustnej [12], [18].

barwniki pochodzenie Spectrum dziatania | maximum
/wiasciwosci absorpcji/
typ reakcji
Btekit metylenowy, | fenotiazynowy C. albicans, S. | 660 [97],
(BM) mutans typ Il
Btekit toluidyny | fenotiazynowy C. albicans;wigze sie | 633-635
orto (TBO) z [90], typ Il

lipopolisacharydami
i bakteriami Gram-,
tatwo rozpuszcza sie
w wodzie[90]

Nowy btekit | fenotiazynowy Grzyby , gram+ i| 630 [96]
metylenowy (NMB) Gram- bakterie, C.
albicans
Kurkumina (CUR) roslina  Curcuma | S. mutans, L. | 405-
longa, stabo | acidopfilus, Gram+, | 435,typ | i
rozpuszczalna  w | bakterie typ Il
wodzie prochnicowe in
vitro[92]

Hydrofobowy, nie
rozpuszcza sie Ww
wodzie tylko w
rozpuszczalnikach
organicznych

Chloryna E6 ksantenowy Penetruje gtebiej w
biofilm niz TBO [92]
Ro6z bengalski (RB) | ksantenowy Gram+i Gram- | 550, typ Il
bakterie
Erytrozyna (ER) ksantenowy Gram+ i  Gram- | 530 [98]
bakterie jamy ustnej
[92]
Emundo® zielen Przeciwgrzybicze 810 [96]
indocyjaninowa
[96]

Btekit metylenowy jest najbardziej znanym barwnikiem dziatajgcym na Candida albicans,
C. dubliniensis, C. krusei i C. tropicalis [97].

Czasami dodanie azydku sodu, jodku potasu do bfekitu metylenowego lub innych
barwnikéw fenotiazynowych wzmacnia stan trypletowy i zwieksza skutecznos¢ zabijania

[86].
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TBO tatwo przenika przez btone bakteryjng, jego wspodtczynnik przepuszczalnosci
przezbtonowej jest wiekszy jak u innych fotouczulaczy [92]. Niewielkie rozmiary,
znakomita rozpuszczalnos¢ w wodzie, hydrofilowosc¢ i kationowy charakter oraz mozliwosc
tworzenia dimerdw ufatwiajg wigzanie sie tego barwnika z bftonami komodrkowymi
drobnoustrojow W wyniku fotoaktywacji ulega alokacji docierajgc do btony komérkowej i
cytoplazmy.Uznany jest za najskuteczniejszy fotouczulacz wobec periopatogenéw [90] a

takze Candida spp.

Btekit metylenowy

H,N S = I}J/CHQ’
CHs

Btekit toluidyny Orto

N o
HSC\[}] S \N:CHS
C CH3

Hs

Rycina 4. Fotouczulacze zastosowane w badaniach.

W terapii fotodynamicznej niezwykle wazine jest, aby maksymalna absorpcja
zastosowanego fotosensybilizatora byta dostosowana do emitowanej dtugosci fali. W
przypadku wodnych roztworéw TBO maksymalna absorpcja zmienia sie wraz ze stezeniem
roztworu; dlatego planujgc badanie, nalezy dobra¢ Zrddto Swiatta w zaleznosci od
zastosowanego stezenia fotouczulacza [20].

W omawianej terapii ogromne znaczenie ma stezenie fotosensybilizatora stosowanego
przeciwko komérkom Candida spp. poniewaz wymagajg one okoto 10-krotnie wyzszego
stezenia TBO niz bakterie. Ze wzgledu na rozmiar komdrek (ok. 25-50 razy wieksze od
bakterii) i bardziej ztozong budowe (gruba sciana komdérkowa) [99].

Zrédtami $wiatta stosowanymi w PDT sg zazwyczaj lasery, diody elektroluminescencyjne

(LED) lub lampy o szerokim spektrum dtugosci fal. Lasery i diody LED wydajg sie by¢
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najbardziej odpowiednimi Zrédtami Swiatta. Mogg zapewni¢ najdoktadniejsze
dopasowanie do maksimum absorpcji PS, co skutkuje mniejszym nagrzewaniem tkanek i
optymalnym przebiegiem reakcji fotodynamicznej [100].

W terapii $wiattem stosuje sie lasery diodowe o dtugosciach fal 660 [55,56], 650 [63] i 635
nm [42], laser gazowy He-Ne 632,8 nm [53] oraz diody LED o maksymalnej emisji swiatfa
630-635 nm, lampy fluorescencyjne [99]. Dobdr lasera opiera sie na dopasowaniu do
barwnika fotouczulajgcego o odpowiednim maximum absorpcji.

Uzyskanie efektu leczniczego podczas PDT wymaga obecnosci trzech elementéw:
fotouczulacza (PS), Swiatta o okreslonej dtugosci fali (Swiatto widzialne i podczerwien) oraz
tlenu czgsteczkowego. Wystepujgc pojedynczo kazdy z tych sktadnikdw nie wykazuje
dziatania cytotoksycznego, natomiast razem czynniki te mogg inicjowac reakcje
fotodynamiczng, ktéra staje sie zrédtem reaktywnych form tlenu i/lub wolnych rodnikéw
prowadzgc do apoptozy komorki[101].

W wyniku naswietlenia fotouczulacza swiattem o dtugosci zgodnej z jego maximum
absorpcji dochodzi do wzbudzenia czasteczki fotouczulacza i przejscia z podstawowego
stanu singletowego (1PS) do wzbudzonego stanu singletowego (1PS* ). Nastepnie, na
skutek przejscia interkombinacyjnego (ang. Intersystem Crossing), fotouczulacz przechodzi
do stanu wzbudzonego trypletowego (3PS* ) i w tej postaci moze reagowaé¢ na dwa
sposoby w zaleznosci od dostepnosci tlenu (Ryc. 5.):

o Jesli tlen wystepuje w matym stezeniu dochodzi do | typu reakcji (mechanizm
wolnorodnikowy), w ktérej fotouczulacz przekazuje elektron ze stanu
trypletowego na substrat, czyli substancje z najblizszego otoczenia, ktéry wytwarza
reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species), takie jak nadtlenek
wodoru (H;0,), rodnik hydroksylowy (HOe- ), czy anio norodnik ponadtlenkowy
(02 e- ), ktére reagujg z elementami komérek prowadzgc do uszkodzenia bton
komodrkowych, DNA, zaburzenia czynnosci receptoréw

e W sytuacji wysokiego stezenia tlenu zachodzi Il typ reakcji. Dochodzi do transferu
energii z czgsteczki fotouczulacza, w wyniku czego tlen przechodzi z podstawowego
stanu trypletowego ( 30,) we wzbudzong forme singletowg ( 10,), ktdrg
charakteryzuje wysoka cytotoksyczno$é. Reaktywne formy tlenu uszkadzajg sciane
komodrkowg bakterii oraz inne komponenty komérkowe (biatka, DNA, lipidy), co w

konsekwencji prowadzi do $mierci drobnoustrojéw [89], [90], [95].
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Rycina 5. Mechanizm fototerapii- diagram Jabforiskiego. Rysunek wtasny na podstawie
[65], [86], [102]
Zalety fototerapii [65], [86], [88], [92], [103], [104]:

e kroétki czas potrzebny na zabicie komdrek drobnoustrojow

e nie powoduje obcigzenia uktadu odpornos$ciowego,

e skuteczna wobec szczepow opornych na konwencjonalne chemioterapeutyki,

e stosowanie fotouczulacza miejscowo na zainfekowane miejsce,

e nie uszkadza otaczajacej tkanki i nie zaktéca flory resztkowej,

e tatwos$¢ aplikacji, niewiele skutkéw ubocznych, matoprawdopodobne ryzyko

fotoopornosci.

49



4. CEL PRACY

Gtéwnym celem pracy byta ocena wptywu peptyddw przeciwdrobnoustrojowych, lasera i

fototerapii na biofilm jednogatunkowy i mieszany.

Cel pracy realizowano poprzez:

1. Ocene zdolnosci tworzenia biofilmu jednogatunkowego przez wybrane
mikroorganizmy izolowane z jamy ustnej: Candida albicans, Candida dubliniensis,
Streptococcus mutans, Lactobacillus rhamnosus.

2. Ocene zdolnosci tworzenia biofilmu mieszanego przez wyzej wymienione
mikroorganizmy.

3. Okredlenie oddziatywania drobnoustrojow w biofilmie bakteryjno-grzybiczym.

4. Analize aktywnosci peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych wobec biofilmu.

5. Okredlenie skutecznosci fotouczulaczy, lasera i terapii fotodynamicznej wobec

mieszanego biofilmu bakteryjno-grzybiczego.
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5. MATERIAL
5.1. SZCZEPY

Materiatem do badan byty szczepy kliniczne C. albicans, C. dubliniensis, S. mutans oraz
Lactobacillus rhamnosus, uzyskane z wymazow pobieranych z jamy ustnej pacjentéw z
nawracajacg grzybica (zgoda nr 198/2019) Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu. Wymazy pobierano w Prywatnym Centrum Stomatologicznym dr Macieja

Koztowskiego w Olesnicy. Zestawienie szczepdw przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Szczepy kliniczne zastosowane w pracy.

Nr Nazwa Nr Nazwa Nr Nazwa Nr Nazwa
szczepu szczepu szczepu szczepu

Candida spp. Streptococcus spp. Lactobacillus

Spp.

1 C. albicans 21 C. albicans 2 S. mutans 39 L. rhamnosus
2 C. albicans 22 C. albicans 40 L. rhamnosus
3 C. albicans 24.1 C. albicans 43 L. rhamnosus
4 C. dubliniensis 24.2 C. dubliniensis 44 L. rhamnosus
5 C. albicans 25 C. albicans 46 L. rhamnosus
6 C. albicans 44 C. albicans 50 L. rhamnosus
7 C. albicans 46 C. dubliniensis 56 L. rhamnosus
8 C. albicans 47 C. dubliniensis 61 L. rhamnosus
9 C. albicans 50 C. albicans 65 L. rhamnosus
10 C. albicans 54 C. albicans 68 L. rhamnosus
11 C. albicans 56 C. albicans 69 L. rhamnosus
12 C. albicans 63 C. albicans 76 L. rhamnosus
13 C. albicans 64 C. albicans 82 L. rhamnosus
14 C. albicans 65 C. albicans 83 L. rhamnosus
15 C. albicans 69 C. albicans 45 L. paracasei
16 C. albicans 72 C. albicans 52 L. fermentum
17 C. dubliniensis 75 C. albicans 58 L. plantarum
18 C. dubliniensis 76 C. albicans
19 C. dubliniensis 77 C. albicans
20 C. albicans 78 C. albicans

Do badan wtgczono rowniez szczepy wzorcowe pochodzgce z Amerykanskiej Kolekcji
Kultur Typowych: C. albicans (ATCC 90028), C. albicans (ATCC 10231), C. dubliniensis (ATCC
MYA 646), S. mutans (ATCC 25175) i L. rhamnosus (ATCC 9595).
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5.1.1. lzolacja i identyfikacja szczepow

Pobrane materiaty diagnostyczne posiewano na podtoze tioglikolanowe (Thioglycollate
Fluid Medium). Posiewy inkubowano przez 10 dni w temp. 37°C. Po okresie inkubacji

przesiewano po 50ul hodowli na nastepujgce podtoza:

e Sabouraud Dextrose with Chloramphenicol LAB Agar (inkubacja 5 dni w
warunkach tlenowych);
e MRS LAB Agar (inkubacja 48 h w warunkach beztlenowych);
e Columbia Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (inkubacja 48h w warunkach
podwyzszonego poziomu CO,).
Izolaty bakterii i grzybédw rozpoznawano wstepnie na podstawie morfologii kolonii oraz
mikroskopowo po wybarwieniu metodg Grama. Nastepnie uzyskane izolaty poddawano
identyfikacji z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik, Germany)
(Diagnostyka ul. Opolska Wroctaw). Wszystkie wyizolowane od pacjentéw szczepy podano

w tabeli 1.

5.1.2. Przechowywanie szczepow

Szczepy kliniczne jak i szczepy wzorcowe przechowywano w gtebokim zamrozeniu (-80°C)
w ptynnym podtozu TSB (tryptozowo-sojowy bulion) z dodatkiem 15% glicerolu w Katedrze
i Zakfadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Kazdy szczep

zamrazano w kilku powtdérzeniach.

5.2. PEPTYDY

W badaniach zastosowano dwa lipopeptydy: Pal-KKKK-NH, i Pal-CKKKKC-NH, (Pal — kwas
palmitynowy, C16) zawierajgcy wewnatrzczasteczkowe wigzanie disulfidowe. Peptydy
zsyntetyzowano w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego.
5.3. PODLOZA |1 ODCZYNNIKI

Columbia Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej - ( Becton Dickinson, Polska)
Brain-Heart Infusion Broth (BHI) - (Biomaxima, Polska)

Brain Heart Infusion Lab-Aga - (Biomaxima, Polska)
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de Man, Rogosa i Sharpe Agar (MRS LAB Agar) - (Biomaxima, Polska)

de Man, Rogosa i Sharpe Broth (MRS Broth) - (Biomaxima, Polska)
Sabouraud Dextrose with Chloramphenicol Lab-Agar - (Biomaxima, Polska)
Sabouraud Dextrose Broth - (Biomaxima, Polska)

Thioglycollate Fluid Medium - (Biomaxima, Polska)

Tryptic Soy Broth (TSB) - (Biomaxima, Polska)

Sacharoza cz. d. a - (Chempur Polska)

Chlorek sodu (NaCl) - (Chempur, Polska)

Fiolet krystaliczny roztwér 1% - (Chempur, Polska)

Etanol - (Honeywell, USA)

Menadion (Sigma - Aldrich , USA)

Aceton - (Warchem, Polska)

Izopropanol - (Warchem, Polska)

Kwas solny (HCI) - (Warchem, Polska)

Saponina - (Sigma-Aldrich, USA)

Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (MTT) - (Sigma-Aldrich , USA)
Congo Red - (Chempur, Polska)

FBS-ptodowa surowica bydleca - (Biowest Potudniowa Ameryka)

GenBag anaer - generator atmosfery (Biomerieux, Francja)

Gliceryna - (Warchem, Polska)

Btekit toluidyny (TBO Toluidyne Blue Orto) proszek - (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI,
USA)

Btekit metylenowy (MB Methylene Blue) roztwér - (Warchem, Polska)

5.4. LASERY

W badaniach wykorzystano lasery diodowe: Smart M LASOTRONIX zakres (405, 635, 808
nm) (LASOTRONIX, Piaseczno, Polska) oraz MMO LASER DUO zakres (660, 808 nm)

(MMOptics, Sdo Carlos, Brazylia). Lasery zastosowane w pracy przedstawiono Fotografii 1.
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6. METODY

6.1. HODOWLA SZCZEPOW | PRZYGOTOWANIE DO
DOSWIADCZEN

Przed kazdym cyklem doswiadczalnym szczepy namnazano w warunkach odpowiednich
dla kazdego mikroorganizmu:
e S. mutans hodowano na agarze BHI (Biomaxima) (37° C, 48h w warunkach
podwyzszonego poziomu CO,),
e L. rhamnosus na agarze MRS (Biomaxima) (37° C, 48h w warunkach beztlenowych),
e grzyby Candida na agarze Sabouraud Dextrose Broth (Biomaxima) (37° C, 48h w
warunkach tlenowych).
Zawiesiny drobnoustrojéw standaryzowano w podtozu odpowiednim dla kazdego
mikroorganizmu. Candida spp. - bulion Sabourauda z 5% sacharozg, Streptococcus mutans
- bullion BHI z 5% sacharoza, Lactobacillus spp. - bulion MRS. Gestos¢ 0,5 w skali
McFarlanda ustalono przy uzyciu Densytometru DEN-1 (Grant Instruments, Argenta) i
potwierdzono przez wyliczenie wartosci CFU/mL po ilosSciowym wysianiu grzybéw na
podtoze state Sabourauda, paciorkowcéw na agar BHI i pateczek na L. rhamnosus na MRS
Agar. Warto$¢ CFU/mL rédwnowazng skali 0,5 McFarlanda dla poszczegdlnych gatunkow

przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 6.).
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Tabela 6.

Gestos¢ zawiesiny bakterii i grzybéw w skali 0,5 McFarlanda przeliczona na

CFU/mL

Candida | CFU/mL | Candida | CFU/mL | Streptococcus | CFU/mL | Lactobacillus | CFU/mL
0,5 0,5 0,5 0,5

1 1,4 x10° | 21 2,3x10° | 2 1,54x10° | 39 1,2x108
2 1,77x10° | 22 2,2x10° | ATCC 25175 | 1,4x10° | 40 1,5x10°
3 2,7x10° | 241 3,9x10° 43 2,16x10°
4 1,3x10° | 24.2 2,5x10° 44 1,64x10°
5 4,0x10° | 25 3,6x10° 46 1,53x10°
6 1,7x10° | 44 2,4x10° 50 2,7x10°
7 3x10° 46 6,5x10° 56 6,4x10°
8 3,75x10° | 47 2,27x10° 61 5,3x10°
9 2,3x10° | 50 6,0x10° 65 4,4x10°
10 3,6x10° | 54 2,75x10° 68 1,14x10°
11 3,1x10° | 56 6,0x10° 69 1,44x10°
12 2,1x10° | 63 2,4x10° 76 2,36x10°
13 1,73x10° | 64 1,4x10° 82 2,2x10°
14 1,83x10° | 65 7x10° 83 1,7x10®
15 1,8x10° | 69 1,5x10° 45 3,3x10°
16 2,4x10° | 72 1,8x10 52 2,3x10°
17 3,5x10° | 75 1,4x10° 58 4,3x108
18 3,7x10° | 76 1,3x10° ATCC 9595 3,8x108
19 1,4x10° | 77 1,4x10°

20 1,8x10° | 78 1,3x10°

ATCC 1,43x10° | ATCC 1,4x10°

90028 10231

MYA646 | 1,63x10°

6.2. BADANIA NAD BIOFILMEM

Badania prowadzono w 2 etapach wg schematu przedstawionego ponizej (Schemat 1).
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Schemat 1. Wykaz eksperymentow prowadzonych w ramach niniejszej pracy.
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Legenda do schematu: *CAN, SM, LAC - (biofilm jednogatunkowy Candida spp. S. mutans,

Lactobacillus spp.); CAN-SM, SM-LAC, CAN-LAC - (biofilm dwugatunkowy); CAN-SM-LAC -
(biofilm trzygatunkowy); *24H, 48H - (czas hodowli biofilmu 24 godz, 48 godz.) *CAN=43 -
(ilos¢ szczepdw Candida spp.), *SM=2 - (ilos¢ szczepow S.mutans), *LAC=18 — (ilos¢

szczepow Lactobacillus spp.)

6.2.1. Analiza mikrobiologiczna biofilmow

W pierwszym etapie badan zastosowano metode tworzenia biofilmu na dnie 96-
studzienkowej ptytki polistyrenowej z ptaskim dnem (FL Medical, Equimed) [59].

Doswiadczenia przeprowadzono dla 3 modeli biofiimdéw: jedno, dwu i trzygatunkowego.
Odpowiednig ilos¢ zawiesiny mikroorganizméw (tabela 7) o gestosci 0,5 w skali
MacFarlanda umieszczano w dotkach ptytki titracyjnej osiggajac ostatecznie objeto$é 250
pl. Ptytki inkubowano w 37°C przez 24 i 48 godzin w warunkach podwyzszonego poziomu
CO,. W przypadku biofilmu Candida hodowle prowadzono w warunkach tlenowych,

natomiast dla biofilmu Lactobacillus w warunkach beztlenowych z wykorzystaniem

generatora atmosfery (Biomeriueux).

Tabela 7. Schemat tworzenia biofilmu w dotkach ptytki titracyjne;j.

BIOFILM
jednogatunkowy dwugatunkowy trzygatunkowy | kontrola
100 ul | 100 ul | 100 pl | 100ul 100 pl SM 100 pl | 100 pl SM +100 pl | 100 pl SM
2 *SM *CA/*CD *LAC CA/CD CA/CD CA/CD +100
NG) CA/CD
‘o
—
+—
©c n
c 3
‘- O +100 pl | +50 ul | +50 ul | +50 pl LAC
25 *SM *LAC LAC
z2 0
N o
SUMA | 100 pl 100 pl 100 pl 200 pl 150 pl 150 pl 250 pl 200 pl
150 pl BHI | 150 pl | 150 pl MRS | 25 pl BHI z | 100 pl BHIz | 100 ul 25 pl BHI z
z25% Sabouraud | bulion 5% 5% Sabouraud 5%
sacharoza az5% sacharozg sacharozg az5% sacharozg
" sacharoza +25 ul sacharoza +25 ul
‘N Sabourauda Sabourauda z
e z 5% 5%
©
Ie) sacharozg sacharozg
o 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250ul

Legenda: *Zawiesina o gestosci 0,5 stopni McFarlanda (C. albicans), *CD (C. dubliniensis),
*SM (S. mutans), *LAC (Lactobacillus spp.).
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W pierwszej czesci badan ocenie zdolnosci tworzenia biofilmu poddano wszystkie
analizowane szczepy grzybéw rodzaju Candida oraz bakterie S. mutans i Lactobacillus spp.
tworzac z nich jednogatunkowy biofilm (tabela 1). W przypadku biofilméw mieszanych (2 i

3 gatunkowych) —szczepy tgczono w kombinacji iloczynu kartezjanskiego (kazdy z kazdym).

6.2.1.1. Analiza tworzenia biofilmu przez iloSciowe oznaczenie catkowitej

biomasy testem z fioletem krystalicznym metoda spektroskopii

Po utworzeniu biofilmu, jak opisano powyzej, biomase biofilmu oznaczono ilosciowo w
oparciu o test z fioletem krystalicznym (FK) wedtug Peeters et al. z modyfikacjami[105].
Utworzone biofilmy ptukano 3 krotnie w 0,9 % NaCl i utrwalano przez suszenie 45 min w
temperaturze pokojowej. Nastepnie do wszystkich studzienek dodawano 250 ul 0,1%
roztworu fioletu krystalicznego (Chempur, Polska). Po 20 min nadmiar FK usuwano przez
przemycie 3-krotne wodg destylowang i pozostawiano do wysuszenia na 45 min.
Ostatecznie, zwigzany FK zostat uwolniony przez dodawanie 200 pl 95% etanolu
(Honeywell, USA). Absorbancje mierzono przy A=540 nm czytnikiem mikroptytek Biochrom
Asys UVM 340 (Biochrom Ltd, USA). Wszystkie etapy prowadzono w temperaturze
pokojowej. Test FK przeprowadzono w trzech powtdérzeniach. Metode zastosowano do
wszystkich szczepdw opisanych w tabeli 1). W zaleznosci od poziomu absorbancji zdolnos¢
tworzenia biofilmu przez szczepy w biofilmach 1,2 i 3 gatunkowych oceniano wg

kryterium:

Ujemny OD (<0,200);
Staby OD (0,200-0,5);
Umiarkowany OD (0,5-0,999);
Silny OD (21,0)[106].

6.2.1.2. Analiza zywotnosci i metabolizmu komoérek w biofilmie testem z

MTT metoda spektroskopii

Po utworzeniu biofilmu, jak opisano powyzej, oznaczano aktywnos$¢ metaboliczng czyli
ilos¢ zywotnych komérek w biofilmie in vitro z wykorzystaniem soli tetrazoliowej MTT(3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Utworzone biofilmy ptukano

2 krotnie w 0,9 % NaCl, nastepnie dodawano do kazdego dotka 118 pl ptynnego podtoza
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BHI z 5% sacharozg, 30 pul MTT (Img/ml) i 2 pl (1 mM menadionu w 100% acetonie).
Biofilm pozostawiono do inkubacji 2-3h w 37°C w warunkach tlenowych w ciemnosci. Po
tym czasie do kazdego dotka dodawano 60 pul kwasnego izopropanolu (95 ml izopropanolu
+5ml 1M HCI) powodujagc po 10 minutowym wytrzgsaniu rozpuszczenie formazanu.
Obecnos¢ fioletowego formazanu powstajgcego w wyniku redukcji MTT przez zywe
komorki analizowano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=550 nm czytnikiem
mikroptytek Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd, USA). Test MTT przeprowadzono w
dwdéch powtdrzeniach. Metode zastosowano do wszystkich szczepdw opisanych w tabeli
1. llos¢ barwnika formazanowego byta wprost proporcjonalna do liczby Zzywych

mikroorganizmoéw [39], [107], [108].

6.2.1.3 Analiza biofilmu jedno/dwu i trzygatunkowego na podstawie

liczby CFU/mL

Po utworzeniu biofilmu (24 i 48 godziny inkubacji) jak opisano w pkt 6.2.1. Analiza
mikrobiologiczna biofilméw - studzienki ptytki titracyjnej przemyto dwukrotnie 0,9% NaCl.
Nastepnie do kazdego dotka dodano 50 ul 0,5% saponiny i biofilm przylegajgcy do dna i
Scianki dotka ptytki oderwano przez wydrapywanie biofilmu z kazdej studzienki jatowa
wymazowka. Nastepnie wytrzgsano jg przez 1 minute za pomocga vortex Microspin FV-
2400 (Biosan, Biogenet Polska) w probéwce typu eppendorf z 250 pl saponiny do
uzyskania homogennosci. Z otrzymanego roztworu przygotowano seryjne rozciefczenia i
porcje po 40 ul wysiewano na podtoza state.

Biofilm jednogatunkowy: podtoza odpowiednie dla C. albicans i C. dubliniensis-

Sabourauda Agar, dla S. mutans-BHI Agar;

Biofilm dwu-gatunkowy grzybowo-bakteryjny: Candida-S. mutans wysiewano z 2 takich

samych dotkdw- z jednego na Sabourauda Agar, z drugiego dotka na BHI Agar;- z czego na
agarze BHI rosty zaréwno grzyby jak i bakterie.

Biofilm trzygatunkowy : Candida-S.mutans-Lactobacillus wysiewano z 2 takich samych

dotkdéw- z jednego na Sabourauda Agar, z drugiego dotka na BHI Agar; z czego na BHI Agar

rosty zardwno S. mutans , Candida spp. jak i L. rhamnosus.
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Po seryjnym rozcieficzeniu i posianiu na podtoza state, ptytki inkubowano w 37°C przez 48
h w warunkach podwyzszonego poziomu CO,. Po tym czasie zliczano wyroste kolonie i
okreslano liczbe jednostek tworzgcych kolonie (CFU) wg wzoru:

CFU/mL= $rednia ilos$¢ kolonii x odwrotnos¢ rozcienczenia x 25 (1000ul/40pl)

Badanie przeprowadzono w 2 powtdrzeniach [109], [110].

6.2.2. Oznaczanie pH w biofilmie 24 i 48 godzinnym

Pomiaru pH dokonywano w momencie rozpoczecia tworzenia biofilmu w czasie Tg, po 24h
(To4) i po 48h (T4g). Warto$¢ odczytywano na uniwersalnych paskach wskaznikowych do
szybkich testow pH (Macherey-Nagel) z dofaczong skalg barwng, umozliwiajgca szybka

interpretacje wynikéw.
6.2.3. Badanie wplywu L. rhamnosus oraz S. mutans na

filamentacje C. albicans i C.dubliniensis

Test filamentacji przeprowadzono na 24-dotkowych ptytkach do hodowli komérkowe;j
(Sarstedt, Niemcy) zgodnie z metodologia opisang przez Vilela, Barbosa i in. [111]-[113] z
pewnymi modyfikacjami. Do badania filamentacji in vitro oceniano nastepujgce grupy

badane i kontrolne (Tab. 8):
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Tabela 8. Schemat dziatania w badaniu wptywu L. rhamnosus oraz S. mutans na

filamentacje Candida spp.

Wptyw Lactobacillus rhamnosus Wptyw Streptococcus mutans
Probki badane
e interakcja komdrkowa (C. albicans e interakcja komédrkowa (C. albicans
+ komorki L. rhamnosus + komorki S. mutans
e oddziatywanie supernatantu (C e oddziatywanie supernatantu (C.
albicans + supernatant L. albicans + supernatant S. mutans).
rhamnosus).

800 pl wody destylowanej + 100 pl 100% ptodowej surowicy bydlecej (Biowest) i+100
ul zawiesiny Candida (0,5 MFa)+ 50 pl komoérek L. rhamnosus lub supernatantu L.

rhamnosus oraz 50 ul komdrek S.mutans lub jego supernatantu

Prébki kontrolne

e kontrola NaCl (C. albicans + NaCl),
e kontrola MRS (C. albicans + bulion MRS),

e kontrola BHI (C. albicans + bulion BHI),

800 ul wody destylowanej + 100 pl 100% ptodowej surowicy bydlecej (Biowest) i+100 pl
zawiesiny Candida (0,5 MFa)+ 50 pul NaCl/bulion MRS/bulion BHI

Prébki badane stanowity 1ml zawiesiny komérek Candida w obecnosci 10% surowicy
bydlecej (800 ul wody destylowanej z dodatkiem 100 pl 100% ptodowe] surowicy bydlecej
(Biowest) i 100 ul zawiesiny Candida (0,5 w skali McFarlanda), ktére umieszczano w
dotkach ptytki. Nastepnie do kazdego dotka dodawano 50 pl komdrek L. rhamnosus lub
supernatantu L. rhamnosus a takze 50 ul komérek S.mutans lub jego supernatantu.

W grupach kontrolnych do kazdego dotka oprécz 1 ml zawiesiny Candida z 10% surowicg
dodano 50 pul bulionu MRS (kontrola MRS); 50 pl bulionu BHI (kontrola BHI) lub NaCl
(kontrola NaCl). Ptytki inkubowano w temp. 37 ° C przez 24 godziny w eksykatorze.
Nastepnie 50 pl zawiesiny ze studzienki rozprowadzono na szkietku podstawowym i
obserwowano pod mikroskopem swietlnym Olympus CX 22 LED przy powiekszeniu 400x.
Analizowano dziesie¢ mikroskopijnych pdl na szkietko a wynik (0-5) zostat przypisany do

kazdego pola zgodnie z liczbg obserwowanych strzepek.

62



Wynik: O, ( brak strzepek);
1, (1-10 strzepek);
2, (11-20 strzepek);
3, (21-30 strzepek);
4, (31-40 strzepki);
5, (ponad 41 strzepek) [111]-[114].

6.2.4. Oznaczanie produkcji egzopolisacharydu (EPS)

W badaniu wykorzystano test wigzania Czerwieni Kongo (CR), ktdry stuzy do oceny
produkcji (EPS). Oznaczanie przeprowadzono metodg wg Kulshrestha [115] z
modyfikacjami wtasnymi. Metoda polegata na utworzeniu biofilmu wg ustalonego
schematu w 96 dotkowej ptytce titracyjnej (tabela 3). Po 24h inkubacji w temp. 37° C w
eksykatorze z kazdego dotka usunieto pozywke i przemyto 0,9% NaCl.

Préoby badane:

Do dotkéw z biofilmem dodano 100 ul swiezej pozywki i 50 ul (0,5 mM) CR (Congo Red)
(Chempur, Polska). llo$¢ i rodzaj pozywki byt uzalezniony od rodzaju biofilmu:

Biofilm jednogatunkowy: po 100 pl pozywki (Sabouraud bullion z 5% sacharozg, BHI
bullion z 5% sacharozg i MRS bulion) odpowiednio dla Candida spp., S. mutans i L.
rhamnosus.

Biofilm dwugatunkowy grzybowo-bakteryjny: po 50 ul pozywki dla jednego gatunku i 50
ul pozywki odpowiedniej dla 2 gatunku. (Sabouraud bullion z 5% sacharozg, BHI bullion z
5% sacharozg, MRS bullion.

Dla biofilmu trzygatunkowego do dotka dodawano po 50 pl kazdej pozywki
(odpowiednio dla gatunku) co stanowito 150 pl, dlatego proporcjonalnie do jej ilosci
dodawano 75 ul (0,5 mM) CR.

Prdby kontrolne:

Do dotkéw bez biofilmu dodano 100 ul swiezej pozywki i 50 ul (0,5 mM) CR (Congo Red).
llos¢ i rodzaj pozywki byt zwigzany z rodzajem badanego biofilmu jak w prébach badanych.
Catos¢ inkubowano 60 min w temp. 37° C. Nastepnie zawiesine z kazdego dotka
przenoszono do probowek typu eppendorf (Sarsted) i wirowano 5 min w wirdwce
Spectrafuge 24D (Labnet Inc. USA) przy obrotach 10000xg. W dalszej kolejnosci

supernatanty przenoszono do dotkdéw ptaskodennych ptytki titracyjnej i wyznaczano OD
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przy dtugosci fali A=490 nm za pomoca czytnika Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom
Ltd,USA).

Szczep kontrolny (dodatni) produkujagcy w dobrym stopniu egzopolisacharyd (EPS)
stanowit wzorcowy Staphylococcus epidermidis ATTC 35984. Biofilm utworzono ze 100 ul
zawiesiny tego szczepu 0,5 w skali McFarlanda i 150 pl podtoza TSB. Nastepnie
prowadzono inkubacje w temp. 37°C w warunkach tlenowych. Po 24h inkubacji z dotka
usunieto pozywke, przemyto 0,9% NaCl i dodano 100 ul swiezej pozywki TSB bulion + 50ul
(0,5mM) CR (Congo Red) (Chempur, Polska). Catoé¢ inkubowano 60 min w temp. 37° C i

postepowano jak wyzej.

llos¢ zwigzanego egzopolisacharydu liczono wg wzoru:

OD préby kontrolnej- OD préoby badanej= OD zwigzanej Czerwieni Kongo (CR)

potwierdzajacej ilos¢ wyprodukowanego EPS.

6.2.5. Antagonizm L. rhamnosus wobec szczepow Candida spp. i S.

mutans.

Do badania antagonistycznego dziatania Lactobacillus na wzrost grzybéw Candida oraz S.
mutans zastosowano zmodyfikowang metode agarowg, ktdra polegata na zastosowaniu
podtdéz dwuwarstwowych. Pierwszg warstwe na ptytce Petriego (FL Medical, Equimed) o
$rednicy 8cm stanowito podtoze MRS Agar (10 ml 1,2% agaru) (Biomaxima) na ktérym
posiewano w formie paska o szerokosci 2 cm szczep Lactobacillus. Ptytki inkubowano 48h
w warunkach beztlenowych z uzyciem generatoréw atmosfery GenBag anaer
(Biomerieux). Po tym czasie na wierzch wylewano drugg warstwe podtoza. W przypadku
badania grzybéw wylewano podfoze Sabouraud Agar (13 ml 0,7% agaru). Natomiast w
przypadku badania S. mutans wylewano BHI Agar (13 ml 0,7% agaru). Po zastygnieciu
wierzchniej warstwy na podtoze wysiewano 100 ul zawiesiny grzybéw z rodzaju Candida
oraz S. mutans o gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Nastepnie ptytki umieszczano na 2h do

lodéwki (4°C), a potem inkubowano 48h w temp. 37°C w warunkach eksykatora dla S.
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mutans i w warunkach tlenowych dla C. albicans. Uzyskane wyniki odczytano wg

nastepujacej legendy (Fot. 3.):

Fotografia 3. Dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec szczepdéw Candida wyrazone
w stopniach (-) do (+-+++)

- Brak dziatania antagonistycznego Lactobacillus spp. wobec Candida spp./S. mutans - nie
zaobserwowano zadnej strefy zahamowania wzrostu Candida/ Streptococcus wzdtuz paska
ze wzrostem szczepu Lactobacillus.

+ CzeSciowe dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec Candida/ Streptococcus-
obserwuje sie lekkie przyhamowanie wzrostu Candida jedynie nad paskiem ze wzrostem
szczepu Lactobacillus.

++ Wyrazne dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec Candida - obserwuje sie
wyrazne przyhamowanie wzrostu Candida/ Streptococcus nad paskiem z wymazanym
szczepem Lactobacillus czasami wyrazniej w jego gornej i dolnej czesci.

+++ Bardzo silne dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec Candida/ Streptococcus-
obserwuje sie wyrazne przyhamowanie wzrostu Candida/Streptococcus nad paskiem i

poza jego powierzchnig wzdtuz catej linii posiewu szczepu Lactobacillus [116].
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6.3. WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA DOJRZALY BIOFILM

6.3.1. Ocena aktywnosci peptydow wobec analizowanych

szczepow

6.3.1.1. Wyznaczenie MIC peptydow wobec analizowanych szczepow MIC
(ang. Minimal Inhibitory Concentrations)

Wartos¢ MIC peptydéw wzgledem analizowanych szczepow (tabela 4) wyznaczono z
zastosowaniem metody mikrorozcienczen peptydu w podfozu ptynnym wg wytycznych
CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) [117], [118].

Ze $wiezej hodowli analizowanych szczepdw przygotowywano zawiesine odpowiadajgca
gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Po 100-krotnym rozcienczeniu zawiesiny 20 pl dodawano
do odpowiednich dotkéw ptytki 96-dotkowej z rozciericzeniem danego peptydu w postepie
geometrycznym (256 pg/ml - 0,5 ug/ml). Po okresie inkubacji (37°C 24h, warunki gazowe
odpowiednie dla danego mikroorganizmu; przy mieszance gatunkdw stosowano
podwyzszony poziom CO;) i zakropieniu dotkdéw ptytki zwigzkiem tetrazoliowym MTT
(Sigma) odczytywano wartos¢ MIC, ktorg stanowita najmniejsza ilos¢ leku niezbedna do
zahamowania wzrostu mikroorganizmaow.

Kontrole wzrostu stanowita hodowla mikroorganizmdw, kontrole jatowosci samo podtoze.

6.3.1.2. Wyznaczanie wartosci minimalnego stezenia eradykujacego
biofilm MBEC (ang. Minimal Biofilm Eradication Concentration)

Ze swiezej 24 godzinnej hodowli analizowanych szczepéw (29) przygotowywano zawiesine
drobnoustrojow odpowiadajgcg gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Po 10-krotnym
rozcienczeniu zawiesiny dodawano po (100 pl) do odpowiednich dotkéw ptytki 96-
dotkowej. W przypadku biofilmu wielogatunkowego drobnoustroje dodawano w
odpowiednich proporcjach (biofilm 2-gatunkowy: 50ul Candida spp. i 50ul S. mutans |,
biofilm 3-gatunkowy: 40 ul Candida spp., 40 ul S. mutans i 20 ul L. rhamnosus). Po okresie
inkubacji (37°C, 24h, warunki gazowe odpowiednie dla danego mikroorganizmu; przy
mieszance gatunkéw stosowano podwyzszony poziom CO,), ptytke przeptukiwano 3-
krotnie 0,9% roztworem NaCl. Po dodaniu do kazdego dotka 100 ul podfoza (przy
mieszance gatunkéw ptynne podtoze BHI z 5% sacharozg (Biomaxima) dodawano peptyd i

rozcieiczano go w postepie geometrycznym uzyskujgc zakres stezen 256 ug/ml - 0,5
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ug/ml. Po okresie inkubacji i zakropieniu dotkdw ptytki zwigzkiem tetrazoliowym MTT
(Sigma) dla grzybow i mieszanki gatunkéw) odczytywano wartos¢ MBEC - najmniejsza ilos¢
leku niezbedna do eradykacji biofilmu.

Kontrole wzrostu stanowit niczym nietraktowany biofilm mikroorganizméw, kontrole
jatowosci samo podtoze.

6.3.1.3. Ocena wpltywu stezen rownych wartosci MIC, MBEC na
eradykacje biofilmu dojrzatego - metoda z fioletem krystalicznym
Oceniajac wptyw peptydu na redukcje macierzy biofilmowej w pierwszym etapie
doswiadczenia utworzono biofilm w dotkach ptytki 96-dotkowej (24h/, 37°C), a nastepnie
dodawano peptyd oceniajgc jego wptyw na redukcje macierzy biofilmowe;.

Po okresie inkubacji z peptydem, dofki ptytki przeptukiwano 3- krotnie 0,9% NaCl, suszono
45 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie dodawano 200 ul 0,1% roztworu fioletu
krystalicznego (Chempur, Polska). Po 20 minutach nadmiar fioletu usuwano (2-krotne
ptukanie) i pozostawiano do wysuszenia (30 min). Po dodaniu 200 pl 95% etanolu
(Honeywell, USA) do kazdego dotka ptytki i doktadnym wymieszaniu, ptytke odczytywano.
Absorbancje mierzono przy dfugosci fali 540 nm z zastosowaniem czytnika ELISA Biochrom
Asys UVM 340 (Biochrom Ltd,USA). Badanie przeprowadzono w 2 powtdrzeniach [117],
[118].

6.3.1.4. Ocena wplywu stezen rownych wartosci MIC, MBEC na

eradykacje biofilmu dojrzatego - metoda oznaczenia wartosci jednostek
tworzacych kolonie (CFU/mL)

Oceniajac wptyw peptydu na zmniejszanie matrycy biofilmowej w pierwszej kolejnosci
doswiadczenia utworzono biofilm przez umieszczenie w dotkach ptytki 96-dotkowej (24h/,
37°C) rozciericzonej 10-krotnie zawiesiny badanych szczepéw w bulionie Sabourauda z 5%
sacharoza, BHI z 5 % sacharozg i MRS (biofilm 1gatunkowy), w bulionie BHI z 5% sacharozg
(biofilm 2 i 3 gatunkowy). Po utworzeniu biofilmu najpierw przemywano go 2-krotnie 0,9%
NaCl po czym dodawano peptyd. Po 24h inkubacji ptytki przeptukiwano 0,9% NaCl, biofilm
zdrapywano za pomocg bawetnianej jatowej wymazowki, po czym koncéwke tamano i
umieszczano w 0,5% roztworze saponiny (Sigma). Cato$¢ wytrzagsano (I1minuta) i
posiewano ilosciowo (BHI agar dla mieszanego biofilmu). Po okresie inkubacji zliczano
wyroste kolonie i oceniano ilos¢ jednostek koloniotwdrczych na 1 mililitr zawiesiny

(CFU/mL). Wartos¢ CFU/mL wyliczano wg wzoru:
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CFU/mL = $rednia ilo$¢ kolonii x odwrotnosc¢ rozcieniczenia x 25 (1000ul/40ul)
Badanie przeprowadzono w 2 powtdrzeniach.
6.3.2. Ocena skutecznosci fototerapii zastosowanej w badaniach

W badaniach wykorzystano 2 fotouczulacze (P):

1. Btekit toluidyny (TBO Toluidyne Blue Orto) proszek (Aldrich Chemical Co.,

Milwaukee, WI, USA) w — barwnik w stezeniu 1 mg/ml (0,1 %) rozpuszczono w
wodzie do iniekcji i przefiltrowano przez sterylny filtr o wielkosci 0,22 um (Sdo
Carlos, Brazylia). Po filtracji roztwoér fotouczulacza przechowywany w ciemnosci w
4°C [119].

2. Btekit metylenowy (BM Methylene Blue) (Warchem, Polska) - gotowy roztwor,

barwnik w stezeniu 0,1 % (1 mg/ml). Przechowywany w temp. pokojowej [120],
[121].
Fototerapie prowadzono przy uzyciu laseréw diodowych: Smart M LASOTRONIX zakres
(405, 635, 808 nm) (LASOTRONIX, Piaseczno, Polska) oraz MMO LASER DUO zakres (660,
808 nm) (MMOptics, Sdo Carlos, Brazylia) Fot.2

6.3.2.1. Ustalenie optymalnego czasu wchianiania fotouczulaczy uzytych

w doswiadczeniu dla mieszanych zawiesin planktonowych.

Do oceny absorpcji fotouczulacza (P) przygotowywano zawiesine szczepow o gestosci 0, 5
w skali McFarlanda. W probdwkach typu eppendorf umieszczono 100 pl zawiesiny
Candida spp. (1 gatunek), 100 pl Candida spp. i 100 pl S. mutans (2 gatunki) oraz 100 pl
Candida spp., 100 pl S. mutans i 100 ul L. rhamnosus (3 gatunki).Tak przygotowane
zawiesiny umieszczano na szkietko podstawowe w ilosci 50 ul i dodawano do 5 ul
badanych fotouczulaczy (TBO, BM). Po doktadnym wymieszaniu i przykryciu szkietkiem
nakrywkowym preparaty oglagdano w mikroskopie Olympus CX22 w czasie rzeczywistym.
Zdjecia zapisywano w czasie 30 s, 1 min, 2 min, 4 min, 6 min, 7 min, 10 min od momentu

dodania fotouczulacza.
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6.3.2.2. Wplyw fototerapii na wybrane biofilmy jamy ustnej

Do badan z laserem wybrano zestawy szczepdéw (tabela 11). Zastosowano metode
tworzenia biofilmu na dnie ciemnej 96-studzienkowej ptytki do mikromiareczkowania (SPL
Life Sciences, Pocheon, Korea) zgodnie z opisem w 6.2.1. Analiza mikrobiologiczna

biofilmoéw (tabela 7).

Po utworzeniu biofilmu podjeto nastepujgce czynnosci: usuniecie planktonu, przemycie
biofilmu (2x 0,9% NaCl).
Kolejno biofilm jedno, dwu i 3 gatunkowy poddano czterem warunkom doswiadczalnym z
uzyciem lub bez fotouczulacza (P) i lasera (L).
e | grupa kontrolna (P-L-) + 50 ul 0,9% NaCl
e |l grupa fotouczulajaca ( P+L-) + 50 pl fotouczulacza (P) (0,1% TBO, 0,1% BM),
sensybilizacja 10 min w temp. 25 °C;
e |ll grupa swietlna (P- L+) + 50 pl 0,9% NaCl + naswietlanie laserem (L)
e |V grupa PDI (P+L+) + 50 pl fotouczulacza (P) - uczulanie 10 min w temp. 25°C+
naswietlanie laserem (L)
Do grupy | oraz Ill dodano 50 pl 0,9% NaCl. Do grupy Il i IV dodano 50 pl fotouczulacza i
pozostawiono 10 min w celu uczulenia. Grupe Il i IV poddano naswietlaniu $wiattem
lasera (Fot.4.). Parametry laseroterapii jak i fototerapii (tabela 9) zostaty wybrane na
podstawie wczesniejszych badan z laserem. Wszystkie dotki przemyto 2x 0,9% NaCl [97],

[100], [122].

Tabela. 9. Parametry fototerapii zastosowane w doswiadczeniu

Parametry fototerapii

barwnik | Laser Dtugos¢ | Moc | Czas naswietlania Odlegtos¢ od
fali powierzchni

naswiatlanej

TBO Lasotronix | 635 nm 400 30s 1,5 3 min 11 mm

0,1% mWwW min

BM 0,1% | MMO 660 nm 100 30s 1,5 3 min 11 mm
mW min
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Tabela 10. Parametry czasowo-przestrzenno-energetyczne zastosowane w przypadku obu

laserow.

Laser Czas Fluencja Moc Energia
(s) gestosc (mWw) dawki
energii (J)
(J/cm?)
Lasotronix 30 24 400 12
0,25 cm’ 90 72 400 36
180 144 400 72
MMO 30 100 100 3
0,03cm’ 90 300 100 9
180 600 100 18

Tl B

Fotografia 4. Lasery w czasie pracy: a Laser Smart M LASOTRONIX b. Laser MMO LASER
DUO.

Zaréwno biofilm jedno, dwu jak i 3 gatunkowy poddane czterem warunkom
doswiadczalnym: | grupa kontrolna (P-L-); Il grupa fotouczulajaca ( P+L); Il grupa swietlna

(P- L+) oraz IV grupa PDI (P+L+), zostaty przeanalizowane pod katem ilosci kolonii

70



tworzacych jednostki CFU/mL oraz oznaczono biomase biofilmu z wykorzystaniem 0,1%
fioletu krystalicznego.
6.3.2.3. Wplyw lasera na biofilm dojrzaly - analiza biomasy metoda z

fioletem krystalicznym.

Po terapii laserem biofilmy ptukano 3 krotnie 0,9 % NaCl i utrwalano przez suszenie 45 min
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie do wszystkich studzienek dodawano 250 ul 0,1
% roztworu fioletu krystalicznego (FK) (Chempur, Polska). Po 20 min FK usunieto,
przemywano dotki 3-krotne wodg destylowang i pozostawiono do wysuszenia (temp.
pokojowa, 20 min). Fiolet zostat wyeluowany etanolem (200 pl 95%) (Honeywell, USA).
Absorbancje mierzono przy A=540 nm czytnikiem ELISA Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom
Ltd,USA).

6.3.2.4. Wplyw dzialania laseroterapii i fototerapii na biofilm - analiza

biofilmu na podstawie liczby CFU/mL

Po 24h inkubacji ptytki przeptukiwano 0,9% NaCl, biofilm zdrapywano za pomoca
bawetnianej jatowej wymazdéwki, po czym koncéwke tamano i umieszczano w 0,5%
roztworze saponiny (Sigma). Catos¢ wytrzasano (1 minuta) i posiewano ilosciowo na
podtoza (BHI agar dla mieszanego biofilmu). Po okresie inkubacji zliczano wyroste kolonie i
oceniano ilo$¢ jednostek koloniotwérczych na 1 mililitr zawiesiny (CFU/mL) [119], [123].
Wartos$¢ CFU/mL wyliczano wg wzoru:

CFU/mL= $rednia ilos$¢ kolonii x odwrotnosc¢ rozciericzenia x 1000/40

6.4. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng wykonano za pomocg programu Statistica 13 (Statsoft Polska). Dla
poréwnania rdznicy miedzy analizowanymi biofilmami 1,2,3 gatunkowymi wykorzystano
test kolejnosci par Wilcoxona (Etap |) zaréwno dla biomasy biofilméw jak i aktywnosci
metabolicznej. Korzystano rdwniez z testdw znakow. Za istotne statystycznie przyjeto
réznice z wartoscig wspodtczynnika p< 0,05.

W 1l etapie pracy analizujgc statystycznie wptyw peptyddw na redukcje biofilmu istotnosc¢

statystyczng obliczano tylko dla MBEC, jako wartos$ci wazniejszej.
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W ocenie wptywu peptydéw na biofilm (metoda z fioletem) zastosowano test Manna-
Whitneya z testem rdznic w pomiarach powtarzanych, test Shapiro-Wilka oraz test
Wilcoxona i test t dla pomiaréw powigzanych witgczajac poprawke Bonferroniego. Ocene
wptywu peptyddéw (metoda z CFU) analizowano testem t i testem Wilcoxona dla préb
zaleznych wiaczajac poprawke Bonferroniego. Za istotne statystycznie przyjeto rdznice z
wartos$cig wspotczynnika p<0,05.

Analizujac wptyw lasera( metoda z fioletem) na redukcje biomasy w biofilmie skupiono sie
na wartosciach (1,5min) dziatania lasera w biofilmach 24h. Zastosowano test Manna-
Whitneya (z poprawka na ciggtosé), test normalnosci réznic oraz test nieparametryczny -
ANOVA Friedmanna (nieparametryczna ANOVA dla pomiaréw powtarzanych). Za istotne
statystycznie przyjeto réznice z wartoscig wspoétczynnika p<0,05.

Wptyw laseroterapii na redukcje Candida spp., S.mutans i L.rhamnosus (metoda z CFU) w
biofilmach 1, 2 i 3 gatunkowywch oraz réznice miedzy tymi biofilmami oceniano stosujac
test t dla prob zaleznych i test kolejnosci par Wilcoxona z poprawka Bonferroniego. Za

istotne statystycznie przyjeto réznice z wartoscig wspodtczynnika p<0,05.

6.5. OBRAZOWANIE WYBRANYCH BIOFILMOW PRZY
WYKORZYSTANIU MIKROSKOPII

Do tej metody wytypowano szczep Candida albicans (nrll), S. mutans (nr2) i L. rhamnosus
(nrd6), z ktérych na okragtych szkietkach utworzono 3 gatunkowy biofilm wg metody
opisanej w punkcie 6.2.1. Biofilm hodowano 24h. Nastepnie struktury te poddano
dziataniu peptydow wartos¢ MIC 64ug/ml dla peptydu Pal-KKKK-NH, i MIC 8 pg/ml dla
peptydu Pal-CKKKKC-NH,.

Zastosowano fototerapie uprzednio uczulajgc biofilm przez 10 min barwnikiemTBO i BM.

Nastepnie biofilmy naswietlano laserem LASOTRONIX i MMO DUOQ przez 1,5min.

6.5.1. Konfokalna skaninngowa mikroskopia laserowa CLSM

Do analiz mikroskopowych biofilmy barwiono przez 20 minut barwnikami
fluorescencyjnymi: SYTO 9 i jodkiem propidyny (odczynnik LIVE/DEAD BacLightTM
Bacterial Viability Kit, ThermoFisher Scientific), rozcienczonymi roztworem buforowanej

soli fizjologicznej do koncowego stezenia zgodnie z instrukcjg producenta. Barwnik SYTO 9
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stosowany pojedynczo znakuje DNA w bakteriach i komédrkach eukariotycznych - zaréwno
z nienaruszonymi jak i z uszkodzonymi btonami. Jodek propidyny penetruje tylko komorki
z uszkodzonymi btonami, powodujgc zmniejszenie fluorescencji barwnika SYTO 9. Po
barwieniu preparaty utrwalono 4% formaldehydem przez 15 min, po czym formaldehyd
zastgpiono buforowanym roztworem soli fizjologicznej.

Obrazowanie wykonano za pomocg mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 przy uzyciu
obiektywu suchego 20x/0,75NA oraz dwdch laserow 488 nm (wzbudzanie SYTO 9) i 552
nm (wzbudzanie jodku propidyny). Emisje fluorescencji rejestrowano sekwencyjnie na
dwoch detektorach w zakresach 494-538 nm (SYTO 9) oraz 572-669 nm (jodek propidyny).
Pojedyncze ptaszczyzny optyczne zbierano w odstepach 0,688 um a objeto$¢ obrazowania
wynosita 6-25 um. Obrazowano przynajmniej 5 reprezentatywnych pdl widzenia dla
danego warunku eksperymentalnego.

Obrazy mikroskopowe przetwarzane byly w programie Imagel (NIH). Tréjwymiarowaq
objetosc¢ filtrowano najpierw filtrem mediany (promien r=2) w celu redukcji szumu tta.
Nastepnie za pomocg algorytmu wykonujgcego projekcje/zdjecie zawierajgce piksele o
najwyzszej intensywnosci sygnatu w ptaszczyznie XY (,maximum intensity projection”,
MIP) tworzono obraz dwuwymiarowy dla danego pola widzenia. Do oceny zywotnosci
biofilmu przeprowadzono operacje matematyczng na kanatach MIP (funkcja ,Image
Calculator”): obraz pokazujacy SYTO 9 podzielono przez odpowiadajgcy mu obraz jodku
propidyny, uzyskujgc zdjecie zawierajgce informacje o stosunku sygnatu SYTO 9 do sygnatu
jodku propidyny dla pojedynczych pikseli (wspdtczynnik zywotnosci (W); komorki zywe W
> 1, komorki martwe W < 1). Srednia wartoé¢ wspoétczynnika W zmierzona byta w kazdym
obrazowanym polu widzenia dla obszaru biofilmu korzystajgc z funkcji ,,Analyze Particles”.
Analiza statystyczna wynikdéw zostata wykonana w programie GraphPad Prism 6 za

pomocg testu ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Holm-Sidaka.
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7. WYNIKI
7.1. BADANIA NAD BIOFILMEM- ETAP 1

7.1.1. Analiza mikrobiologiczna biofilmow

7.1.1.1. Analiza tworzenia biofilmu przez iloSciowe oznaczenie catkowitej

biomasy testem z fioletem krystalicznym metoda spektroskopii

Wyniki analizy wszystkich szczepédw Candida albicans (35), Candida dubliniensis (8),
Streprococcus mutans (2) i Lactobacillus (18) (tabela 1) tworzacych biofilm jedno, dwu
trzygatunkowy gatunkowy zamieszczono w suplemencie pracy.

Biomasa biofilmu ksztattowata sie dla pojedynczego biofilmu Candida spp. (24h) w
granicach (0,203-0,383) i (0,213-0,391) dla 48h.

Po dodaniu do C. albicans wzorcowego (ATCC 90028) szczepu L. rhamnosus wzorcowego
(ATCC9595) biomasa biofilmu dwugatunkowego znacznie obnizyta sie i byta to rdznica
istotna statystycznie (Z = 5.48, p < 0.001). Wartosci mediany wynosity odpowiednio 0,26 i
0.19. Jednak w przypadku dodania szczepéw klinicznych reakcja byta zréznicowana.
Sposrdd 11 rdznic istotnych statystycznie, w 4 przypadkach biomasa biofilmu wzrosta, a w
pozostatych zaobserwowano jej spadek.

W przypadku biofilméw 24h dwugatunkowych Candida -Streptococcus wartosci biomasy
ksztattowaty sie dla Candida + S. mutans wzorcowy (0,435-1.780), dla Candida+. mutans
kliniczny (0,408-1,751). Po 48h tworzenia biofilmu wartosci te byly na poziomie (0,545-
1,900) kiedy dodano S. mutans wzorcowy i 0,446-1,835 kiedy w sktadzie biofilmu obok
Candida byt S. mutans kliniczny. Zaobserwowano silny wzrost biomasy biofilmu na
dodanie szczepdw zaréwno S. mutans kliniczny, jak rowniez S. mutans wzorcowy - w obu
przypadkach istotny statystycznie (w obu przypadkach: Z = 5.51, p < 0.001). Nieco wieksza
byta biomasa biofilmu Candida + S. mutans wzorcowy (test kolejnosci par Wilcoxona:Z =
2,67, p=0,007).

W przypadku 3 gatunkowego biofilmu zakresy poziomu biomasy w biofilmie 24h i 48 h

zamieszczone w tabeli 11.
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Tabela 11 Analiza biomasy biofilmu (24h i 48h) badana testem z fioletem krystalicznym

wobec wszystkich szczepdw — (zakresy wartosci- najmniejsza i najwieksza wartosé

ekstynkcji obejmujgca wszystkie Candida sp.)

3 gatunkowy biofilm

BIOMASA BIOFILMU

3 gatunkowy biofilm

BIOMASA BIOFILMU

24h
CAN SMwz LACwz 0,451-1,787 CAN SMwz LAC65 0,747-2,429
CAN SMkI LACwz 0,671-1,236 CAN SMkI LAC65 0,725-1,954
CAN SMwz LAC39 0,814-1,721 CAN SMwz LAC68 0,652-2,430
CAN SMkI LAC39 0,736-1,839 CAN SMwz LAC68 0,699-2,357
CAN SMwz LAC40 0,863-1,809 CAN SMwz LAC69 0,877-2,574
CAN SMkI LAC40 0,753-1,333 CAN SMwz LAC69 0,761-1,750
CAN SMwz LAC43 0,784-2,548 CAN SMwz LAC76 0,461-1,262
CAN SMkI LAC43 0,533-1,67 CAN SMKI LAC76 0,393-0,885
CAN SMwz LAC44 0,870-2,546 CAN SMwz LAC82 0,461-1,062
CAN SMkI LAC44 0,846-2,489 CAN SMkI LAC82 0,393-0,885
CAN SMkI LAC46 0,771-1,650 CAN SMwz LAC83 0,385-1,187
CAN SMwz LAC46 0,730-1,387 CAN SMkI LAC83 0,277-1,402
CAN SMkI LAC50 0,598-2,325 CAN SMwz LAC45 0,802-1,357
CAN SMkI LAC50 0,581-1,616 CAN SMkI LAC45 0,564-1,144
CAN SMwz LAC56 1,351-2,709 CAN SMwz LAC52 0,817-1,937
CAN SMkI LAC56 0,553-1,438 CAN SMkI LAC52 0,307-2,442
CAN SMkI LAC61 0,874-2,232 CAN SMwz LAC58 0,649-2,487
CAN SMkI LAC61 0,635-1,652 CAN SMkI LAC58 0,446-1,540
48h
CAN SMwz LACwz 1,628-2,616 CAN SMwz LAC65 0,471-0,769
CAN SMkI LACwz 0,650-1,441 CAN SMkI LAC65 0,327-1,489
CAN SMwz LAC39 0,617-1,560 CAN SMwz LAC68 0,775-2,345
CAN SMkI LAC39 0,817-1,395 CAN SMwz LAC68 0,799-2,069
CAN SMwz LAC40 0,697-2,044 CAN SMwz LAC69 1,051-2,585
CAN SMkI LAC40 0,691-1,463 CAN SMwz LAC69 0,832-2,361
CAN SMwz LAC43 0,530-1,884 CAN SMwz LAC76 0,576-2,334
CAN SMkI LAC43 0,553-1,799 CAN SMkI LAC76 0,383-0,737
CAN SMwz LAC44 0,670-2,307 CAN SMwz LAC82 0,809-2,539
CAN SMkI LAC44 0,496-1,147 CAN SMkI LAC82 0,439-1,907
CAN SMkI LAC46 0,750-2,438 CAN SMwz LAC83 0,644-2,334
CAN SMwz LAC46 0,348-1,405 CAN SMkI LAC83 0,429-1,163
CAN SMkI LAC50 0,465-2,356 CAN SMwz LAC45 1,271-2,538
CAN SMkI LAC50 0,401-0,991 CAN SMkI LAC45 0,606-1,536
CAN SMwz LAC56 0,761-2,071 CAN SMwz LAC52 0,543-1,231
CAN SMkI LAC56 0,744-1,727 CAN SMkI LAC52 0,525-1,050
CAN SMkI LAC61 0,733-2,229 CAN SMwz LAC58 0,874-2,287
CAN SMkI LAC61 0,755-2,625 CAN SMkI LAC58 0,719-1,568

Legenda do tabeli 11 12:

CAN - szczepy Candida albicans/Candida dubliniensis

SMkl- szczep S. mutans kliniczny (2)

SMwz - szczep S.mutans wzorcowy-ATCC25175

LACwz - szczep L.rhamnosus wzorcowy ATCC9595
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LAC39 - 61 szczepy kliniczne L.rhamnosus (tabela 5)

Dodanie L. rhamnosus ATCC9595 do biofilmu Candida-Streptococcus mutans wzorcowy
ATCC 25175 istotnie zwiekszato biomase biofilmu trzygatunkowego (Z = 5.31, p < 0.001) i
podobny wzorzec zmian zaobserwowano w przypadku dodania do biofilmu Candida-
Streptococcus mutans kliniczny-klinicznych szczepdw L. rhamnosus. Sposréd 28 rdznic (14
szczepow LAC x 2 szczepy S. mutans kliniczny i wzorcowy), 25 byto istotnych statystycznie,
z czego w 22 przypadkach wystgpit wzrost biomasy biofilmu (test kolejnosci par
Wilcoxona)

S. mutans wzorcowy nieco zwiekszat biomase biofilmu 3 gatunkowego (1,29+0,53) w
poréwnaniu do biofilmu 3 gatunkowego z S. mutans klinicznym (0,96+0,32) kiedy w

sktadzie byt S. mutans wzorcowy ATCC25175

7.1.1.2. Analiza zywotnosci i metabolizmu komoérek w biofilmie testem z

MTT metoda spektroskopii

Wyniki analizy wszystkich szczepéw Candida albicans (35), Candida dubliniensis (8),
Streprococcus mutans (2) i Lactobacillus (18) tworzgcych biofilm jedno, dwu i
trzygatunkowy zamieszczono w suplemencie pracy.

Aktywno$¢ metaboliczna w 1 gatunkowym biofilmie Candida spp. byta na poziomie (0,118-
0,355) i (0,220-0,393) odpowiednio w 24h i 48 h biofilmie.

Po dodaniu do Candida spp szczepu Lactobacillus spp. w biofilmie Candida-Lactobacillus
zaobserwowano w 9 przypadkach istotnie statystyczne rdinice i we wszystkich tych
przypadkach aktywnos¢ metaboliczna wzrosta (test kolejnosci par Wilcoxona, test
znakow).

W  przypadku biofilméw 24h dwugatunkowych Candida - Streptococcus wartosci
aktywnosci metabolicznej ksztattowaty sie dla Candida + S. mutans wzorcowy w granicach
(0,363-0,664), dla Candida+. S. mutans kliniczny na poziomie (0,358-0,727). Po 48h
tworzenia biofilmu wartosci te byly na poziomie (0,206-0,380) kiedy dodano S. mutans
wzorcowy i (0,213-0,411) kiedy w sktadzie biofilmu obok Candida byt S. mutans kliniczny.
Po dodaniu do Candida zaréwno S. mutans wzorcowy jak i SMkl aktywnosé metaboliczna
wzrosta w obu przypadkach istotnie statystycznie (test kolejnosci par Wilcoxona: Z=5,51

p<0,001). Natomiast nie wykazano rdznic istotnych statystycznie w aktywnosci

76



metabolicznej miedzy biofilmami Candida + S. mutans wzorcowy i Candida+. mutans
kliniczny (test kolejnosci par Wilcoxona: Z=0,27 p=0,78).

W przypadku 3 gatunkowego biofilmu zakresy zywotnosci w biofilmie 24h i 48h podano w
tabeli 12.

Tabela 12 Analiza zywotnosci biofilmu (24h) badana testem z MTT wobec szczepdéw
Candida-Streptococcus-Lactobacillus

3 gatunkowy biofilm ZYWOTNOSC 3 gatunkowy biofilm ZYWOTNOSC
BIOFILMU BIOFILMU
24h
CAN SMwz LACwz 0.448-0,740 CAN SMwz LAC65 0.303-0,806
CAN SMkI LACwz 0,417-0,749 CAN SMkI LAC65 0,279-0,791
CAN SMwz LAC39 0.516-0,798 CAN SMwz LAC68 0.440-0,775
CAN SMkI LAC39 0.417-0.869 CAN SMwz LAC68 0.388-0,721
CAN SMwz LAC40 0,487-0,787 CAN SMwz LAC69 0,406-0,173
CAN SMkI LAC40 0.447-0,821 CAN SMwz LAC69 0.294-0,804
CAN SMwz LAC43 0.527-0,763 CAN SMwz LAC76 0,260-0,879
CAN SMkI LAC43 0.448-0,760 CAN SMkI LAC76 0.537-0,800
CAN SMwz LAC44 0,515-0,754 CAN SMwz LAC82 0,447-0,749
CAN SMkI LAC44 0.432-0,849 CAN SMkI LAC82 0.308-0,661
CAN SMkI LAC46 0.501-0,779 CAN SMwz LAC83 0.508-0,844
CAN SMwz LAC46 0,494-0,862 CAN SMkI LAC83 0,529-0,749
CAN SMkI LAC50 0,350-0,855 CAN SMwz LAC45 0.602-0,824
CAN SMkI LAC50 0.371-0,791 CAN SMkI LAC45 0,530-0,919
CAN SMwz LAC56 0.330-0,720 CAN SMwz LAC52 0.510-0.827
CAN SMkI LAC56 0.467-0.777 CAN SMkI LAC52 0,512-0,746
CAN SMkI LAC61 0,242-0,860 CAN SMwz LAC58 0,540-0,857
CAN SMkI LAC61 0.404-0,5897 CAN SMkI LAC58 0.540-0,849
48h
CAN SMwz LACwz 0.317-0,590 CAN SMwz LAC65 0.260-0.879
CAN SMkI LACwz 0,317-0,859 CAN SMkI LAC65 0,537-0,800
CAN SMwz LAC39 0.306-0,533 CAN SMwz LAC68 0.264-0,506
CAN SMkI LAC39 0.310-0.544 CAN SMwz LAC68 0,218-0.455
CAN SMwz LAC40 0,344-0,452 CAN SMwz LAC69 0,254-0,539
CAN SMkI LAC40 0.295-0,480 CAN SMwz LAC69 0.256-0.467
CAN SMwz LAC43 0,312-0,523 CAN SMwz LAC76 0,294-0,473
CAN SMkI LAC43 0.345-0,490 CAN SMkI LAC76 0.310-0,582
CAN SMwz LAC44 0.266-0,458 CAN SMwz LAC82 0.303-0,578
CAN SMKkI LAC44 0,277-0,477 CAN SMkI LAC82 0,196-0,632
CAN SMkI LAC46 0.330-0,611 CAN SMwz LAC83 0,213-0,595
CAN SMwz LAC46 0,326-0,562 CAN SMkI LAC83 0,282-0,539
CAN SMkI LAC50 0,249-0,569 CAN SMwz LAC45 0.378-0.638
CAN SMKkI LAC50 0,286-0,623 CAN SMKkI LAC45 0,420-0,755
CAN SMwz LAC56 0,258-0,571 CAN SMwz LAC52 0,293-0,520
CAN SMKkI LACS6 0,279-0,522 CAN SMkI LAC52 0.289-0,717
CAN SMkI LAC61 0,247-0,479 CAN SMwz LAC58 0,440-0,581
CAN SMkI LAC61 0,281-0,581 CAN SMkI LAC58 0,319-0,671

Po dodaniu Lactobacillus do biofilmu Candida-Streptococcus zaobserwowano istotne
roznice w aktywnosci metabolicznej biofilméw 3 gatunkowych- Candida-Streptococcus

mutans ATCC25175- Lactobacillus (0,58+0,11), Candida-Streptococcus mutans kliniczny-
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Lactobacillus (0,59+0,09) W wiekszosci przypadkéw byt to istotnie statystyczny wzrost

zywotnosci ( Test kolejnosci par Wilcoxona, Test znakéow)
7.2. BADANIA NAD BIOFILMEM- ETAP 2

7.2.1. Analiza mikrobiologiczna biofilmow

7.2.1.1. Analiza tworzenia biofilmu przez iloSciowe oznaczenie catkowitej

biomasy testem z fioletem krystalicznym metoda spektroskopii

Do kolejnego etapu pracy wybrano 8 szczepéw Candida albicans, 6 szczepdw Candida
dubliniensis, 13 szczepdw Lactobacillus rhamnosus i 2 szczepy S.mutans (tabela 13).

Tabela 13. Wykaz szczepdw uzywanych do dalszych badan

Candida spp. (A) | Streptococcus spp. (B) | Lactobacillus spp. (C)
Biofilm 3 gatunkowy (A+B+C)
Biofilm 2 gatunkowy (A+B)

1 2 39

4 2 44

6 2 40

11 2 46

13 2 56

17 2 61

18 2 83

24/2 2 65

25 2 68

47/1 2 50

N 77 2 43

078 2 69
ATCC 90028 ATCC 25175 ATCC 9595
MYA646 ATCC 25175 ATCC 9595

Na podstawie metody z fioletem, ilos¢ biomasy dla 24h jednogatunkowych biofilméw
Candida spp. ksztattowata sie w zakresie od 0,210-0,341; dla S. mutans od 1,416-1,529
natomiast dla L. rhamnosus od 0,24-0,58. Dla 2-gatunkowych biofilméw wartosci byty na
poziomie od 0,168-0,334, od 0,419-1,751 oraz od 0,86-1,46 odpowiednio dla Candida-
Lactobacillus, Candida-Streptococcus oraz Streptococcus-Lactobacillus. Dla biofilmu 3-
gatunkowego wartosci byty na poziomie od 0,798-1,750 (tabela 14, 15).

Wyniki dla biofiiméw hodowanych 48h, ksztattujg sie nastepujgco: ilo$¢ biomasy dla
biofilmu jednogatunkowego Candida spp. (0,222 - 0,3); S. mutans (1,28 - 1,37); L.
rhamnosus (0,23 - 0,52). Jesli chodzi o biofilm dwugatunkowy: wartosci biomasy ksztattuja

sie na poziomie (0,169-0,870) i (0,542 - 1,755) oraz (1,12 - 1,6) odpowiednio dla biofilmu
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Candida-Lactobacillus, Candida-Streptococcus oraz Streptococcus-Lactobacillus. Wartos¢

biomasy dla biofilmu 3-gatunkowego ksztattowata sie w granicach od 0,804 -2,490.

Najmocniejszy biofilm jednogatunkowy tworzyty oba szczepy S.mutans,

zarowno

wzorcowy jak kliniczny. Natomiast najsilniejszy biofilm dwugatunkowy tworzyt szczep C.

albicans (nr11) w potaczeniu z S. mutans (nr2).

Tabela 14. Analiza biomasy biofilmu badana testem z fioletem krystalicznym wobec

szczepow Candida spp.

Rodzaj *CAN *CAN+ | *CAN+SM+ CAN+SM
biofilmu | *CAN | +LAC SM LAC CAN CAN+LAC | CAN+SM | +LAC
*24h *48h
Nr szczepu $redni
Candida spp. a $rednia $rednia | $Srednia $rednia | Srednia | Srednia | Srednia
1 0,264 | 0,268 0,419 (1,178 0,300 |0,226 0,542 0,981
4 0,210 |0,212 0,576 1,300 0,242 |0,182 0,920 0,975
6 0,235 | 0,334 0,609 [1,034 0,222 |0,297 0,677 1,247
11 0,239 | 0,293 1,751 |1,163 0,263 |0,223 1,755 1,405
13 0,269 |0,202 0,540 |[1,063 0,281 |0,188 0,568 1,112
17 0,240 | 0,254 1,278 |1,455 0,262 |0,250 0,768 2,207
18 0,266 | 0,330 0,750 |[0,912 0,231 |0,870 0,694 0,878
24.2 0,297 |0,262 0,746 |1,196 0,242 |0,169 0,896 0,804
25 0,306 | 0,324 0,969 1,167 0,298 |0,477 0,684 1,197
47 0,243 |0,283 0,660 |1,260 0,263 |0,290 0,845 0,952
77 0,259 |0,186 0,595 1,167 0,291 |0,202 1,107 1,067
78 0,291 | 0,241 0,783 |1,750 0,235 |0,250 0,858 1,536
ATCC90028 0,341 |0,175 0,489 (0,821 0,251 |0,179 0,649 2,490
MYA646 0,291 | 0,168 0,435 0,798 0,278 |0,213 0,791 2,583
Legenda:

*CAN - (biofilm Candida spp.)

*CAN+LAC - (biofilm Candida spp.+ Lactobacillus spp.)

*CAN+SM - (biofilm Candida spp.+ Streptococcus spp.)

*CAN+SM+LAC - (biofilm Candida spp.+ Streptococcus spp.+ Lactobacillus spp.)

*24h, 48h - (czas hodowli biofilmu 24 godz, 48 godz.)
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Tabela 15. Analiza biomasy biofilmu badana testem z fioletem krystalicznym wobec

szczepOw L. rhamnosus i S. mutans.

Legenda:

Rodzaj *LAC | *SM+LAC LAC SM+LAC
Nr biofilmu *24h *A8h
szczepu
L.rhamnosus $rednia | Srednia | $rednia |s$rednia
39 0,26 0,93 0,36 1,39
44 0,24 1,05 0,35 1,56
40 0,25 1,03 0,45 1,47
46 0,35 0,93 0,31 1,50
56 0,47 1,30 0,52 1,14
61 0,25 1,46 0,30 1,45
83 0,29 1,21 0,48 1,52
65 0,25 1,45 0,23 1,52
68 0,28 1,24 0,28 1,60
50 0,33 0,86 0,25 1,54
43 0,25 0,90 0,28 1,12
69 0,34 1,15 0,28 1,55
ATCC 9595 0,58 1,13 0,51 1,50
Rodzaj *SM SM
Nr szczepu biofilmu 24h 48h
szczepu
S. mutans Srednia $rednia
2 1,416 1,28
ATCC 25175 1,529 1,37

*LAC - (biofilm Lactobacillus spp.)

*SM+LAC - (biofilm Streptococcus spp.+ Lactobacillus spp.)

*SM - (biofilm Streptococcus spp.)

*24h, 48h - (czas hodowli biofilmu 24 godz, 48 godz.)
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Fotografia 5. Przyktadowa wizualizacja wynikow badan z tabeli 14, 15 -metoda z fioletem
po elucji alkoholem (biofilm 48godzinny)
7.2.1.2. Analiza zywotnosci i metabolizmu komoérek w biofilmie testem z

MTT metoda spektroskopii

Tak jak w metodzie z fioletem, przeanalizowano wyniki i wybrano do dalszych badan
szczepy przedstawione w tabeli 13. Wyniki aktywnosci wybranych szczepéow
przedstawiono w tabelach 16i17.

Tabela 16. Analiza zywotnosci biofilmu badana testem z MTT wobec szczepéw Candida
spp.

Rodzaj CAN | CAN+LAC | CAN+SM | CAN+SM+LAC | CAN CAN+LAC | CAN+SM | CAN+SM+LAC
biofilmu 24h 48h

Nr.szczep

Candida spp. srednia | Srednia | $rednia |S$rednia $rednia |s$rednia |$rednia |$rednia
1 0,256 |0,219 0,465 0,543 0,332 0,286 0,253 0,444
4 0,151 |0,241 0,541 0,742 0,327 0,262 0,269 0,358
6 0,194 |0,344 0,582 0,726 0,257 0,252 0,275 0,365
11 0,166 |0,235 0,692 0,660 0,328 0,278 0,317 0,438
13 0,355 |0,229 0,641 0,684 0,320 0,339 0,267 0,446
17 0,146 0,170 0,595 0,746 0,337 0,276 0,283 0,341
18 0,186 |0,169 0,727 0,637 0,344 0,383 0,266 0,343
24.2 0,230 |0,206 0,516 0,542 0,335 0,236 0,411 0,348
25 0,154 |0,262 0,576 0,547 0,342 0,338 0,258 0,384
47 0,196 |0,262 0,673 0,647 0,347 0,305 0,271 0,347
77 0,217 |0,253 0,536 0,701 0,385 0,230 0,251 0,441
78 0,199 (0,193 0,495 0,566 0,331 0,257 0,333 0,409
ATCC90028 0,183 |0,133 0,523 0,662 0,349 0,293 0,291 0,489
MYA646 0,289 0,214 0,367 0,660 0,342 0,297 0,230 0,548
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Legenda:

*CAN - (biofilm Candida spp.)

*CAN+LAC - (biofilm Candida spp.+ Lactobacillus spp.)

*CAN+SM - (biofilm Candida spp.+ Streptococcus spp.)

*CAN+SM+LAC - (biofilm Candida spp.+ Streptococcus spp.+ Lactobacillus spp.)

*24h, 48h - (czas hodowli biofilmu 24 godz, 48 godz.)

Tabela 17.

rhamnosus i S. mutans.

Legenda:

Analiza zywotnosci biofilmu badana testem z MTT wobec szczepow L.

Rodzaj |*LAC |*sm+lac]iac  [sm+LAc
Nr biofilmu *24h *48h
szczepu
L.rhamnosus $rednia | Srednia | $rednia |s$rednia
39 0,12 0,36 0,16 0,54
44 0,31 0,44 0,20 0,52
40 0,12 0,45 0,14 0,58
46 0,15 0,41 0,21 0,49
56 0,17 0,56 0,19 0,54
61 0,23 0,53 0,22 0,54
83 0,16 0,50 0,28 0,48
65 0,38 0,60 0,20 0,52
68 0,29 0,53 0,18 0,57
50 0,16 0,43 0,17 0,48
43 0,13 0,38 0,12 0,51
69 0,23 0,50 0,18 0,53
ATCC 9595 0,24 0,5 0,23 0,57
Rodzaj *SM SM
Nr szczepu biofilmu 24h 48h
szczepu
S. mutans Srednia Srednia
2 0,393 0,364
ATCC 25175 0,349 0,366

*LAC - (biofilm Lactobacillus spp.)

*SM+LAC - (biofilm Streptococcus spp.+ Lactobacillus spp.)

*SM - (biofilm Streptococcus spp.)

*24h, 48h - (czas hodowli biofilmu 24 godz, 48 godz.)
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Fotografia 6. Przyktadowa wizualizacja wynikéw badan z tabeli 16, 17 - metoda z MTT po
elucji izopropanolem (biofilm 48godzinny).

Stopienn aktywnosci metabolicznej dla biofilméw (24h) pojedynczych gatunkow
przedstawiat sie w zakresie (0,146-0,355); (0,349-0,393) i (0,12-0,38) zgodnie dla Candida
spp., Streptococcus mutans i Lactobacillus rhamnosus. W przypadku 2-gatunkowych
biofiiméw aktywnos¢ metaboliczna byta na poziomie (0,133-0,344) dla Candida-
Lactobacillus; (0,367-0,727) dla Candida-Streptococcus oraz (0,36-0,6) dla Streptococcus-
Lactobacillus. Dla biofilmu Candida-Streptococcus-Lactobacillus aktywno$¢ wynosita w
granicach 0,542-0,746 (tabela 16, 17).

W sytuacji kiedy biofilm tworzony byt 48h aktywnos$¢ metaboliczna tych struktur dla
gatunkéw pojedynczych wahata sie w granicach (0,257-0,385); (0,364-0,366) i (0,12-0,28)
odpowiednio dla Candida spp., S. mutans i L. rhamnosus. Dla biofilméw 2 gatunkowych:
Candida-Lactobacillus, Candida-Streptococcus i Streptococcus-Lactobacillus wartosci
zywotnosci tych biofilméw byty na poziomie (0,230-0,383); (0,230-0,411) i (0,48-0,58).
Natomiast poziom aktywnosci metabolicznej w biofilmie Candida-Streptococcus-
Lactobacillus to przedziat od 0,341-0,548.

Wsrod  biofilméw 24 h najbardziej aktywny metabolizm wykazaty biofilmy:
jednogatunkowy C. albicans (nr13); dwugatunkowy C. dubliniens (nr18) i S. mutans (nr2), a

wréd 3gatunkowych C. dubliniensis (nr17) z S. mutans(nr2) i L. rhamnosus (nr61).
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7.2.1.3. Analiza tworzenia biofilmu na podstawie liczby CFU/mL

llos¢ zywych komoérek w biofilmach 1,2 i 3-gatunkowych przedstawiono w tabeli 18.

Natomiast na wykresach ponizej scharakteryzowane sg biofilmy na postawie log 10

wartoséi CFU/mL (Ryc.6).

Tabela 18. Srednie wartosci jednostek tworzacych kolonie dla biofilméw jedo, dwu i

trzygatunkowych.
Biofilm 24h Biofilm 48h
Rodzaj *CAN *CAN+SM | *CAN+SM+LAC | CAN CAN+SM CAN+SM+LA
biofilmu C
Szczepy $rednia Srednia Srednia Srednia | Srednia Srednia
Candida spp. CFU/mL CFU/mL CFU/mL CFU/mL | CFU/mL CFU/mL
1 2,5x10° 2,27x10" | 2,13x10’ 1,37x10° | 2,4x10° 5x10°
2,60x10" | 4,97x10’ 1,88x10° 0
4,87x10° 1,5x10°
4 3,92x10* 1,08x10° | 7,88x10° 4,5x10" | 6,45x10° 5,25x10°
3,74x10’ 1,42x10° 1,49x10° 0
8x10° 2,85x10°
6 7,63x10" 4,78x10° | 7,25x10" 4,78x10" | 2,93x10° 1,54x10°
3,44x10’ 0 2,25x10’ 0
5,08x10° 2,15x10’
11 1,5x10* 2,18x10" | 2,09x10° 6,5x10" | 3,9x10° 2,125x10°
3x10’ 2,55x10’ 1,3x10° 0
4,77x10’ 2,1x10’
13 8,85x10° 2,4x10’ 9,88x10’ 4,5x10* | 2,35x10° 1,8x10
4,27x10" |0 2,63x10° 0
1,497x10’ 3,6x10’
17 1,06x10° 4,8x10° 8x10° 6x10" 3,11x10° 3,6x10°
1,58x10° |0 2,14x10° 0
3,28x10° 1,55x10°
18 4,33x10" 3,93x10° | 4,13x10° 1,2x10* | 4,5x10° 1,55x10°
4,19x10° | 6,74x10° 2x10° 0
2,9x 10’ 3,03x10°
24.2 1,3x10* 1,95x10° | 4,3x10° 4,35x10" | 4,03x10° 1,23x10°
1,64x10° |0 1,63x10° 0
2,25x10° 1,425x10°
25 4,38x10" 3,14x10° | 4,59x10’ 4,93x10" | 2,10x10° 1,01x10°
2,13x10" | 1,45x10° 1,11x10° 0
1,05x10° 1,7x10°
47 3,65x10" 6,79x10° | 4,6x10° 2,28x10" | 1,56x10° 2,88x10°
3,95x10° | O 3,08x10° 0
4,1x10’ 1,6x10
77 3,11x10" 4,59x10° | 1,29x10° 3,5x10° | 3,9x10° 2,75x10"
2,53x10° | 4,25x10° 8x10" 0
1,03x10’ 2,25x10’
78 1,27x10° 4,99x10° | 3,13x10" 6,35x10° | 6,3x10° 5x10°*
2,94x10° | O 1,84x10" 0
9,5x10’ 2,1x10’
ATCC90028 4,58x10* 2,20x10° | 1,89x10° 6,03x10" | 1,58x10° 6,5x10"
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3,74x10" | 1,5x10’ 3,11x10° 0
1,9x10’ 1,4x10°
MYA646 4,30x10" 5,51x10° | 2,01x10° 1,97x10* | 3,09x10° 3,75x10°
2,09x10° | 1,33x10’ 1,82x10° 0
1,2 x10° 1,55x10’
Szczepy S. mutans 2 ATCC 25175 2 ATCC25175
1,95x10° | 3,65x10° 2x10° | 4x10°

Legenda:

czarny - Candida spp.; niebieski - S.mutans; fioletowy - L. rhamnosus.

W 24h biofilmie 2 gatunkowym Candida- Streptococcus mutans oba gatunki s3 obecne w
w/w strukturze. Inaczej jest w 3 gatunkowym, przeanalizowanym metodg ilosci komérek.
Tylko w kilku przypadkach (Candida: 1, 4, 11, 18, 25, 77, ATCC90028, MYA64) obecny jest
Streptococcus mutans (2, ATCC 25175). Po przeanalizowaniu biofilmu 48h godzinnego, S.
mutans jest obecny w 2 gatunkowym biofilmie z Candida we wszystkich przypadkach.
Natomiast nie odnotowano jego obecnosci w biofilmie 3 gatunkowym. llos¢ paciorkowca

w pojedynczym biofilmie 48h jest znacznie nizsza niz w biofilmie 24h.
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Rycina 6. Ocena tworzenia biofilmu jeddo,dwu i trzygatunkowego przez badane szczepy
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Fotografia 7. Kolonie bakterii, grzybéw w biofilmie (2 i 3 gatunkowym) na BHI Agar.

7.2.2. Oznaczanie pH w biofilmie 24 i 48 godzinnym

Wartos$¢ pH mierzona byta w 3 czasach tworzenia sie biofilmu. Wartos¢ pH w czasie Tq dla
biofiiméw jednogatunkowych Candida spp. wynosita 4,5, dla S. mutans i L. rhamnosus
odpowiednio 7,5 5,0 (tab.17, 18). Po 24h tworzenia biofilmu pH dla biofilmu Candida spp.
miaty zakres od 4-4,4, dla Streptococcus spp. 4,0, a dla pateczek kwasu mlekowego (4-4,7).
Po 48h pH dla wszystkich pojedynczych gatunkéw wynosito 4,0. Dla biofilméw Candida-
Streptococcus pH na poczatku tworzenia biofilmu wynosito 6,5, po 24h pH wahato sie w
granicach (4,0-5,0), natomiast po 2 dobach tworzenia biofilmu pH spadfo do poziomu 4,0
dla wszystkich 2 gatunkowych biofilméw. W przypadku biofilméw 3 gatunkowych w czasie
poczatkowym tworzenia biofilmu pH byto w granicach 5,5-6, po 24h hodowli wynosito 4,0-

4,4 a po 48h pH obnizyto sie 3,5-4,0 (tab. 19, 20).
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Tabela 19. Wartosci pH dla 1, 2 i 3 gatunkowych biofilméw z gatunkiem Candida spp. w
czasie poczatkowym, po 24 i 48 godzinach po utworzeniu biofilmow.

Czas *To *Toa *Tys

Nr 1 2 gat 3 gat 1 gat 2gat | 3gat lgat | 2gat | 3 gat
Szczepu gat
Candida spp_ | xc | *c+sm | *c+sm+L | € c+sM | cesm+L | © C+SM | C+SM+L
1 4,5 6,5 6,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
4 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
6 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,8
11 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,4 4,0 4,0 3,5
13 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
17 4,5 6,5 5,5 4,4 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
18 4,5 6,5 5,5 4,4 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
24.2 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
25 4,5 6,5 5,5 4,4 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
47 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,8
77 4,5 6,5 5,5 4,0 4,4 4,0 4,0 4,0 3,8
78 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
ATCC 90028 4,5 6,5 5,5 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,5
MYA646 4,5 6,5 5,5 4,0 5,0 4,0 4,0 4,0 3,5

Legenda:

*C - (biofilm Candida spp.)
*C+SM - (biofilm Candida spp.+ Streptococcus spp.)
*C+SM+L- (biofilm Candida spp.+ Streptococcus spp.+ Lactobacillus spp.)

* To, T24, Tag- (pomiar pH na poczatku tworzenia biofilmu,po 24 godz, 48 godz.)

91



Tabela 20. Wartosci pH dla jednogatunkowych biofilméw L. rhamnosus i S. mutans dla

czasow (T0,T24 i T48)

czas To | T | Tu
\ 1 gat
r
szczepu "L L L
L. rhamnosus
39 5,0 4,4 4,0
40 5,0 4,7 4,0
43 5,0 4,7 4,0
44 5,0 4,0 4,0
46 5,0 4,4 4,0
50 5,0 4,4 4,0
56 5,0 4,0 4,0
61 5,0 4,0 4,0
65 5,0 4,0 4,0
68 5,0 4,0 4,0
69 5,0 4,0 4,0
83 5,0 4,4 4,0
ATCC9595 5,0 4,0 4,0
czas 1 gat
Nr *SM SM SM
szczepu
S.mutans
2 7,5 4,0 4,0
ATCC25175 7,5 4,0 4,0

Legenda:
*L- (biofilm Lactobacillus spp.)

*SM - (biofilm Streptococcus spp.)

* To, Taa, Tag- (pomiar pH na poczatku tworzenia biofilmu,po 24 godz, 48 godz.)

7.2.3. Wpltyw szczepu Lactobacillus rhamnosus oraz Strepfococcus
mutans na filamentacje klinicznych i wzorcowych Candida
albicans i Candida dubliniensis.

W tabeli 21 przedstawiono wyniki opisujgce morfologie szczepéw C. albicans i C.
dubliniensis w interakcji z hodowlg Streptococcus i Lactobacillus oraz ich filtratami.
Zaréwno w przypadku C. albicans jak i C. dubliniensis obserwuje sie redukcje strzepek lub
ich catkowity zanik pod wptywem supernatantu Lactobacillus jak i kontaktu z jego
hodowlg w porownaniu z innymi grupami, w ktérych przewazaty formy strzepkowe. Jesli

chodzi o S.mutans w wiekszosci przypadkéw zaréwno hodowla paciorkowca jak i jego
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supernatant zaktdcaty catkowicie przemiane morfologiczng komodrek Candida spp.

hamujac filamentacje (Fot.8 - Fot.15.), (Tab. 19.).

Tabela 21. Morfologia C. albicans i C. dubliniensis w kontakcie z hodowlg S. mutans/ L.

rhamnosus i ich filtratami (supernatantami).

Candida spp.

Lactobacillus rhamnosus Streptococcus mutans

1+ LAC 39/SM2

1 (1-3 strzepek) - delikatne | O (Brak strzepek) -, duze komorki

drobne strzepki blastospor, lekkie paczkowanie
1+NacCl 4 (31-40 strzepek) - platanina strzepek 1-2 warstwy
1+MRS 3 (21-30 strzepek) - intensywne tworzenie strzepek
1+BHI 1 (1-3 strzepek) - pojedyncze strzepki, duze okragte komérki
1+ supernatant LAC 39/SM2 0 (brak strzepek) 0 (brak strzepek)
4+ LAC 44/SM2 0 (brak strzepek) 0 (brak strzepek)
4+NaCl 0 (brak strzepek)
4+MRS 0 (brak strzepek)
4+BHI 0 (brak strzepek)
4+ supernatant LAC 44/SM2 0 (brak strzepek) 0 (brak strzepek)

6+ LAC 40/SM2

0 (brak strzepek) 2 (11-20 strzepek)

6+NacCl 1 (1-3 strzepek) - delikatnie wydtuzone drobne strzepki, duzo okragtych
blastospor

6+MRS 1 (1-3 strzepek) - skromne dtugie filamenty, duzo komérek blastospor

6+BHI 1 (1-3 strzepek) - komorki okragte i wydtuzone

6+ supernatant+ LAC 40/SM2

1 (1-3 strzepek) - delikatne | 1 (1-3 strzepek) - zanikowe

strzepki strzepki
11+LAC 46/SM2 2 (11-20 strzepek) 3 (21-30strzepek)
11+NacCl 5 (ponad 41 strzepek)
11+MRS 5 (ponad 41 strzepek)
11+BHI 5 (ponad 41 strzepek)

11+ supernatant LAC46/SM2

1 (1-3 strzepek) - zanikowe cienkie | 2 (11-20 strzepek) - bardzo cienkie

strzepki strzepki
13+LAC 56/SM2 0 (brak strzepek) 0 (brak strzepek)
13+NacCl 1 (1-3 strzepek)
13+MRS 3 (21-30 strzepek)
13+BHI 1 (1-3 strzepek)
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13+ supernatant LAC 56/SM?2

0 (brak strzepek)

0 (brak strzepek)

17+LAC 61/SM2 0 (brak strzepek) 1 (1-3 strzepek)
17+NacCl 2 (11-20 strzepek)
17+MRS 1 (1-3 strzepek)

17+BHI 1 (1-3 strzepek)

17 +supernatant+ LAC61/SM?2

1 (1-3 strzepek)

1 (1-3 strzepek)

18 + LAC 83/SM2

0 (brak strzepek)

0 (brak strzepek)

18+NaCl 2 (11-20 strzepek)
18+MRS 3 (21-30 strzepek)
18+BHI 4 (31-40 strzepek)
18+ supernatant+ LAC83/SM?2 1 (1-3 strzepek) 0 (brak strzepek)
24.2 + LAC 65/SM2 0 (brak strzepek) 0 (brak strzepek)

24.2+NaCl 1 (1-3 strzepek)
24.2+MRS 1 (1-3 strzepek)
24.2+BHI 1 (1-3 strzepek)

24.2+supernatant+ LAC 65/SM2

0 (brak strzepek)

0 (brak strzepek)

25+LAC 68/SM2 0 (brak strzepek) 1 (1-3 strzepek)
25+NacCl 2 (11-20 strzepek)
25+MRS 5 (ponad 41 strzepek)
25+BH]I 5 (ponad 41 strzepek)

25+supernatant+LAC 68/SM2

1 (1-3 strzepek)

O(brak strzepek)

47 +LAC 50/SM2 1 (1-3 strzepek) 1 (1-3 strzepek)
47+NaCl 3 (21-30strzepek)
47+MRS 4 (31-40 strzepek)-
47+BHI 5 (ponad 41 strzepek)

47+supernatant+LAC 50/SM2

1 (1-3  strzepek) komorki | 1 (1-3 strzepek) duze komorki
blastospor, czesSciowo kilka | blastospor, czesé
rozgatezionych strzepek grubych prostych

rozgatezionych

77+LAC 43/SM2 0 (brak strzepek) 0 (brak strzepek)
77+NacCl 1 (1-3 strzepek)
77+MRS 0 (brak strzepek)
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77+BHI

1 (1-3 strzepek)

77+ supernatant LAC 43/SM1

0 (brak strzepek)

0 (brak strzepek)

78 +LAC 69/SM2 0 (brak strzepek) 1 (1-3 strzepek) - strzepki krotkie
78 +NaCl 5 (ponad 41 strzepek)
78+MRS 0 (brak strzepek)
78+BHI 3 (21-30strzepek)
78+ supernatant LAC 69/SM2 0 (brak strzepek) 1 (1-3 strzepek) - duze skupiska
komérek  blastospor,  strzepki
krotkie
ATCC 90028+ LAC 9595/SM 25175 | 1 (1-3 strzepek) - Tylko gtdéwnie | O(brak strzepek)
drozdze, strzepki dtugie, skromne
ATCC 90028+NacCl 3 (21-30strzepek)
ATCC 90028+MRS 2 (11-20 strzepek)
ATCC 90028+BHI 2 (11-20 strzepek)
ATCC 90028+supernatant LAC | O (brak strzepek) 0 (brak strzepek)
9595/SM 25175
MYA 646 +LAC 9595/SM25175 0 (brak strzepek) O(brak strzepek)
MYA 646 +NaCl 0 (brak strzepek)
MYA 646 +MRS 0 (brak strzepek)
MYA 646 +BHI 0 (brak strzepek)
MYA 646 + supernatant+LAC | O (brak strzepek) 0 (brak strzepek)
9595/SM25175

95




Fotografia 8. Morfologia Candida dubliniensis (4) po kontakcie z: A. NaCl (grupa kontrolna); B.BHI
bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (2) (interakcja komérkowa); D. S. mutans (2) (interakcja z
supernatantem). Powiekszenie x 400

> 5 . 152N

Fotografia 9. Morfologia Candida dubliniensis (4) po kontakcie z: A. NaCl (grupa kontrolna); B.MRS
bulion( grupa kontrolna); C. L. rhamnosus (44) (interakcja komoérkowa); D. L. rhamnosus (44)
(interakcja z supernatantem).Powiekszenie x 400.
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Fotografia 10. Morfologia Candida dubliniensis (MYA 646) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja komdrkowa); D.
S. mutans (ATCC 25175) (interakcja z supernatantem).Powiekszenie x 400

Fotografia 11. Morfologia Candida dubliniensis (MYA 646) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.MRS bulion( grupa kontrolna); C. L. rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja komdrkowa);
D. L. rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x 400
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Fotografia 12. Morfologia Candida albicans (11) po kontakcie z:. A. NaCl (grupa kontrolna);
B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (2) (interakcja komdérkowa); D. S. mutans (2)

(interakcja z supernatantem). Powiekszenie x 400.

Fotografia 13. Morfologia Candida albicans (11) po kontakcie z: A. NaCl (grupa kontrolna);
B. MRS bulion( grupa kontrolna); C. L. rhamnosus (46) (interakcja komdrkowa); D. L.

rhamnosus (46) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x 400.
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Fotografia 14. Morfologia Candida albicans (ATCC 90028) po kontakcie z: A. NaCl (grupa
kontrolna); B.BHI bulion( grupa kontrolna); C. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja
komérkowa); D. S. mutans (ATCC 25175) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x
400.

Fotografia 15. Morfologia Candida albicans (ATCC 90028) po kontakcie z:. A. NaCl (grupa
kontrolna); B.MRS bulion( grupa kontrolna); C. L.rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja
komodrkowa); D. L.rhamnosus (ATCC 9595) (interakcja z supernatantem). Powiekszenie x
400.
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Szczepem, ktory najlepiej produkowat filamenty okazat sie Candida albicans (nrll). W
kontroli wykazuje bardzo mocnga platanine strzepek na kilku warstwach preparatu. Po
kontakcie z hodowlg jak i supernatantem S. mutans (nr2) nastgpito zahamowanie
produkcji strzepek z ponad 40 na okoto 20-30 w polu widzenia. Efekt zdecydowanie lepszy
od S. mutans wykazuje L. rhamnosus (nr46). Jego hodowla hamuje w znacznym stopniu
tworzenie strzepek przez C. albicans (nrll), choc jeszcze lepszy efekt uzyskano dziatajac
supernatantem pateczek kwasu mlekowego na komorki Candida spp. Supernatant L.

rhamnosus redukuje filamentacje C. albicans (nr11).

7.2.4. Oznaczanie produkcji egzopolisacharydow (EPS) w biofilmie

jedno dwu i trzygatunkowym

Poziom egzopolisacharydu dla biofilmu jednogatunkowego ksztattowat sie na poziomie
(0,004-0,118) dla Candida spp. i 0,061-0,086 dla S. mutans. Dla porédwnania szczep
kontrolny Staphylococcus epidermidis produkowat egzopolisacharyd na poziomie 0,461. W
sytuacji biofilmow Candida-Streptococcus warto$é ta byta w granicach od 0,038-0,176.

llos¢ EPS w biofilmach 3 gatunkowych zmieniata sie od 0,247-0,469 (Tab. 22).
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Tabela 22. Poziom EPS w biofilmach w poréwnaniu do szczepu S. epidermidis(*SE)
produkujgcego w bardzo dobrym stopniu EPS.

biofilm 1lgat | 2 gat 3 gat
*C *C+SM | *C+SM+L

Nr

szczepu

Candida spp:

1 0,036 0,131 0,247
4 0,047 1 0,090 0,449
6 0,017 10,126 0,262
11 0,0041] 0,111 0,261
13 0,0101 0,176 0,392
17 0,0471] 0,148 0,469
18 0,0331 0,071 0,427
24.2 0,004 1 0,038 0,469
25 0,0331 0,143 0,429
47 0,0551 0,109 0,287
77 0,058 1 0,125 0,345
78 0,118 ] 0,147 0,457

ATCC90028 | 0,043 | 0,068 ] 0,449
MYA646 0,011) 0,082 ]0,437

czas 1 gat
Nr *SM | *SE
szczepu
S. mutans
2 0,061
ATCC25175 | 0,086
ATCC 35984 0,461

Legenda: biofilm: 1 gatunkowy:*C- Candida spp., *SM- S.mutans;
2 gatunkowy: *C+SM-Candida-Streptococcus
3 gatunkowy *C+SM+L- Candida-Streptococcus-Lactobacillus
*SE - S. epidermidis- produkujacy w bardzo dobrym stopniu EPS.
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7.2.5. Antagonizm Lactobacillus rhamnosus wobec szczepow

Candida spp. i Streptococcus mutans

Badanie przeprowadzono na szczepach wymienionych w tabeli 11. Wyniki uzyskano wg

legendy (Ryc. 7.):

- Brak dziatania antagonistycznego Lactobacillus spp. wobec
Candida spp./S. mutans - nie zaobserwowano zadnej strefy
zahamowania wzrostu Candida/ Streptococcus wzdtuz paska ze
wzrostem szczepu L. rhamnosus.

+ Czesciowe dziatanie antagonistyczne L. rhamnosus wobec
Candida/ Streptococcus- obserwuje sie lekkie przyhamowanie
wzrostu Candida jedynie nad paskiem ze szczepem Lactobacillus

spp.

++ Wyrazne dziatanie antagonistyczne L. rhamnosus wobec
Candida- obserwuje sie wyrazne przyhamowanie wzrostu
Candida/ Streptococcus nad paskiem ze szczepem Lactobacillus
spp. czasami wyrazniej w jego gornej i dolnej czesci.

+++ Bardzo silne dziatanie antagonistyczne L. rhamnosus wobec
Candida/ Streptococcus- obserwuje sie wyrazne przyhamowanie
wzrostu Candida/Streptococcus nad paskiem i poza jego
powierzchnig wzdtuz catej linii posiewu szczepu Lactobacillus spp.

Rycina 7. Legenda do metody dotyczacej antagonizmu.

Tabela 23. Dziatanie antagonistyczne L. rhamnosus (szczepy kliniczne) wobec C. albicans
(szczepy kliniczne) i L. rhamnosus (ATCC 9695) wobec C. albicans (ATCC 90028) i C.
dubliniensis (MYA 646)

Wptyw L. rhamnosus na szczepy Candida spp.

*LAC39 -CAN1 LAC44-CAN4 LAC40-CANG6- LAC46-CAN11
- + + -
LAC56-CAN13 LAC61-CAN17 LAC83-CAN18 LAC65-CAN24.2
++ - ++ +
LAC68-CAN25 LAC50-CAN47 LAC43-CAN77 LAC69-CAN 78
- + - +
LAC ATCC9595- LAC ATCC9595-CAN
CAN ATCC90028 MYA646
++ +

Legenda: *LAC39 -CAN1- L. rhamnosus (39) i C. albicans (1)
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Tabela 24. Dziatanie antagonistyczne Lactobacillus rhamnosus (szczepy kliniczne) wobec S.
mutans (1-szczep kliniczny) i L. rhamnosus (ATCC 9695) S. mutans (ATCC 25175)

Wptyw L. rhamnosus na szczepy S.mutans

LAC39-SM2 LAC44-SM2 LAC40-SM2 LAC46-SM2
+ ++ ++ +
LAC56-SM2 LAC61-SM2 LAC83-SM2 LAC65-SM2
++ ++ ++ ++
LAC68-SM2 LAC50-SM2 LAC43-SM2 LAC69-SM2
++ ++ ++ ++
LAC ATCC9595-
SM ATCC25175
++

Legenda: *LAC39 —SM2- L. rhamnosus (39) i S.mutans (2)

Wyrazne dziatanie antagonistyczne (++) wykazat L. rhamnosus (83) w stosunku do C.
dubliniensis (18) i szczep L. rhamnosus (68) w stosunku do C. albicans (25) a takze szczep
wzorcowy L.rhamnosus ATCC 9595 w stosunku do C. albicans ATCC90028. W 5
przypadlkach nie wykazano dziatania antagonistycznego L. rhamnosus wobec Candida spp
(tab. 23.).

Lactobacillus we wszystkich przypadkach dziatat wyraznie antagonistycznie w mniejszym

lub wiekszym stopniu na Streptococcus mutans (tab.24).

7.3. WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA BIOFILM
7.3.1. Wplyw peptydow na tworzenie biofilmu wybranych szczepow

i utworzony biofilm

7.3.1.1. Ocena aktywnosci badanych peptydow w oparciu o wartosci MIC

oraz MBEC

Wartosci MIC i MBEC S. mutans, wynosity odpowiednio 2 pg/ml i 256->256 pg/ml jesli
zastosowano peptyd Pal-KKKK-NH, oraz 2 i >256 pg/ml dla peptydu wyjsciowego.
(Tab.25.).

W przypadku wartosci MIC i MBEC dla Candida spp., miescity sie w zakresie 2-64 ug/ml i
64->256 pg/ml dla peptydu Pal-KKKK-NH, oraz 1-8 pg/ml i 256->256 pg/ml dla jego
analogu (Pal-CKKKKC-NH,) (Tab. 26).

Natomiast dla L.rhamnosus wartosci MIC i MBEC byty w przedziale 2-32 pg/ml i 32->256
ug/ml dla pierwszego peptydu. Dla Pal-CKKKKC-NH, byto to odpowiednio 2-32 pug/ml i 128-
>256 pug/ml ( Tab. 27.).
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Tabela 25. Wartosci MIC, MBEC peptydow wobec badanych szczepdéw pojedynczych

gatunkow Streptococcus mutans.

Peptydy
Pal-KKKK-NH, H Pal-CKKKKC-NH,
Streptococcus mutans
Nr szczepu | MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml) | MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml)
2 2 256 2 >256
ATCC25175 2 >256 2 >256

Tabela 26. Wartosci MIC, MBEC peptydow wobec badanych szczepdw pojedynczych
gatunkéw Candida spp.

Peptydy
Pal-KKKK-NH, | Pal-CKKKKC-NH,
Candida spp.
Nr szczepu MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml) | MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml)
1 64 256 4 256
4 2 256 1 256
6 16 256 2 256
11 32 256 4 >256
13 64 256 8 >256
17 2 256 1 256
18 2 64 1 256
24.2 2 64 1 256
25 4 >256 1 >256
47 2 >256 1 >256
77 8 >256 2 >256
78 8 >256 2 >256
ATCC90028 64 >256 4 >256
MYAG646 4 >256 2 >256
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Tabela 27. Wartosci MIC, MBEC peptydéw wobec badanych szczepdw pojedynczych gatunkow

Lactobacillus rhamnosus

Peptydy
Pal-KKKK-NH, \I Pal-CKKKKC-NH,
Lactobacillus rhamnosus
Nr szczepu | MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml) | MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml)
39 16 32 8 128
44 2 256 2 >256
40 32 256 32 >256
46 32 >256 16 >256
56 4 256 2 >256
61 8 256 4 >256
83 8 256 4 >256
65 4 256 2 >256
68 8 >256 2 >256
50 4 >256 2 >256
43 4 >256 2 >256
69 4 >256 4 >256
ATCC9595 4 256 2 >256

W sytuacji kiedy wykorzystano mieszanke dwugatunkowg drobnoustrojéw Candida- S.

mutans) MIC i MBEC wynosity 4-256 ug/ml i 256->256 pg/ml analogicznie dla peptydu

pierwotnegoi 2-64 ug/ml oraz >256 pug/ml dla jego analogu. (Tab. 28.).

Tabela 28. Wartosci MIC, MBEC wobec biofilméw Candida-Streptococcus.

Peptydy
Pal-KKKK-NH, H Pal-CKKKKC-NH,
Candida spp.+ Streptococcus mutans
nr szczepow MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml) MIC(ug/ml) MBEC(ug/ml)
*1+2 256 >256 16 >256
4+2 16 >256 4 >256
6+2 128 >256 4 >256
11+2 64 >256 4 >256
13+ 2 256 >256 64 >256
17 +2 8 >256 4 >256
18 +2 8 >256 2 >256
24.2+2 4 >256 2 >256
25+2 8 >256 8 >256
47+ 2 8 >256 8 >256
77 +2 64 256 2 >256
78 +2 128 >256 8 >256
*ATTC90028+ATCC25175 16 >256 16 >256
MYA646+ATCC25175 8 >256 16 >256
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Legenda: *1+2- 2 gatunki: szczep kliniczny Candida albicans (1) i szczep kliniczny S.mutans

(2); *ATTC90028+ATCC25175 - szczep wzorcowy C.albicans i szczep wzorcowy S.mutans
W przypadku mieszanki wielogatunkowej (Candida- Streptococcus- Lactobacillus) MIC,
MBEC wynosity 8->256 pg/ml i 32->256 pg/ml odpowiednio dla Pal-KKKK-NH2 i 2-64 pg/ml

oraz 128->256 pg/ml dla peptydu Pal-CKKKKC-NH2 (Tab. 29).

Tabela 29. Wartosci MIC, MBEC wobec biofilméw Candida-Streptococcus-Lactobacillus.

Peptydy
Pal-KKKK-NH, H Pal-CKKKKC-NH,
Candida spp.+ Streptococcus mutans +Lactobacillus rhamnosus

nr szczepow MIC(ug/ml) | MBEC(pg/ml) | MIC(ug/ml) | MBEC(ug/ml)
*1+ 2439 256 32 16 128
4 +2+44 16 256 4 >256
6 + 2+40 64 256 8 >256
11 +2+46 64 >256 8 >256
13 + 2+56 > 256 256 64 >256
17 + 2+61 16 256 4 >256
18 +2+83 8 256 4 >256
24.2+2+65 8 256 4 >256
25 + 2+68 16 >256 4 >256
47+ 2450 16 >256 4 >256
77 +2+43 128 >256 4 >256
78 +2+69 128 >256 4 >256
*ATTC90028+ATCC25175+ 32 >256 4 >256
ATCC9595

MYA646+ATCC25175+ 32 >256 2 >256
ATCC9595

Legenda: *1+2+39 to 3 gatunki (szczep kliniczny C. albicans (1), szczep kliniczny (2) S.
mutans (2) i szczep kliniczny L. rhamnosuss (39); *ATTC90028+ATCC25175+ATCC9595 -
szczep wzorcowy C. albicans i szczep wzorcowy S. mutans i szczep wzorcowy L.

rhamnosus.
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7.3.1.2. Wplyw stezen rownych wartosci MIC i MBEC na eradykacje

biofilmu dojrzatego- metoda z fioletem krystalicznym

Rozdziat zawiera opis wpltywu zaréwno MIC, jak i MBEC, ale istotnos$¢ statystyczng
obliczano tylko dla MBEC, jako wartosci wazniejsze;.

Porédwnujac ilo$¢ biomasy miedzy C. albicans i C. dubliniensis po zastosowaniu testu
Manna-Whitneya (z poprawka na ciggtos¢ p <.05000 ) wykazano, ze rdinica nie byta
istotna statystycznie.

Procent eradykacji biofilmu dojrzatego jednogatunkowego Candida pod wptywem stezen
odpowiadajgcych wartosci MIC i MBEC peptydu Pal-KKKK-NH2 wynosit odpowiednio 22,21
- 66,79% i 7,45 - 19,92%. Dla Pal-CKKKKC-NH, procent redukcji miescit sie w zakresie
odpowiednio od 29,73-71,26 % na skutek stezen MIC i 40,14-67,05% dla wartosci MBEC
(tab. 30).

Dla jednogatunkowego dojrzatego biofilmu S. mutans procent redukcji jego struktur
miescit sie w przedziale 5,02-6,83% pod wptywem stezen odpowiednich wartosciom MIC i
17,30-22.99% dla wartosci MBEC (Pal-KKKK-NH,). Dla drugiego peptydu byty to zakres
7,40-27,26% i 21,08-22,45 odpowiednio dla stezert odpowiadajgcych wartosci MIC i MBEC
(Tab. 30.). Ze wzgledu na uzycie tylko dwdch szczepdéw nie testowano istotnosci
statystycznej w oddziatywaniu na biofilm miedzy peptydami.

W metodzie tej biofilm dojrzaty dwugatunkowy byt niszczony pod wptywem stezen
odpowiadajgcych wartosci MIC i MBEC peptydu Pal-KKKK-NH2 w stopniu odpowiednio 2-
30,25% i 4,41-17,92% w przypadku peptydu wyjsciowego (tabela 31). Dla drugiego
peptydu procent redukcji miescit sie w zakresie 4,59-26,23% dla wartosci MIC oraz 6,60-
26,82 dla wartosci MBEC (tab. 31). Wyzej opisana rdznica w stopniu redukgcji biofilmu (dla
MBEC) miedzy badanymi peptydami byta istotna statystycznie (test t dla par powigzanych:
t=6.86, df =11, p < 0.001).

Tymczasem procent eradykacji biofilmu dojrzatego trzygatunkowego pod wptywem stezen
odpowiadajgcych wartosci MIC i MBEC peptydu Pal-KKKK-NH, wynosit odpowiednio w
zakresie 4,08 - 42,85% i 4,11-34,45%. Dla jego analogu redukcja biofilmu byta na poziomie
2,52-41,48% dla wartosci MIC i 19,01-42,29% dla wartosci MBEC (Tab. 32.). | w tym
przypadku réznica miedzy peptydami byta istotnie statystyczna, tj. analog redukowat ilos¢

biofilmu silniej (test t dla par powigzanych: t = 5.39, df = 11, p < 0.001).
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Peptyd Pal-CKKKKC-NH, wykazat lepszg aktywnos¢ niz Pal-KKKK-NH,. Lepiej redukowat
biomase w biofilmie zaréwno w 1 gatunkowym (55,71% +11,3) jak i w 2 gatunkowym
(19,11% + 4,15) - (test t dla par powigzanych: t = 12.29, df = 11, p < 0.001). Co wiecej Pal-
CKKKKC-NH; byt skuteczniejszy (27,21%+8,92) od Pal-KKKK-NH,. (13,32%+6,86) w stosunku

do 3 gatunkowego biofilmu.

Tabela 30. Procent eradykacji biofilmu jednogatunkowego (Candida spp., S. mutans) pod

wptywem stezern MIC i MBEC w metodzie z fioletem krystalicznym (wartosci srednie).

Peptydy

BIOFILM Pal-KKKK-NH, Pal-CKKKKC-NH,
CAN MIC MBEC MIC MBEC

% red % red % red % red
1 41,04 16,47 71,26 67,05
4 44,16 14,43 63,91 65,36
6 29,65 18,74 57,85 59,41
11 22,21 13,90 58,82 56,14
13 39,17 17,14 68,98 61,22
17 38,55 18,23 68,51 51,34
18 27,93 13,33 29,73 42,48
24.2 29,91 16,42 45,21 40,14
25 66,79 19,92 51,09 40,49
47.1 45,29 18,96 47,77 57,87
77 54,36 13,06 63,98 65,16
78 49,62 8,16 61,30 61,92
ATCC90028 26,66 7,45 55,18 61,51
MYA646 51,83 8,74 60,98 61,89
BIOFILM
SM
2 6,83 22,99 7,40 22,45
ATCC25175 5,02 17,30 27,26 21,08
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Tabela 31. Procent eradykacji biofilmu dwugatunkowego pod wptywem stezen MIC i
MBEC w metodzie z fioletem krystalicznym (wartosci Srednie).

Peptydy

CAN+SM % red % red % red % red
1+2 5,15 6,33 6,51 6,60
4+ 4,39 11,74 8,04 21,61
6+2 8,94 7,92 9,51 18,45
11+2 8,21 8,72 4,59 12,40
13+2 15,10 14,37 11,11 24,46
17+2 8,61 10,00 7,21 26,82
18+2 18,16 10,93 4,93 18,02
24.2+2 6,70 5,41 5,01 15,34
25+2 6,66 8,91 14,04 17,70
47.1+42 12,45 13,81 14,39 22,42
7742 11,99 17,92 15,95 22,17
78+2 14,83 14,52 17,04 23,40
ATCC90028+ATCC

25175 2,00 4,41 22,49 18,89
MYAG646+ATCC

25175 30,25 5,43 26,23 19,73

Tabela 32. Procent eradykacji biofilmu trzygatunkowego pod wptywem stezen MIC i MBEC
w metodzie z fioletem krystalicznym (wartosci Srednie).

Peptydy

BIOFILN e | wse | mic [ Wi
CAN+SM+LAC % red % red % red % red
1+2+39 5,39 4,11 10,97 19,01
4+42+44 4,08 7,07 7,41 35,12
6+2+40 4,60 13,06 10,68 25,93
11+2+46 6,28 9,31 9,37 25,45
13+2+56 9,58 12,96 38,44 41,02
17+2+61 13,64 15,73 17,62 33,04
18+2+83 5,57 12,97 2,52 20,84
24.2+2+65 5,17 12,06 4,14 29,66
25+2+68 12,87 7,40 8,60 21,56
47.1+2+450 19,74 19,17 18,20 26,11
77+2+43 13,09 15,54 10,33 21,60
78+2+69 20,05 30,56 15,58 27,22
ATCC90028+ATCC

25175+ATCCI595 14,35 34,45 33,11 28,05
MYA646+ATCC

25175+ATCCI595 42,85 15,78 41,48 42,29
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Analog peptydu Pal-KKKK-NH2 dawat nizsze wartosci MIC w porédwnaniu do peptydu wyjsciowego,
zarowno w przypadku pojedynczych szczepéw jak i mieszanek wielogatunkowych. Dawka peptydu
Pal-CKKKKC-NH2 w stezeniu 2 pug/ml zastosowana wobec 3 gatunkowego biofilmu (MYA646+ATCC
25175+ATCC9595) data podobny efekt (redukcja 41,48%) co peptyd Pal-KKKK-NH2 zastosowany w
stezeniu 32 pg/ml (redukcja 42,85%).

7.3.1.3. Wplyw stezen rownych wartosci MIC i MBEC na eradykacje
biofilmu dojrzatego- metoda oznaczenia wartosci jednostek tworzacych

kolonie (CFU/mL)

Procent eradykacji biofilmu dojrzatego jednogatunkowego (Candida spp.) pod wptywem
stezen odpowiadajgcych wartosci MIC i MBEC peptydu Pal-KKKK-NH, wynosit odpowiednio
od 10,58- 86,49% i 2,21-91,06%. Dla jego analogu procent redukcji miescit sie w zakresie
od 21,25-99,64% dla wartosci MIC i w przedziale 25,25—99,83% (MBEC). W przypadku
biofilmu jednogatunkowego (S. mutans) redukcja biofilmu przez peptyd Pal-KKKK-NH, pod
wptywem stezen MIC, MBEC ksztattowata sie na poziomie od 28,35-62,41% oraz 58,79-
60,56%. Kiedy ten sam biofilm traktowany byt peptydem Pal-CKKKKC-NH,, procent jego
eradykacji wynosit od 28,87-44,20% i 50,57-63,11%— odpowiednio dla wartosci MIC i
MBEC (Tab. 33.).
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Tabela 33. Procent eradykacji jednogatunkowego biofilmu dojrzatego (po 24h) pod
wptywem stezenn MIC i MBEC peptyddw — metoda CFU/mL (wartosci Srednie).

Peptydy
Pal-KKKK-NH, Pal-CKKKKC-NH,
Biofilm CANDIDA MIC MBEC MIC MBEC
% redukcji | % redukcji || % redukcji | % redukcji

1 71,56 52,67 99,64 99,83

17,42 7,96 90,97 87,31
6 76,85 69,35 97,19 99,42
11 65,16 63,72 92,12 99,05
13 13,01 7,47 61,93 78,55
17 63,41 16,09 96,39 99,06
18 86,49 85,13 82,93 74,24
24.2 11,18 34,85 81,79 98,18
25 68,59 82,02 33,84 25,25
47.1 10,58 2,21 60,90 70,84
77 35,82 91,06 25,79 57,02
78 27,99 85,51 43,23 61,39
ATCC 90028 43,98 57,45 21,25 43,79
MYAG646 19,77 82,27 54,65 52,03
Biofilm STREPTOCOCCUS % redukcji | % redukcji || % redukcji | % redukcji
2 28,35 58,79 28,87 50,57
ATCC25175 62,41 60,56 44,20 63,11
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W przypadku biofilmu mieszanego grzybowo-bakteryjnego zaobserwowano jego redukcje

w zakresie 5-61,5 % i 3,64-69,4% odpowiednio dla szczepéw Candida spp. i 13,1-99,5%

oraz 95,5-99,9% dla szczepow S. mutans pod wptywem stezen MIC i MBEC peptydu Pal-

KKKK-NH,. Brak redukcji Candida wskutek dziatania stezen MIC peptydu wyjsciowego

wykazano u 5 szczepdw Candida i 1 Streptococcus mutans. U 8 szczepdw Candida spp.

wskutek dziatania stezert MBEC nie wykazano redukcji biofilmu (Tab. 34.).

Tabela 34. Procent eradykacji dwugatunkowego biofilmu dojrzatego pod wptywem stezen
MIC i MBEC peptyddéw- oznaczenia wartosci jednostek tworzgcych kolonie (CFU/mL)
(wartosc¢ Srednia).

Pal-KKKK-NH, Pal-CKKKKC-NH,

Biofilm CANDIDA- MIC MBEC MIC MBEC
STREPTOCOCCUS % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji
1+2 1 5,00 brak redukcji 12,4 11,3

2 99,5 99,1 brak redukgcji 70,2
4+2 4 brak redukcji brak redukcji 35,4 brak redukgji

2 73,5 97,0 67,4 79,9
6+2 6 brak redukcji brak redukcji 61,5 brak redukgji

2 96,0 99,9 38,7 65,5
11+2 11 27,5 brak redukcji 27,9 18,5

2 58,3 97,8 3,0 77,8
13+2 13 61,5 brak redukcji 13,4 36,8

2 13,6 99,7 95,3 79,8
17+2 17 29,1 54,9 33,1 41,9

2 18,8 99,8 8,07 72,9
18+2 18 52,5 brak redukcji 53,1 brak redukcji

2 52,6 99,7 14,9 98,4
24.2+2 24.2 9,74 26,8 27,6 34,3

2 13,1 98,1 4,71 92,3
25+2 25 45,1 3,64 40,9 27,2

2 70,5 99,8 79,1 57,9
47.1+2 47.1 6,35 26,9 52,8 brak redukcji

2 16,9 95,5 60,8 82,3
7742 77 39,3 69,4 5,91 brak redukcji

2 86,1 97,6 70,9 82,7
78+2 78 brak redukcji 44,10 82,23 22,4

2 96,9 99,88 63,24 94,2

ATCC brak redukgcji brak redukcji .
ATCC90028 43,25 brak redukcji

90028
+ATCC25175 ATcc 88,2 99,5 brak redukcji 68,5

25175 ! ’ ’
MYA646 MYA646 | brak redukcji brak redukcji 77,87 brak redukcji
+ATCC25175 §;§7CS brak redukcji 95,7 brak redukcji 46,8

Legenda: Na niebiesko S. mutans
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Natomiast analog tego peptydu w wyniku dziatania stezenia MIC redukowat szczepy
Candida spp. w przedziale 5,91-82,23%, a szczepy Streptococcus w zakresie 3-95,3%.
Dodatkowo w przypadku 3 szczepdw nie wykazano redukcji S. mutans. Pal-CKKKKC-NH, w
wyniku dziatania stezen MBEC obnizat sktadniki biofilmu mieszanego w nastepujacy
sposdb: redukcja szczepu Candida spp. ksztattowata sie na poziomie od 11,3-41,9%,
szczepu S. mutans od 46,8-98,4%. W 7 przypadkach paciorkowiec jamy ustnej nie byt
niszczony pod wptywem peptydu Pal-CKKKKC-NH, (Tab. 34).

Nie wykazano réznic w dziataniu peptydow Pal-KKKK-NH, i Pal-CKKKKC-NH, zaréwno na
biofilm jednogatunkowy Candida spp.(wartosci MBEC-test t dla par powigzanych: t=2,09
df=11 p<0,06) jak i dwugatunkowy Candida-Streptococcus (test t dla par powigzanych:
t=0,34 df=11 p<0,74). Peptyd Pal-CKKKKC-NH, lepiej eradykowat Candida spp.z biofilmu
lgatunkowego (79,17%+23,08) niz peptyd Pal-KKKK-NH, (49,83%+34,39).Co wiecej,
peptyd Pal-KKKK-NH, lepiej zdecydowanie redukowat Candida spp w biofilmie 1
gatunkowym (49,8%+34,39) niz w 2gatunkowym (18,8%+25,19) biofilmie. Redukcja ta byta
istotna statystycznie (test t par powigzanych: t=2,66 p=0,022).

Redukcja S. mutans przez peptyd Pal-KKKK-NH, w biofilmie Candida-Streptococcus byta
bardziej skuteczna (98,6%+1,44) niz w przypadku peptydu Pal-CKKKKC-NH, (79,5%+11,86).
Rdéznica istotna statystycznie wykazana testem t préb zaleznych: t=5,44, p=0,0001.

Z kolei trzygatunkowy dojrzaty biofilm (tabela 35) byt redukowany przez peptyd Pal-KKKK-
NH, pod wptywem stezen opowiadajgcych wartosci odpowiednio MIC i MBEC w zakresie
od 7,17-76,3% i 13,5-88,8% dla gatunku Candida spp. oraz od 26,5-99,9% i 47,7-100% dla
paciorkowca i od 3,34-100% oraz 58,7-100% dla bakterii Lactobacillus rhamnosus. Brak
redukcji grzybdw Candida spp. zaobserwowano w przypadku 9 mieszanych biofilmow.
Dziatanie analogu peptydu pierwotnego obnizato sktadniki 3 gatunkowego biofilmu
odpowiednio dla Candida do poziomu 12,8-90% i 1,67-85,4%; dla Streptococcus 16,4-
85,9% i 11,2-98,84%; dla bakterii kwasu mlekowego 9,71-99,5% i 4,46-100% w zakresie
stezernt MIC i MBEC (Tab. 35.).

Brak redukcji S.mutans obserwowano u 9 na 14 badanych biofilméw. W przypadku 6
szczepOw C.dubliniensis brak redukcji wykazano dla 4 szczepdéw w zakresie stezen MBEC

(Tab.35).
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Redukcja S.mutans byfa bardziej skuteczna w biofilmie 3 gatunkowym pod wptywem
dziatania peptydu Pal-KKKK-NH; (94,9%+14,9%) niz pod wptywem dziatania Pal-CKKKKC-
NH, (65,6%+28,42). Istotnos¢ wykazano testem t par zaleznych:t=4,38 p=0,001.

Redukcja Lactobacillus w 3 gatunkowym biofilmie przebiegta lepiej w przypadku peptydu
Pal-KKKK-NH, (98,83%%1,97) niz w Pal-CKKKKC-NH, (52,04% + 41,1) — (test t par
zaleznych:t=3,95 p=0,0022).
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Tabela 35. Procent eradykacji trzygatunkowego biofilmu dojrzatego pod wptywem stezern MIC i

MBEC peptyddw - oznaczenia wartosci jednostek tworzgcych kolonie (CFU/mL) (wartos¢ Srednia)

Pal-KKKK-NH, Pal-CKKKKC-NH,
Biofilm CAN-SM-LAC MIC MBEC MIC MBEC
% redukcji % redukcji % redukcji % redukcji

1+2+39 1 19,8 54,9 73,8 52,1

2 99,9 99,8 85,9 97,9

39 100 100 36,6 29,9
4+2+44 4 47,3 13,5 85,3 13,0

2 brak redukcji 98,9 brak redukcji 38,78

44 9,31 100 89,9 82,29
6+2+40 6 35,9 brak redukcji 12,8 1,67

2 77,7 100 16,4 62,4

40 68,6 100 100 100
11+2+46 11 70,9 66,2 64,2 85,4

2 90,3 99,9 39,0 96,7

46 90,6 95,8 99,5 100
1342456 13 7,17 39,2 37,9 81,4

2 98,2 98,1 67,4 95,1

56 100 100 91,4 99,1
17+2+61 17 68,4 brak redukgcji | brak redukcji | brak redukcji

2 brak redukcji 100 brak redukcji 64,88

61 65,5 100 96,2 99,6
18+2+83 18 18,0 88,8 44,2 15,0

2 brak redukcji 47,7 brak redukcji 11,2

83 23,5 99,9 brak redukcji 47,7
24.2+2+65 24.2 brak redukcji | brak redukcji 72,8 brak redukgcji

2 79,5 99,8 brak redukcji 78,90

65 37,2 94,1 36,0 28,99
25+2+68 25 31,5 brak redukcji 29,3 3,34

2 74,2 96,6 brak redukcji 98,84

68 3,34 99,7 21,4 4,46
47.1+2+50 47.1 45,3 brak redukcji 57,6 brak redukcji

2 26,5 99,5 brak redukcji 53,51

50 44,5 97,6 72,7 20,12
77+2+43 77 18,0 brak redukcji 90,0 8,00

2 96,3 99,48 brak redukcji 42,4

43 19,4 99,2 81,3 12,5
78+2+69 78 70,3 brak redukcji 79,0 4,01

2 99,7 100 40,8 47,0

69 78,0 99,6 69,9 brak redukcji
ATCC90028 |ATCC 90028 76,3 brak redukcji 13,4 80,4
+ATCC25175 | ATCC25175 | brak redukcji 65,6 brak redukcji | brak redukgcji
+ATCC9595 ATCC9595 49,5 58,7 9,71 16,4
MYA646 MYA646 13,64 brak redukgcji | brak redukcji | brak redukcji
+ATCC25175 | ATCC25175 | brak redukcji 77,2 brak redukcji | brak redukgc;ji
+ATCC9595 | ATCC9595 34,3 89,7 89,9 18,9
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7.3.2. Wpltyw fototerapii na wybrane biofilmy jamy ustnej

7.3.2.1. Ustalenie optymalnego czasu wchianiania barwnikéw uzytych w

doswiadczeniu dla mieszanych zawiesin planktonowych.

Czas wchfaniania barwnika TBO (Btekit toluidyny Orto) i BM (Btekit metylenowy) dla
planktonu w przypadku zawiesin 1, 2 i 3 gatunkowych Candida spp., Candida -
Streptococcus, Candida-Streptococcus- Lactobacillus przedstawiono na rycinach ( Fot. 16.-
Fot. 21.) Zabarwione na kolor niebieski komdrki wskazujg na maksymalne wchtoniecie

barwnika do komarki

CAN TBO

2 min — = — 4 min =

7 min —.=— 10 min - =

Fotografia 16. Czas wnikania barwnika TBO do komodrek planktonicznych Candida
.Powiekszenie x 400
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CAN BM

7 min —— A L e

Fotografia 17. Czas wnikania barwnika BM do komodrek planktonicznych Candida
.Powiekszenie x 400

CAN+ SM TBO
- P
2 min —a=— 4 min ==
/ [
/ min =meee 11.0MIN =

Fotografia 18. Czas wnikania barwnika TBO do komodrek planktonicznych Candida i
Streptococcus. Powiekszenie x 400
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CAN+ SM BM

2 min e ) S
A A
7 min uwes 1.0:MIN T

Fotografia 19. Czas wnikania barwnika BM do komodrek planktonicznych Candida-
Streptococcus. Powiekszenie x 400

CAN+ SM+L TBO

J f

2 min Sess 4.MiN =

7 min e 1.0.MIN e

Fotografia 20. Czas wnikania barwnika TBO do komorek planktonicznych Candida-
Streptococcus-Lactobacillus. Powiekszenie x 400
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C+SM+L BM

* D * .

ZAminiE e i

Fotografia 21. Czas wnikania barwnika BM do komodrek planktonicznych Candida-
Streptococcus-Lactobacillus. Powiekszenie x 400

Optymalny czas wchtaniania barwnika TBO dla jednogatunkowego biofilmu Candida wg
naszych wczesniejszych badan to czas 7 min [100]. Czas wnikania do komdrek Candida
drugiego z analizowanych barwnikéw BM wykazuje 10 min (fot.17). W przypadku
zawiesiny 2 i 3 gatunkdéw optymalny czas potrzebny do catkowitego wnikniecia
fotouczulacza do komérki to 10 minut.

Najkorzystniejszy czas wchtaniania obu zastosowanych barwnikéw to 10 min zaréwno dla

mieszanin 1,2 i 3 gatunkowych i taki wzieto pod uwage w pracy z laserem.

7.3.2.2. Wplyw lasera na niszczenie dojrzatlego biofilmu jedno i
wielogatunkowego- ocena caltkowitej biomasy testem 2z fioletem

krystalicznym

Stopien redukcji biomasy w biofilmach pojedynczych jak i wielogatunkowych pod
wptywem dziatania samego fotouczulacza(P), laseroterapii jak i fototerapii (aPDT)

przedstawiajg tabele ponizej tab. 36-39) zaréwno dla biofilmu 24h i 48h.
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Legenda:

Stopien redukcji biomasy:

powyzej 40% 20-40% ponizej 20%

* TBO- Btekit toluidyny Orto
* BM- Btekit metylenowy

W metodzie tej nie wykazano réznic miedzy dziataniem obu laseréw dla biofilmu 24h.
Fototerapia (P+L) zastosowana na biofilm jednogatunkowy zredukowata mase biofilmu
(powyzej 40%) u 9 biofilméw (30s, laser MMO) i tylko u 3 w terapii (30s, laser
LASOTRONIX) sposréd 16 biofilmdéw jednogatunkowych. Wiekszg skuteczno$é (redukcja
powyzej 40%) wykazano dziatajac laserem MMO (P+L) we wszystkich czasach (30s; 1,5min;
3min) niz w tym samym czasie przez Lasotronix.

W przypadku biofilmu 2 gatunkowego mie byto réznic miedzy terapig samym laserem (L)
dla obu zastosowanych laseréw. Redukcje na poziomie ponizej 20% reprezentowato 12 na
14 przebadanych biofilméw 2-gatunkowych (MMO DUO, LASOTRONIX 30s, 1,5 min i 3
min). Terapia fotodynamiczna (P+L) zmniejszyta mase biofilmu 2gatunkowego w przedziale
20-4-% u 7 biofilmoéw leczonych TBO i swiattem lasera Lasotronix i 5 biofilmow leczonych
BM i Swiattem lasera MMO DUO na 14 przebadanych biofilmdw.

Wiekszos¢ (13) sposrdod 14 badanych biofilméw 3gatunkowych zostato zredukowanych w
granicach ponizej 20% w terapii laserem (L) zaréwno wykorzystujgc laser MMO DUO jak i
LASOTRONIX. Przedziat redukcji (20-40%) wykazywata wiekszo$¢ przebadanych biofilméw
w kazdej z grup (1, 2 ,3gatunkowe) poddanych terapii fotodynamicznej (P+L) w czasie 30s,

1,5min i 3 min.
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Tabela 36. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 24h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikéw P(barwnik TBO); L(laser), P+L(fototerapia) —laser Lasotronix

Barwnik *TBO
2ah 30sek 1,5min 3min
oo szczep % redukcji % redukcji % redukcji
biofilm
P L P+L L P+L L P+L

*| gat & 174F 0,26|=> 36454} 2,86/7r 374} 5,285 42,15
*|| gat 1l 36,14k 10,797 40,057 34,95|4F 52,44} 20,14 53,95
*11| gat = 40214}  209|4r 48644} 201|{F 52,64} 13,6/{F 53,65
| gat 4 49,7914} 144|4r 53,394} 14,08/4F 56,55 387/{F 534
Il gat Al{r 46,254 13,18|4F 4831} 172|4r 53| 33,15/{F 59,78
1l gat —» 293514} 6,637 3815} 572|=> 33,884} 16,557 33,42
| gat o> 21,74 7,57|0> 27944} 11,747 30,8|4} 13,7514k 155
Il gat 6|=> 33,85{F 46,65/ 41,924} 165{F 43,1514} 862|{F 511
Il gat > 2192 356[c 23454k 5292 2625} 8350 2845
| gat 4 44,684} 1381|4r 57,454} 16934 63,25 29,75|= 36,35
Il gat 11j=> 41,37|0> 38214k 49,70 369|4F 42,75|= 37,95/4F 44,6
1l gat o> 25914} 17,15|=> 24,254} 7,484} 144}  9,74|4} 18,28
| gat = 29,40 26,130 36,71 34,85|c 35,42|-» 39,46 40,15
Il gat 134 17,27|49F 056[4F 17,887 38,23|7 29,53} 6,99/ 29,25
1l gat 4+ 44,1814} 2,67|0> 34210 22,13|7> 35884} 625 24,05
| gat > 22614F 27|50 22,44[dF 3,735|=> 23,214k 20,32|=> 36,88
Il gat 174} 12214  577[= 21,1214} 0,09|=» 224F 5,274} 10,78
1l gat 4 19,1814} 3,144} 15124} 996|=> 25,034} 3,89|= 40,53
| gat & 554 134F 7,754 5(4F 8,254} 514 10,5
Il gat 184  1,24[dF 9994} 3174} 5664 7854F 7,724 9,25
1l gat 4 3324k s5784dF 75HdF 5411dF 10,7514F 3,36}k 105
| gat b 9594} 536k 16,314} 8,734} 15,394} 10517 22,53
Il gat 242} 1362|dF 3,52|0» 2945} 666|c> 21,234F 3,86|5r 2571
Il gat o> 24524 7,090 37,114}  892|4F 42,624} 9,19|{F 49,13
| gat b 86l 1240 256HF 122/ 22,64k 20/=» 26,6
Il gat 5L 5544k 084} 16,34[4} 2,57|7» 20,984} 12,57|7> 23,99
Il gat 4 5181} 4,76[d} 16,064} 18447 31,12} 6,965 22,94
| gat > 25l 16,144} 46,34|0 21,1914F 61,320 39,02|4F 5842
Il gat 47d) 8,714} 15,37|0» 29,64} 17,72|c> 36,1614} 16,66|7> 26,82
1l gat 4 263dF 950 41054F 67214 442K} 7,082 419
| gat > 29,54} 3,39|4r 46,694} 1547|{F 56,99|-> 32,69|{F 59,77
Il gat 7714k 19,04|4} 4=y 32,294F 8284} 20,83d}F 1,797 24,41
1l gat 4 1958} 4730 223dF 01| 35484F 6|7 27,08
| gat > 22,7514} 15,99|=> 2555} 8,84|=» 30,45|0» 27,25|=> 29,14
Il gat 78| 37,9714 9,430 41,094} 598{F 4834} 3,28/4{F 44,98
1l gat > 25164} 19,24|=>» 29,194} 19,69|=> 30,694} 9,99|=> 32,84
| gat 4 16,054} 10,394} 10,584} 10597 2134} 1,87[=» 255
Il gat ATCC90028 |4} 11,85/} 1,034} 13,054} 7,557 26,954} 4,79|» 27,85
1l gat B 12214 64 41714k 6,75|=» 29,154} 5057 40,28
| gat > 37,87 31,814} 44,55/ 2165/{F 48,05 269|4{F 464
Il gat MYA646  |[4F 17,75[4F 1,854}  132[dF  3,22|7» 30,1514} 148|c> 4138
1l gat 4 1554dF  48|0» 22,55|0 21,95|4F 52,950 22,4/4{F 434
| gat 21 1,84} 3,7|4F 11,054) 13|=>» 24,354F 794} 16,7
| gat ATCC25175 [4F 2,844} 7,44} 104} 144|c> 22,154F 1054k 10,45
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Tabela 37. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 48h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikéw P(barwnik TBO); L(laser), P+L(fototerapia) - laser Lasotronix

Barwnik TBO
30sek 1,5min 3min
4§h' szczep % redukcji % redukcji % redukcji
biofilm
P L P+L L P+L L P+L

| gat o> 28,184k 3,76|=» 26,354} 3,08/=» 40,55/ 2550 37,2
Il gat 114 52,274F 12,7540 53,944F 17,85/4F 52,25|5> 40,55/4F 61,25
Il gat o> 40464k 7,185 31,354F 47514 515514F 7,92/ 509
| gat o 42914F  7,09/4r 53,554F 3,66/ 54,854k 12,047 4536
Il gat 4> 45,164F 13,18/ 46,3514F 14,76|4F 53 |&» 33,1|4F 603
1l gat o> 29364F 8315 38,154}F 1,487 33,88dF 16,85|7» 3342
| gat o 24344F o0814F 161dF 1,135 35054F 425 3995
Il gat 67> 35194 6,134} 17,054k 21,35/ 35514F 7,917 34,35
Il gat < 20,194F 11654F 82354k 3694k 20,74k 8535 26,13
| gat < 13,554k 20,35|5» 39,854F 17,15|7» 39,65/ 24214k 214
Il gat 115> 39,8214F 10,4/ 39,654F 813|5 424|4F 21,45/ 43
Il gat & 14094F 7,034F  47dF 12694k 6,094k 3214k 446
| gat & 0474 6694F 8054}k 16534k 1894k 19,345 2305
Il gat 134k 20,474F 8315 33,754} 5795 34484k 14,29 41,43
Il gat < 21,514F 15,08+ 58934F 20,57|{F 61,2754F 13,97 33,76
| gat 4} 18,05/0» 32,08/ 28,614F 9,55/ 3584d} 19,05|7> 37,36
Il gat 1714k 13,594F 2445 29,431} 2,67/ 31,954k 11,96/ 43,18
Il gat o 259714F  0,9/fr 57,974F 4974 59,45 32,19|{F 67,24
| gat < 16,74k 21,05|=> 4574}F 4547 379514k 9,06|7» 46,25
Il gat 184F 724k 6451r 47,7/4 69,05/r 49254F 7.61/{F 522
Il gat & 2065+4F 5755 33,7514F 12| 342H4F 0375 362
| gat & 5514 4254dF 8254F 6154k 12,2914F 12,084F 1547
Il gat 24.2|0» 35594k 15,18|c> 38,014} 5365 36544dF 4,56|5> 43,59
Il gat o 28734} 075/ 32,14[4} 4,555/ 38554} 1,97|4r 48,51
| gat < 10,5/5» 23,597 28,114F 12,084k 20,19|d} 18,887 24,13
Il gat 2514k 2,714 3994k 5.86[4F 3,234 11,1k 1,795 26,95
Il gat 4 18,924} 458|5> 3854[4F 5895 42,754F 1532|5r 40,13
| gat o> 23,684F 19,78|4F 53,15/ 27,854 62,5/ 46,964 62,11
Il gat 473y  4254F 0335 2511H4F 2,955 35591HdF 9,47|5» 35,96
Il gat & 4544F 509 36344F 3,735 32,54[4F 3915 29,04
| gat or  35644F 9,711{F 52,615 32,095 42,645 31,07/{F 63,86
Il gat 770 23,95[4F 9,090 30,084} 14,840 3924} 13,72|0» 42,15
Il gat o» 23,22|5» 316/4 489314F 1519/4F 509814 8554 51,13
| gat o 27,50 31,182 41,930 40,15|c» 43,37|0r 25,440 29,69
Il gat 78|0» 27,944F 14597 31,66[4F 3,77|5> 44,8314F 19814 4842
Il gat o 42,474 129404 51,8114F 17,56/ 48,6214 7,76|5 32,54
| gat o» 25354F 4,07|5» 23,555[4F 4,855 309314F 54655 297
Il gat ATCC90028|=> 23,314F 4914} 19,254} 3,77|=» 30,554 8|5 39,25
Il gat & 21454F 985k 21914 86| 24554F  674F 1536
| gat 4+ 2135} 218/ 35454} 1565/0> 30,74} 18,55/ 359
Il gat MYA646 |o» 293F 2250 304F 10,23|=r 329]4F 99k 222
Il gat o 2314F 915WF 814k 9695 27,14k 1245/ 557
| gat 2[4k 2,75[4F  35F 1454F 3,695 281514k 1474F 141
| gat ATCC2517514F 55614F  1,74dF 1234} 165k 136[4F 6,494k 7,57
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Tabela 38. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 24h (1,2,3 gatunki) pod wptywem
czynnikow P(barwnik BM); L(laser), P+L(fototerapia) - laser MMO DUO

Barwnik *BM
2ah 30sek 1,5min 3min
o szczep % redukcji % redukcji % redukcji
biofilm
P L P+L L P+L L P+L

| gat 1 40,284} 11,635/4F 48,950 20,55[{F 54,35|4F 11,24/ 47,55
Il gat 114 46,94} 1495{F 50,61|=> 32,2|4{F 52,65\ 24,45|{F 56,65
1l gat 1 46,614} 16,75/4F 50,45|c> 22,95|{F 53,14 14/{F 47,95
| gat 4 50314F  7.84F 534HF  9,79|{F 48,78|7 36,05/4F 46,65
Il gat 44r 4454} 6,625/4F 52,474} 15,834 544} 15,68|4F 59
1l gat o 27,5614k 13,41|4F 45,184} 14,09|=> 38,93|c> 22,487 27,6
| gat o> 2535} 6,245|=> 26,550 27,17 28,65|c» 2584} 18,25
Il gat 6|0 26,390 21,70 2644} 1792 2214 13,1k 52,75
1l gat o> 2887HF 12,17 27,054F 2,394} 159|7 19,78/ 21,15
| gat o> 3784} 13,7|4F 45754} 3,155|{F 50,95|4} 12,84|=> 38,34
Il gat 11|=>» 38,08|c> 255/{F 48,7|4F 16,9514 49,964} 8,75|{F 458
Il gat & 764k 1790 2144} 634} 11,64|d) 1865} 194
| gat > 25,722 22,88|=» 32,48|0> 27,982 32,33|0» 22,73|0 28,11
Il gat 134dF 5914} 0,127 34214} 0,56/ 35384} 0,34|7> 24,05
1l gat 4 18,154}  3,04|4F 4054} 899> 34,234} 2,92[=» 29,74
| gat o> 23,35} 17,49|=> 31,06[4F 18,122 27,28|=> 22,88/= 30,83
Il gat 174 13644} 9,587 3384} 1,899 259714} 6,75 34,49
1l gat 4 12,194} 0,054k 17,544} 009> 22,53|4F 9,95/{F 42,11
| gat > 20,854} 544|dF 5214}  7550HF 11,84} 17,454} 18,95
Il gat 184} 5,584F 17,9514} 18,154} 74F 18,494} 9,78|7> 24,15
1l gat 4 1094} 9,19dF 6,02|5 206HF 754 1,225} 5,135
| gat 4 17,654} 12,02|4F 53,44} 10610 24,03|4} 10,157 29,96
Il gat 2424k 12,484dF 1,197 27,26[dF 0,957 20954} 12,21|c» 28,59
1l gat o> 21,2614} 2,744 40,454} 5137 36,994 2,64/ 37,73
| gat & 112k 664/ 216[dF 1625 2584k 86| 27,2
Il gat 254 406} 476|dF 12,134} 7,831} 1237|0281} 13,19
Il gat 4 9,831} 1533} 1521|> 26430 21,12|4} 13,7314} 13,69
| gat o 354HF 1259|4F 43,47|0> 21,59{F 50,49|c> 29,98|4F 53,02
Il gat 474k 10,294}  2,74|4) 13,184} 6,284} 17,46|7» 20,12 23,22
1l gat & 9,794} 845/ 26,024} 168514} 17,814} 2,654} 14,15
| gat 4 4354} 17,73|4F 47,350 2023|{F 47,7|0 26,71|{F 45,25
Il gat 77\4 89614} 2,880 33,6514} 4,150 28944} 2,744} 1853
Il gat o 2414k 1,742 27,394} 1082 27,23|4) 17,697 29,12
| gat 4r 40,14}  9,15|4F 41,05/ 29,98|{F 45,26|-> 38,02|7> 35,01
Il gat 78| 21,524k 6,33|4F 40,680 32,39{F 49,74|4} 871|{F 39,96
1l gat 4 6644} 14,090 28394} 8715} 16,12|4} 5,24|7> 25415
| gat 4 14,852 1964k 14,74} 540 27,154 184} 18,05
Il gat ATCC90028 |} 10,354} 7,44k 19,14} 1514F 48354 13,35/{F 42,7
Il gat o» 2534k 2,78|4F 404} 8650 389|c» 23,65{F 52,05
| gat O 19,92 24,45|4F 41,85|c» 26,75|=» 33,2|c» 27,05/= 33,85
Il gat MYA646 4 1614} 835/4F 46,354} 7,35/{F 53,654 9,025/{F 54,75
Il gat o 20,254F  2,97|=>» 30,234} 2,95|{F 443|c> 204/{F 51,95
| gat 2|4 15,75|=» 26,7|4F 41,05 28|0» 37,854} 19,150 24,1
| gat ATCC 25175 |4F 7,754} 8,650 2595/ 23,40 26,7|4F 4,04dF 12,7
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Tabela 39. Stopien redukcji biomasy w biofilmie 48h (1,2,3 gatunki) pod wptywem czynnikdéw

P(barwnik BM); L(laser), P+L(fototerapia) - laser MMO DUO

Barwnik BM
4sh 30sek 1,5min 3min
s szczep % redukc;ji % redukc;ji % redukcji
biofilm
P L P+L L P+L L P+L

| gat > 30,074} 17,15|=> 20,4]=» 20,55|{F 54,351} 12,28/4F 45,65
Il gat 114 40,7|4F 5,245|4F 42,65|=> 32,2|4F 52,654 12,08/4F 57,73
1l gat > 37,98|7 20,057 3694/~ 2295|4F 53,14} 11,234{F 46,1
| gat 4 44,98 24364 5344} 979{r 4878[d}F 1024|=r 393
Il gat a4y 445HF  65214r 52,4714F 15834 4 1854 59
1l gat > 27,564} 13,41|{r 45,181} 14,097 38930 22480 27,6
| gat o> 31,44 134 53,47 2717 28,65/ 32,35 36,2
Il gat 6|4 18,06[4F 7417 2644F 1797 22,14} 6,857 29,2
1l gat = 20,114} 0,394} 887} 239}k 159} 7,821} 11,15
| gat 4F 43,03|=> 37,15/4F 53,44} 3,155/4F 5095|{F 39,85/4F 47,3
Il gat 114F  116[dF 325}  485dF 16,95|4F 49,964} 2,244} 15,35
Il gat > 26974F 1494} 489d)F 6344} 11641} 6[4F 18,03
| gat A 15,384 159214} 17,84|=> 27,980 32,3314} 6,72|=r 20,675
Il gat 1 1314F  2,294F 19,1214k 0565 35384} 6,485|0r 21,06
1l gat > 25144} 10,27|4F 43,934} 8990 3423} 11,840 3448
| gat > 27,554F 18,78|{F 53,4} 1812|0> 27,28} 11,22|=> 36,63
Il gat 17|4F 15,584F 4,224} 18,24} 1,89|» 2597} 3,27|7) 26,23
1l gat > 349714 5897 36,144} 0,097 22,531} 17,890 38,24
| gat = 24,754k 5H4F 53414 7554F 11,84} 8932 3835
Il gat 1814 171} 2,18|=» 39,51} 74F 18,494} 5487 39
Il gat < 15,154  79/4F 4085|0206/} 4 12,05/4F 47,35
| gat A 1942|4F 156|7» 21,44} 10617 24,034} 6,527 31,68
Il gat 242} 8664 4657 32,714k 0950 2095} 4564F 43,59
1l gat > 19,764} 7,91|=> 38,044} 5137 36,994} 5,485/4{F 56,95
| gat 4F 40,47|=> 33,75/4r 42,664} 16,2|7> 258|7> 34,92/4F 50,59
Il gat 254 858ldF 9621k 16,774} 7,834} 12,374}  3,53|7 25,06
1l gat <+ 13,52|4F 7,53|0 34,450 26,430 21,121dF  9,71|4F 46,79
| gat 4+ 47,7|=» 22,93|=> 39,32 21,59|4F 5049|=» 32,51/4F 55,32
Il gat 479 o514} 5890 2694 6,284F 1746} 7,215 27,57
Il gat 4 5864 2,820 3064k 16854} 17,814 8935/ 22,58
| gat < 1634 18217 28,897 20,2314+ 47,7|4F 4549{F 56,52
Il gat 77\4F 16,954F 2,14|c» 23,534} 4,150 2894} 5067 2814
Il gat > 31,174} 11,9114F 39,96[4F 10,82|=> 27,23} 997> 31,65
| gat > 21,84} 18,17|=> 30,347 29,98|{F 45,267> 21,35|=» 33,49
Il gat 78|00 21,444  5,14|7» 22,285 32,39|4F 49,744} 13,94/ 31,07
1l gat = 20,644 14,27|0> 21,844} 87154} 16,1214} 4,14|= 24,92
| gat > 34,75|=» 25,65/=> 36,64} 547> 27154} 12,982 34,49
Il gat ATCC90028 |=» 34,714} 3,414} 11,12[}F 1571|4F 48354} 3,984} 16,35
1l gat > 32,2514F 7,684} 3,184} 8650 389} 1344} 63
| gat < 10454 495/ 257|7> 26,75|7> 33,24k 9,927 23,6
Il gat MYA646 = 39,254 3,617 26,54k 7,35/4F 53,65[4F12,38 |4 14,1
1l gat > 3584 9294} s5594F 29214 4431} 346} 945
| gat 2|4y  5,854F 10,284} Al 146} 104} 1078 94
| gat ATCC25175 H}F 6,014} 16,244k 2,944} 1655dF 1325 9954F 38




Test Anova Friedmama(N=12, df=2) wykazat, ze fototerapia laserem LASOTRONIX i MMO
DUO byta na podobnym poziomie redukujg¢ biomase biofilmu 1,2,3 gatunkowego.

Nie wykazano rdznic istotnych statystycznie w redukcji biomasy w biofilmie 1 gatunkowym
stosujgc fototerapie laserem LASOTRONIX (36,76%+18,66) i MMO DUO (37,28%+13,85).
Podobny poziom redukcji dla obu laserow uzyskano w biofilmie 2 gatunkowym:
LASOTRONIX (33,78%+15,37), MMO DUO (29,33%+15,13), a takze dziatajgc na biofilm 3
gatunkowy. Procent redukcji biomasy ksztattowat sie s$rednio (31,87+11,97) i
(25,25+13,26) odpowiednio dla lasera LASOTRONIX i MMO DUO.

We wszystkich biofilmach (1,2,3 gatunkowych) wykazano istotng réznice miedzy terapia
samym laserem a fototerapig, o czym $wiadczg absolutne réznice pomiedzy srednimi rang
w zakresie 1,17-1,83 (Srednie rang istotne jesli >0,97 przy poziomie istotnosci p=0,005).

W 2 przypadkach: w biofilmie 1 gatunkowym (ranga 1,16) i 2 gatunkowym (ranga 1,17)
istotna byta réznica miedzy barwnikiem TBO a fototerapig LASOTRONIX.

7.3.2.3. Wplyw dziatania lasera na redukcje dojrzatego biofilmu
jedno/dwu i trzygatunkowego na podstawie liczby CFU/mL

Wptyw obu uzytych barwnikéw (TBO i BM), laseréw i terapii fotodynamicznej (aPDT)
przedstawiono w tabelach ponizej (tab. 40-45). Uzyte kolory od czerwonego po
pomaraniiczowy do zielonego odwzorowujg stopien skutecznosci  wszystkich
zastosowanych terapii (dziatanie samym barwnikiem, tylko laserem oraz potaczenie

fotouczulacza z laserem - fototerapia). Interpretacja wg legendy:

LEGENDA:

Najmniejsza z Najwieksza

skutecznos$¢ skutecznosé
~ brak szczepu
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Tabela 40. Wptyw laseroterapii i fototerapii (laser Smart M LASOTRONIX, MMO LASER

DUO) na biofilm pojedynczy Streptococcus mutans (% redukcji-wartosci srednie)

* Legenda:

*BM- Btekit metylenowy

*TBO- Btekit toluidyny Orto

Biofilm SM 24H 48H
BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
*TBO 30sek | 1,5min | 3min | 30sek | 1,5min [ 3min TBO 30sek | 1,5min | 3min | 30sek | 1,5min | 3min
T % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji
Srednia Srednia Srednia_ [érednia_ |$rednia Is’rednia Iérednia Srednia srednia_ |$rednia  |érednia |$rednia |$rednia |$rednia
2
ATCC 25175
Biofilm SM 24H 48H
BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
*BM 30sek | 1,5min | 3min | 30sek | 1,5min | 3min BM 30sek | 1,5min | 3min | 30sek [ 1,5min | 3min
MMO % redukcji % redukcji % redukgcji % redukcji % redukcji % redukcji
Srednia Srednia Srednia_ |$rednia |érednia |$rednia [$rednia |$rednia Srednia_ |$rednia  |érednia |$rednia |$rednia |$rednia
2 68,26 76,21
ATCC 25175 49,37 81,01

Tabela 41. Wptyw laseroterapii i fototerapii (laser Smart M LASOTRONIX, MMO LASER
DUO) na biofilm pojedynczy Candida spp. i (% redukcji-wartosci srednie)
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Biofilm 244 28t
CAN BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
*TBO 30sek | 1,5min | 3min | 30sek | 1,5min | 3min TBO 30sek [ 1,5min | 3min | 30sek | 1,5min | 3min
LASOTRONIX % redukcji % redukgcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji
Srednia Srednia |$rednia |$rednia [$rednia [$rednia |$rednia |$rednia srednia_ |$rednia |$rednia |$rednia [$rednia |$rednia
1 53,69 45,54 87,89 66,48 67,61
brak brak
4 redukgji Ky LB redukgji W=
6 70,35 71,84 51,54 60,46 86,35
11 64,81 48,46 47,76 72,50 82,07
13 84,19 51,76 50,88 51,02 56,08
17 brak = 4a94| 4321 6740|3951 47,28
redukcji
18 73,49 38,90 42,41 81,72
24.2 43,59 80,28
25 56,07 68,80
47 39,01 54,70 67,60
77 brak ) brak redu 62,74 90,96
redukgji
brak
78 75,82 82,06 91,11 " 90,13
redukcji
ATCC
90028 66,34 81,02 86,45 52,37 78,46 51,28
MYA646 67,52 83,56 47,89 49,65
Biofilm 224 A8H
CAN BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
*BM 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min BM 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min
MMO % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji
srednia Srednia |Srednia |$rednia [$rednia |$rednia |$Srednia |$rednia srednia_ |Srednia [$rednia |Srednia [Srednia |Srednia
1 44,07 47,62 84,35 62,23 4840 89,95
redukcji
4 brak 71,83 90,47 38,69 7631 7691
redukcji
6 82,59 83,00 84,14 64,93 51,76
1 brak = 58,63 41,12 82,81 brak redu 58,75 8318 81,95
redukcji
13 70,80 87,26 75,80 46,98 63,58 83,96
17 74,31 66,41 49,24
18 58,43 brak 46,00
redukgcji
24.2 37,44 70,31 50,66 69,16 35,29 57,23 90,48 70,24
25 67,85 54,77 73,38 85,11 75,45
47 6022  8a15°¢ 74,80 88,81
redukgji
77 47,27 74,59 77,98 86,79 75,78 63,27 78,65
78 87,39 46,05 76,30 73,03
ATCC 61,92 77,54 63,61 46,86 90,50 54,17 brak = 88,26
90028 redukgji
MYAG46 80,78 87,57 88,16 37,50 44,79 48,96 57,03



Legenda:

*BM- Btekit metylenowy

*TBO- Btekit toluidyny Orto

Wiekszos¢ biofilméw jednogatunkowych (Candida spp. i S. mutans) zostato zniszczonych
pod wptywem terapii fotodynamicznej (P+L) zaréwno laserem Lasotronix jak i MMO DUO.
W czasie naswietlania 3 min stopien niszczenia komdrek 24h biofilmu byt na poziomie 75-
100% dla obu laseréw. Natomiast dla 48h biofilmu lasery redukowaty biofilm na poziomie

70,24-100%.

Tabela 42. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera Smart M LASOTRONIX na
dwugatunkowy biofilm Candida-Streptococcus (% redukcji-wartosci srednie).Wers
pierwszy wskazuje wartosci dotyczace Candida spp., wers drugi S. mutans

24H 48H
Biofilm
CAN-SM BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
*TBO 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min TBO 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min
o 9
% . % redukgcji % redukgcji % . % redukcji % redukgcji
LASOTRONIX| redukcji redukcji
srednia [$rednia |Srednia |$rednia |Srednia |$rednia [$rednia Srednia |$rednia |Srednia |$rednia |[Srednia |Srednia |$rednia
63,87 52,58 64,13 63,65 99,93 97,16 99,99 L2 20 :ZEkcji 50,00 220 Lo2 94,79 99,92
1
6998 6764 8171 3996 7233 7514] oae0[ 0% [Prok 9905 198,20 199,34 199,50 199,23
redukcji
4 30,93 51,01 41,79 64,42 87,30 97,86| 100,00(56,13 62,45 61,37 68,07 82,44 96,76 97,84
25,95 43,39 52,03 59,86 96,92 98,15 99,71(48,81 55,25 70,20 80,50 91,12 95,97 97,07
31,40 70,95 35,69 59,27 88,92 95,96 97,93 g brak N B vk SR SR 99,02
6 redukcji
63,61 32,96 43,71 33,93 97,46 67,14 89,89(15,60 85,82 30,50 77,62 84,40 93,40 97,59
55,17 brak ) 87,38 61,30 70,19 97,78 97,72 23,66 91,51 62,44 79,39 98,47 96,87 98,47
11 redukcji
39,35 21,45 84,27 30,65 75,08 91,77 99,85(32,60 40,07 95,90 92,65 96,33 97,72 95,81
4,75 71,36 74,76 brak ) 95,83 99,95 100,00 14,22 46,75 63,25 62,65 56,63 39,76 84,43
13 redukcji
37,34 65,30 51,83 51,83 96,29 96,41 99,93(8,20 89,92 88,69 89,51 73,11 97,20 97,44
15,48 56,06 brak ) 86,03 87,35 92,48 99,99 52,59 69,25 76,64 84,43 85,46 47,36 58,16
17 redukcji
52,10 20,17 69,75 69,75 96,22 96,93 98,17(46,84 52,37 56,18 90,08 85,74 90,92 93,32
35,51 74,83 brak ) 75,28 97,44 99,68 99,97 16,28 63,95 79,77 84,88 86,28 92,47 98,51
18 redukcji
5,04 51,18 35,13 93,95 94,18 95,62 99,92(7,89 70,79 81,84 87,00 89,97 91,32 99,01
242 85,82 84,32 35,46 76,59 97,39 97,56| 100,00(57,58 42,93 88,33 75,05 89,39 96,34 99,82
) 9,98 95,56 87,05 89,23 94,13 99,47| 100,00(76,98 87,63 64,63 85,63 99,66 97,97 99,15
3112 brak ) 82,90 57,05 97,97 99,42 99,37 27,76 81,83 57,12 89,32 98,47 99,64 99,27
25 redukcji
78,07 86,58 79,63 80,26 83,81 94,98 92,04(67,10 71,80 32,80 97,25 96,06 98,00 99,52
1427 brak ) 54,77 87,61 99,20 100,00| 100,00 28,21 51,04 56,57 59,10 63,64 96,73 99,73
47 redukcji
14,08 46,51 50,78 97,45 99,00 99,63 99,97|5,17 55,34 57,59 66,29 97,46 98,28 99,84
76,80 43,64 brak ) 63,92 95,36 98,80 100,00 68,42 88,72 95,86 91,25 99,47 99,62 90,98
77 redukcji
43,50 21,06 30,50 30,61 55,70 56,31 23,08(86,25 57,14 95,04 91,00 91,64 88,14 97,42
73 78,72 32,63 69,27 72,35 98,18 99,11 99,91(18,72 29,93 75,84 93,75 96,82 99,32 99,19
71,00 85,70 73,80 72,50 90,15 99,42 99,44(35,25 27,87 71,31 93,44 91,80 91,80 100,00
ATCC 47,00 51,99 78,14 63,97 81,95 90,97 85,65(68,39 31,96 43,61 83,04 82,99 94,85 86,29
90028 64,69 brak ) 62,34 68,04 75,25 67,68 72,26 49,70 97,92 98,99 99,49 98,76 99,76 99,12
redukcji
MYAGAG 64,77 58,90 82,85 71,81| 100,00 95,89 99,56(28,00 70,72 24,80 18,00 95,20 99,12 95,44
36,59 98,17 97,04 83,66 73,29 98,98 99,24(21,57 94,51 85,61 87,35 94,76 98,54 97,27
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Legenda:
*TBO- Btekit toluidyny Orto
Tabela 43. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera MMO LASER DUO na

dwugatunkowy biofilm Candida-Streptococcus (% redukcji-wartosci srednie).Wers
pierwszy wskazuje wartosci dotyczace Candida spp., wers drugi S. mutans

24H 48H
Biofilm  |BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
CAN-SM
*BM 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min BM 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min
% % redukcji % redukcji % % redukcji % redukcji
MMO | redukdji ° ! ° . redukji ° ! ° !
srednia [$rednia |Srednia |$rednia |Srednia |$rednia [$rednia $rednia |$rednia |Srednia |$rednia |[Srednia |$rednia |[$rednia
brak
1 52,34 12,47 87,23 70,97 96,06 73,55 91,61 9,47 66,87 41,36 rerZukcji 72,22 74,28 77,37
78,00 92,26 8,06 66,13 87,45 77,42 100,00 51,84 77,46 84,63 97,69 99,50 100,00 99,81
4 38,09 48,39 :Z l:lkcji 77,69 72,11 93,35 94,04 14,41 46,19 59,41 46,44 52,97 92,03 94,05
83,63 61,14 75,27 92,56 98,75 98,82 98,68 26,27 30,85 65,59 74,75 79,51 82,34 98,59
6 27,97 40,58 80,00 73,62 99,06 93,57 99,20 59,91 :)er: E ki 67,24 66,81 95,47 99,35 99,78]
22,97 65,63 73,19 69,02 73,63 89,75 94,78 58,57 52,86 25,00 85,75 78,57 80,36 70,71
1 11,48 51,04 67,16 91,04 96,48 94,03 85,97 72,37 83,47 33,55 73,08 95,66 94,87 79,21
39,00 6,15 57,69 39,31 76,92 94,15 92,92 53,09 96,22 94,96 94,16 93,55 96,27 99,51
13 38,83 47,96 75,38 70,76 87,85 97,06 98,27 20,00 44,00 70,67 25,87 63,33 81,07 86,13
18,45 23,13 63,54 68,96 73,94 78,26 98,21 50,83 70,00 75,42 87,00 89,67 91,08 87,25
48,06 brak . 79,87 82,07 79,36 98,43 99,68 53,85 61,03 71,15 77,70 71,15 79,60 84,43
17 redukcji
47,98 78,07 73,45 70,92 92,05 96,67 97,53 5,79 33,66 53,29 83,58 53,29 92,92 91,16
18 70,22 65,14 66,18 4,83 63,93 94,15 95,64 32,09 63,49 80,49 84,14 85,37 88,02 93,81
45,38 91,18 73,53 97,70 73,53 96,91 99,77 9,74 60,26 80,00 86,13 93,89 95,13 96,99
aso1|  esgy|Pr ek 96,57| 9472| 99,74 e444| 4175 7850 71,71 9993| 99,85 98,78
4.2 redukcji |redukcji
’ brak
38,20 97,19 95,28 rergukcji 95,22 96,80 98,71 15,77 87,27 73,20 89,48 99,96 100,00 99,24
65,52 brak " 56,90 59,31 98,28 99,62 100,00 29,32 89,78 30,41 69,73 90,54 99,86 99,93
25 redukcji
74,46 60,11 62,58 83,39 83,49 99,05 99,77 74,70 31,54 61,21 85,36 88,21 94,68 97,37
47 75,24 58,55 60,70 71,27 86,67 83,87 96,47 50,00 62,09 69,10 65,67 56,72 94,60 97,27
58,99 65,89 96,54 95,03 79,83 96,51 99,14 18,60 30,23 55,81 48,84 95,12 96,30 95,44
77 37,17 25,80 76,94 59,22 78,61 82,95 88,24 73,74 85,15 72,79 91,10 100,00 99,78 99,71
33,51 63,90 87,00 63,68 58,86 65,40 68,66 89,45 50,71 97,82 91,11 97,93 83,18 98,27
64,01 62,09 88,96 97,03 98,57 98,96 96,70 35,09 28,07 58,04 82,95 96,49 95,61 95,96
78 brak brak
40,23 . . 69,57 82,56 95,23 96,51 24,58 3,03 60,61 81,14 85,19 96,63 81,82
redukcji [redukcji
brak
ATCC 41,86 93,05 r;ukcji 91,76 95,93 95,00 97,80 42,55 42,55 61,17 63,30 85,70 93,88 97,87
90028
44,03 65,73 88,91 49,43 53,17 62,62 61,67 46,81 98,93 96,99 65,96 81,08 98,43 99,34
k
69,33 27,78 18,15 75,91 99,12 97,13 92,13 68,66 bra . 62,25 32,34 95,73 97,51 93,23
MYA646 redukcji
31,21 25,31 97,02 49,53 57,23 60,53 84,28 50,82 96,11 95,77 98,27 91,22 86,73 87,14
Legenda:

*BM- Bfekit metylenowy

W przypadku 24h biofilméw mieszanych (Candida-Streptococcus), w wyniki fototerapii
komorki Candida byty niszczone w granicach 85,65-100% przez laser Lasotronix a komorki
S. mutans w granicach 23,08-100% za pomoca lasera Lasotronix. Wartos¢i redukcji 72,11-
100% oraz 53,17-99,77% odpowiednio dla komodrek Candida i Streptococcus wykazano
dziatajgc laserem MMO DUO.
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Tabela 44. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera Smart M LASOTRONIX na

trzygatunkowy biofilm  Candida-Streptococcus-Lactobacillus

(%

redukcji-wartosci

srednie).Wers pierwszy wskazuje wartosci dotyczace Candida spp., wers drugi S. mutans,

wers trzeci-wartosci dotyczace L. rhamnosus.

. 24H 48H
Biofilm
CAN-SM- |BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
HAC TBO 30sek I 1,5min I 3min 30sek I 1,5min | 3min TBO 30sek | 1,5min | 3min 30sek I 1,5min I 3min
% . % redukcji % redukgcji % . % redukcji % redukcji
LASOTRONIX | redukeji redukgji
srednia |$rednia |$rednia [$rednia |$rednia |Srednia |$rednia $rednia |$rednia  |$rednia [$rednia |$rednia |$rednia [$rednia
53,03 brak . 62,85 56,38 39,70 80,00 90,00 89,71 87,73
redukcji
1 | 3944 2430 4824 4366 8028] 4162 - - - - - - -
brak brak brak brak brak brak brak brak
71,24 redukcji |redukcji redukcji |redukcji |redukgji 8541 7125 76,02 72,26 redukcji |redukcji |redukcji
51,54 37,17 56,33 58,93 63,52 64,34 70,43 58,88 62,52 65,89 76,39 88,72
4 45,44 47,14 51,02 54,76 56,09 67,86 78,74 - - - - - - -
65,00 50,68 57,12 63,56 68,42 81,14
6 45,00 40,00 58,33 63,70 74,65
45,88 80,89 brak 7647|  87,06] 89,56
redukcji
brak
. 76,81 61,67 89,78 83,86
redukcji
11 45,23 43,30 66,48 68,18 45,45 81,93 63,64 - - - - - - -
brak brak brak brak brak
redukgji |redukgji redukgji 63,48 redukcji 64,12 redukcji 7619
44,82 44,46 58,61 77,32 48,24 57,85 72,88 79,32 89,09 90,79
13 - - - - - - - - - - - - - -
37,63 46,84 57,37 58,42 37,35 71,12 75,18 76,87 78,92
17 63,83 62,77 65,96 58,61 64,42 71,50 82,06
70,24 44,40 52,68 53,29 56,71 62,40 78,69
66,23 48,63 58,07 67,61 76,57 80,31 81,74
18 35,61 38,72 50,89 78,77 - - - - - - -
69,72 77,44 75,59 38,37 45,15 51,02 56,21 65,33 80,41
24.2 45,73 41,98 72,70 74,15 58,65 69,20 81,35
34,42 30,92 66,4922k [Prak 6615/ 5818
redukcji |redukgji
4324]  73.86] 54,05 3537] 6341 8085|9850 74,90 77,07
48,28 54,83 56,76 59,93 77,21 - - - - - - -
25
6a,54°2¢ brak 58,76 7155 67,68 brak 62,46| 4146 6331 80,95
redukcji redukcji redukcji
37,32 43,04 71,07 72,32 73,21 81,96 39,52 55,69 60,48 66,65 81,20
47 - - - - - - - - - - - - - -
43,78 63,66 67,32 81,10 45,08 53,89 57,51 61,14 62,33 65,85
55,54
77 - - - - - - -
78,86 brak . 89,68 46,81 63,94 62,83 69,98 77,13 74,27
redukcji
66,67 63,28 66,95 80,65 63,11
78 = —~ = - - - - = = = = = - -
brak brak 7562| 8425 7260| 5926 61,37| 5741 71,71 7454| 8694
redukcji redukcji
ATCC
90028 81,04 89,02 92,08 85,71
35,25 45,00 53,25 64,00 78,25 - - - - - - -
4834 6556 brak 44,37 5629 8316| 69,36 8316] 54,88 87,74
redukcji
31,60 54,98 75,57 48,91 46,74
MYAG26 29,10 32,46 44,40 54,48 75,60 - - - - - - -
brak brak brak brak
37,55 5564| 8054| 4747|7432 69,65 redukgi |redukcii |redukeji |redukei 87,16
Legenda:

*TBO- Btekit toluidyny Orto
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Tabela 45. Wptyw laseroterapii i fototerapii z uzyciem lasera MMO LASER DUO na

trzygatunkowy

biofilm Candida-Streptococcus-Lactobacillus

(%

redukcji-wartosci

Srednie).Wers pierwszy wskazuje wartosci dotyczgce Candida spp., wers drugi S. mutans,
wers trzeci-wartosci dotyczace L. rhamnosus.

e 24H 48H
Biofilm
CAN-SM- | BARWNIK LASER FOTOTERAPIA BARWNIK LASER FOTOTERAPIA
LAC
BM 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min BM 30sek 1,5min 3min 30sek 1,5min 3min
MMO % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji % redukcji
Srednia  [$rednia |$rednia [Srednia |$rednia |$rednia [$rednia Srednia  |$rednia  |$rednia |$rednia |$rednia |$rednia |$rednia
34,29 17,71 41,43 23,43 32,71 89,71 66,86 28,00 97,00 98,26 97,24 100,00 100,00, 100,00
1 53,13 16,17 58,59 34,53 45,31 53,13 84,38 - - - - - - -
brak brak brak brak brak brak brak brak brak
47,50 . 14,29 . 45,00 84,29 81,29 . " " . " " "
redukcji redukcji redukcji redukcji |redukcji |redukcji |redukcji |redukcji |redukcji
3,90 35,77 47,88 35,77 46,10 59,23 79,48 8,86 20,97 33,60 36,26 53,91 67,65 78,88|
4 26,53 36,29 44,49 36,29 42,24 71,77 70,00 - - - - - - -
9,80 25,58 36,95 25,58 38,33 39,71 25,58 33,45 37,28 38,15 45,64 54,36 61,32 64,98
34,85 27,88 31,82 62,12 63,64 95,08 100,00 14,81 42,22 71,30 70,85 70,85| 100,00 83,70
6 - - - g - . . : b k_ . > . . :
84,06 84,77 79,22 77,85 86,90 96,87 86,05 16,18 rerZukcji 81,36 92,79 96,84 95,66 89,89
18,46 43,63 80,00 56,31 78,46 92,62 64,31 62,86 78,15 85,43 90,51 78,29 91,40 87,31
11 51,18 49,61 80,16 68,82 0,79 68,50 95,21 - - - - - - -
brak brak brak brak brak brak
21,43 " " " " 58,33 94,29 16,78 36,15 " 60,57 89,22 " 84,99
redukcji |redukcji |redukcji [redukcji redukgji redukcji
46,95 75,21 87,81 93,77 97,23 97,76 98,31 13,90 41,86 61,73 63,80 75,86 88,54 91,42
13 - - - - - - - - - - - - - -
52,94 67,65 83,82 91,76 94,51 95,65 96,18 15,79 13,95 24,12 62,94 69,56 70,53 72,50
13,46 41,43 41,43 53,85 77,47 88,24 94,12 4,24 12,07 48,52 57,55 65,41 76,99 92,71]
17 - - - - - - - - - - - - - -
13,22 37,36 46,28 57,02 64,05 82,73 84,46 23,87 46,18 52,16 52,91 58,25 64,34 90,18
7,41 34,48 44,83 52,41 53,10 76,03 76,03 23,61 50,78 59,20 68,42 76,44 79,20 82,41
18 21,08 46,88 38,89 40,26 48,33 70,93 62,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,27 10,68 17,15 49,84 70,61 96,21 97,55 14,64 39,73 49,58 55,28 59,52 70,83 80,93
56,93 33,88 59,70 65,99 97,24 99,42 98,87 19,83 27,71 48,52 21,52 89,77 98,20 99,02]
24.2 — — — = - — - — - - — = — -
6247] oas2| s0ss| 82,1977 5342| 98,90 20,9407 |brak 5740 61,82 7896| 1584
redukcji redukcji |redukcji
27,75 30,23 79,69 55,66 80,78 98,39 99,93 78,87 76,40 87,52 93,82 82,81 82,53 99,86
% - - - brak_ - - - - > brak_ brak_ - - .
66,74 48,02 61,54 " 66,74 68,56 63,36 46,78 17,50 . . 41,11 50,56 84,44
redukcji redukcji |[redukcji
16,67 57,58 60,76 63,18 70,76 72,20 81,79 - - - - - - -
47 - - - - - - - - - - - - - -
35,00 40,00 35,63 41,75 47,75 51,75 64,50 14,53 44,47 52,58 59,71 60,38 59,82 84,50
77 54,39 52,52 99,20 99,60 98,69| 100,00 99,57, 54,88 92,32 94,39| 100,00 100,00, 100,00 90,85
40,94 33,53 99,15 99,95 99,97 99,94 99,94 - - - - - - -
53,00 23,15 12,32 26,11 96,45 96,68 96,55 34,81 43,70 34,81 52,44 97,94 97,19 97,44
78 38,30 59,57 42,02 71,28 70,21 92,02| 100,00 19,76 90,12 91,62 90,72 94,97 99,28 99,73
66,31 :(a:ltkcji 65,36 41,90 67,26 74,41 88,83 39,13 36,96 29,89 94,13 81,52 65,65 76,09
25,93 95,07 99,63 90,59 99,84 99,59 99,20 74,06 76,00 88,57 :)erzt ki 65,83 100,00 94,29
ATCC
90028 16,27 57,83 brzi,64 br:i,GZ 72,20 78,61 85,24 - - - - - - -
34,65 74,06 . " 60,40 52,67 62,38 23,36 65,40 65,05 64,57 98,21 89,62 98,96
redukcji |redukcji
47,23 65,32 34,47 54,81 99,61 95,60 94,04 16,00 38,00 14,00 73,00/ 100,00 100,00 95,40
MYA646 44,08 42,01 48,52 58,28 64,50 83,49 88,46 - - - - - - -
aa00| ssgs| 4793 380s|” 3659 8512 g70(07k [prak bk - brak - jbrak 73,77
! ! ! " |redukdji ‘ ’ “““lredukcji |redukcji |redukcji |redukcji |redukcji ’
Legenda:

*BM- Bfekit metylenowy

W przypadku biofilméw Candida-Streptococcus-Lactobacillus najlepszg redukcje biofilmu

obserwowano w dziataniu barwnia i

Swiatta
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zredukowana na poziomie 39,70-100%, S. mutans 41,62-100% a L. rhamnosus 19,21-
98,97%.

W przypadku zastosowania samego lasera (L) jak i fototerapii (P+L) obserwowano w kilku
przypadkach brak redukcji pod wptywem zastosowanego czynnika. W tym przypadku ilos¢
komoérek blastospor lub bakterii byt wyzszy w pordwnaniu z prébg kontrolng. W 1
gatunkowych biofilmach dziatanie samego lasera (L) nie byto skuteczne w 6 przypadkach
(LASOTRONIX) i 7 (MMO DUOQ). Natomiast 2 gatunkowe biofilmy byly oporne na dziatanie
lasera (L) w 11 przypadkach (LASOTRONIX) i 12 przypadkach (MMO DUO). W biofilach 3
gatunkowych catkowity brak redukcji zaobserwowano w 29 przypadkach dziatania laserem
LASOTRONIX ( w tym 9 (P+L)) oraz 32 przypadkach dziatania laserem MMO DUO (w tym 9
(P+L).

Analizujac wptyw lasera na pojedynczy biofilm Candida spp. nie wykazano rdéznic
statystycznych miedzy dziataniem barwnikéw TBO i BM (test t dla préb zaleznych t=0,98
df=11 p<0,11) a takze miedzy dziataniem obu laseréw Lasotronix i MMO DUO (test t dla
prob zaleznych: t=1,88 df=11 p=0,028). Nie wykazano takze rdznic statystycznych w
fototerapii za pomoca obu laseréw w redukcji biofilméw 1 gatunkowych Candida spp. (test
kolejnosci par Wilcoxona 7=1,82 p=0,07).

Redukcja Candida spp.w 1 gatunkowym biofilmie za pomoca fototerapii (P+L) laserem
Lasotronix byta istotnie statystycznie wieksza (99,5%+1,38) niz w przypadku zastosowania
tylko barwnika(P) TBO (24%+8,19) — (Test t dla préb zaleznych: t=32,47 df=11 p<0,001).
Istotne réznice wykazano miedzy terapig samym laserem LASOTRONIX (L)(36,9%+34,1) a
fototerapig (P+L)(99,5%+1,38) — (test t dla préb zaleznych). Redukcja biofilmu Candida
spp. pod wptywem fototerapii byta istotnie wyzsza niz w przypadku dziatania samego
lasera.

Rdznice istotng statystycznie w redukcji biofilmu Candida spp. wykazano miedzy
dziataniem samego lasera MMO DUO a barwnikiem BM. Redukcja Candida spp. przez ten
laser (62,1%+3,67) byta istotnie statystycznie bardziej skuteczna niz w przypadku samego
barwnika BM (20,6%*12,4) - (test t dla par zaleznych: t=3,5 df=11 p<0,001). Wykazano
réznice w redukcji Candida spp. miedzy terapig samym laserem (L) a fototerapig (P+L) —
(test kolejnosci par Wilcoxona: 7=2,9, p<0,001) przy czym duzo bardziej skuteczna w
redukcji 1 gatunkowego biofilmu Candida spp. okazata sie fototerapia (97,6%+4,83) - test t
dlapar zaleznych: t=21,5 df=11 p<0,001).
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Ze wzgledu na uzycie tylko 2 szczepdw S.mutans nie testowano istotnosci statystycznej w
oddziatywaniu obu laseréw na redukcje biofilmu jednogatunkowego.

Rdznice istotnie statystycznie w redukcji Candida spp. z biofilmu 2 gatunkowego (Candida-
Streptococcus) wykazano miedzy dziataniem samego lasera LASOTRONIX(L) i barwnika TBO
(P) oraz lasera(L) i fototerapii(P+L). Redukcja Candida spp.w fototerapii(97,97%+2,13) byta
istotnie statystycznie (test t dla préb zaleznych) bardziej skuteczna jak przy zastosowaniu
samego lasera LASOTRONIX (45,51%+32,23) i samego barwnika TBO(46,73%+24,73).

W przypadku zastosowania lasera MMO DUO redukcja Candida spp. w biofilmie 2
gatunkowym byta istotnie statystycznie wieksza(92,02%+7,87) w przypadku zastosowania
fototerapii niz przy uzyciu tylko barwnika BM(47%+18,73) — (test t dla préb zaleznych
p<0,001).

Test kolejnosci par Wilcoxona wykazat rdznice istotne statystycznie w redukcji Candida
spp. miedzy laserem MMO DUO a fototerapig (Z=2,75 p=0,001)

Redukcja S. mutans z biofilmu 2 gatunkowego (Candida-Streptococcus) byfa istotna
statystycznie miedzy zastosowaniem samego barwnika(P) TBO a fototerapig laserem
LASOTRONIX (test kolejnosci par Wilcoxona z poprawkg Benferroniego: Z=3,06, p=0,03) i
miedzy laserem LASOTRONIX a fototerapig (test kolejnosci par Wilcoxona z poprawka
Benferroniego: Z=2,98, p=0,04).

Roéznice istotng statystycznie w redukcji S. mutans w biofilmie mieszanym Candida-
Streptococcus wykazano miedzy uzyciem samego barwnika BM a fototerapig laserem
MMO DUO (test kolejnosci par Wilcoxona z poprawkg Benferroniego: Z=2,98, p=0,04).

W tescie kolejnosci par Wilcoxona (Z=3,05 p<0,001) wykazano istotne statystycznie
réznice w redukcji Candida spp. z biofilmu 3-gatunkowego miedzy samycm barwnikiem
TBO a dziataniem samego lasera LASOTRONIX. Pordwnujgc dziatanie samego barwnika
TBO (34,4%+16,17) i lasera (57,04%*21,34) a fototerapii, rdznica byta istotna statystycznie
(test t dla préb zaleznych: t=9,08 df=11 p=0,001). Zdecydowanie lepszy stopien redukcji
Candida spp. uzyskano dla fototerapii (86,83%+13,61).

Prowadzgc terapie laserem MMO DUO wykazano istotne rdznice w niszczeniu Candida
spp. w biofilmie 3 gatunkowym miedzy samym barwnikiem BM (29%+17,83) a dziataniem
Swiatta lasera (59%+21,9) - (test t dla préb zaleznych:t=4,77 df=11 p=0,001) oraz samym
barwnikiem BM a fototerapig (88,4%+12,7) — (test t dla préb zaleznych: t=4,87 df=11

p=0,001). Redukcja Candida spp. w tym biofilmie przez fototerapie byta istotnie
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statystycznie wieksza niz w przypadku lasera MMO DUO (test t dla préb zaleznych: t=4,87
df=11 p<0,001).

Analizujgc stopien redukcji S. mutans w biofilmie 3 gatunkowym pod wptywem obu
barwnikéw (TBO i BM), lasera LASOTRONIX i MMO DUO oraz fototerapii- nie wykazano
roznic istotnych statystycznie (test kolejnosci par Wilcoxona z poprawka Bonferroniego.
Wynika to z tego, ze tylko czes¢ biofilméw 3 gatunkowych miato w swoim skfadzie S.
mutans po 24h inkubacji.

Bakterie kwasu mlekowego L.rhamnosus lepiej redukowane byly w biofilmie 3
gatunkowym poddanym fototerapii Lasotronix (67,8%+29,6) niz w terapii samym laserem
(29,13%+25,47). Rdznice miedzy tymi terapiami byty istotne statystycznie (test t dla préb
zaleznych: t=4,57 df=11 p=0,001). Analiza statystyczna wykazata istotne rdznice miedzy
barwnikiem BM a terapig laserem MMO DUO oraz miedzy tym laserem a fototerapia. Przy
czym w obu poréwnaniach fototerapia duzo skuteczniej redukowata bakterie L.

rhamnosus w biofilmie 3 gatunkowym(74,88%+SD20,31) — test t dla préb zaleznych
7.4. OBRAZOWANIE BIOFILMOW PRZY WYKORZYSTANIU

KONFOKALNEJ SKANINNGOWEJ MIKROSKOPII LASEROWEJ
WYBRANE BIOFILMY CLSM

7.4.1. Mikroskopia konfokalna

Na ryc. 8 i fot. 23 i 24 przedstawiono wyniki obrazowania mikroskopowego

Wptyw peptydow i lasera na zywotnos¢ komadrek w
biofilmie 3 gatunkowym

Laser MMO DUO

Laser LASOTRONIX

K- Laser

Peptyd Pal-KKKK-NH2 (64ug)
Peptyd Pal-CKKKKC-NH2 (8ug/ml)
K- Peptyd

K+ —

0 2 4 6 8 10
Wspoétczynnik zywotnosci (jedn. umowne)

Rycina 8. Wptyw peptyddw i laseréw na zywotnos¢ komérek w biofilmie 3 gatunkowym.
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Kontrola dodatnia CAN 11 SM2 LAC 46 Kontrola ujemna CAN 11 SM2 LAC 46

©

laser 1 LASOTRONIX czas 1,5 min . laser 2 MMO DUO 1,5 min

Fotografia 23. Wptyw dziatania lasera (1,5min) LASOTRONIX i MMO DUO na 24 godzinny 3
gatunkowy biofilm C. albicans (szczep 11)-S. mutans (szczep 2)- L. rhamnosus (szczep 46).
Zywe komorki ( SYTO 9, zielony) oraz martwe komdrki (jodek propidyny-czerwony).Scale
bar25um
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Kontrola dodatnia CAN 11 SM2 LAC 46 Kontrola ujemna CAN 11 SM2 LAC 46

Peptyd KK 64ug/ml Peptyd PK 8ug/ml

Fotografia 24 Wptyw dziatania peptydu Pal-KKKK-NH, MIC 64pg/ml i Pal-CKKKKC-NH, MIC
8ug/ml na 24 godzinny 3 gatunkowy biofilm C. albicans (szczep 11)-S. mutans (szczep 2)- L.
rhamnosus (szczep 46). Zywe komoérki ( SYTO 9, zielony) oraz martwe komorki (jodek
propidyny-czerwony).Scale bar25um
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8. DYSKUSJA

Biofilm nazebny jest gtéwnym czynnikiem powstawania préchnicy, chordb dzigset i
zapalenia przyzebia. To zorganizowane skupisko bakterii i grzybow jest systemem wielu
synergistycznych i  antagonistycznych interakcji generujacych  wspodtzaleznosci
mikrobiologiczne i zapewniajgce mu opornos¢ na czynniki zewnetrzne [9], [26]. Wiele
interakcji w miedzygatunkowym biofilmie jamy ustnej prowadzi do zmian ekspresji genéw
w jednym lub kilku gatunkach partnerskich wchodzacych w skfad biofilmu. Ta struktura
jest wzmocniona przez EPS (egzopolisacharydy), ktére sg nie tylko rusztowaniem ale
chronig przed mechanicznym przeptywem sliny i innymi czynnikami [9].

W obrebie wielogatunkowego biofilmu jamy ustnej wystepujg oportunistyczne gatunki C.
albicans, S, mutans oraz Lactobacillus spp.[37], [124]

W | etapie niniejszej pracy oceniono tworzenie biofilméw przez szczepy C albicans, C.
dubliniensis, S. mutans i Lactobacillus spp (L. rhamnosus ,L. paracasei, L. fermentum, L.
plantarum). tacznie przebadano 43 izolaty Candida spp., 2 szczepy S. mutans i 18
szczepdw Lactobacillus spp. Prébowano w pracy cho¢ w matym stopniu odwzorowac
warunki jamy ustnej. Mieszany biofilm 24 i 48 godzinny tworzono w obecnosci 5%
sacharozy w warunkach mikroareofilnych na ptaskodennych ptytkach polistyrenowych.
Tworzenie biofilmu na ptytkach polistyrenowych jest najczesciej stosowang metodg i jest
uznang za standardowy test do oceny tworzenia biofilmu [108], [125].

Na tym etapie badan biofilm poddano analizie ilosci biomasy z uzyciem fioletu
krystalicznego i aktywnosci metabolicznej z wykorzystaniem soli tetrazoliowej MTT(3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide).

Barwienie fioletem krystalicznym do oznaczania ilosciowego biofilmu pozostaje najczesciej
stosowang technikg w testach mikroptytkowych. Fiolet barwi zaréwno zywe i martwe
komorki bakterii i grzybow jak i sktadniki obecne w matrix biofilmu. Dzieki temu test ten
dobrze nadaje sie do ilosciowego oznaczania catkowitej biomasy biofilmu [108], [126].

W uzyskanych przeze mnie badaniach biomasa biofilmu dla pojedynczego gatunku
Candida spp. dla biofilmu 24h ksztattowata sie w granicach (0,203-0,383) i (0,213-0,391)
dla biofilmu 48h. Sposréd 43 szczepdw Candida - wszystkie tworzyty staby
monogatunkowy biofilm. Kiedy oceniono biofilm dwugatunkowy Candida spp. z

dodatkiem S.mutans ATCC25175, wéwczas staby biofilm tworzyto 5 szczepdéw Candida
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spp., umiarkowany 32 szczepy Candida spp. a warto$¢ biomasy u 2 szczepdw Candida spp.
wskazywata biofilm silny. Gdy biofilm dwugatunkowy szczepy Candida spp. z S.mutans
(nr2) wowczas 6 szczepow Candida tworzyto staby , 5 silny a wiekszos¢ umiarkowany
biofilm. Obecnos¢ S. mutans w biofilmie Candida-Streptococcus przywrdcita zdolnosé
tworzenia biofilmu u Candida spp.

Ellepola i wsp. oceniajgc zwigzek Candida spp. i S. mutas, stwierdzili, ze Streptococcus spp.
zwiekszyt akumulacje Candida spp. w biofilmach mieszanych. llo$¢ biomasy wzrosta u
Candida spp. z 0,22 (jednogatunkowy) do 0,92 (dwugatunkowy). Natomiast biomasa
bioflimu Candida spp. , ktéry sam nie wykazywat wtasciwosci biofilmowych (0,19) wzrosta
do poziomu 1,0 [39].

llos¢ biomasy biofilmu to oprécz bakterii i grzybow, réwniez pozostate sktadniki
pochodzace od drobnoustrojéw, czyli ich metabolity, macierz egzopolisacharydowa.
Sampaio AA i wsp [127] wykazali, ze biofilm jednogatunkowy Candida albicans odznacza
sie niskg préchnicogennoscia. Natomiast w obecnosci S. mutans wzmacnia swdj potencjat
prochnicowy zwiekszajgc demineralizacje szkliwa. Biofilm dwugatunkowy C. albicans-
S.mutans wykazywat wiekszg ilo$é polisacharyddw (wiekszg ilos¢ biomasy) niz biofilm C.
albicans. W badaniach wspomnianych autoréow pojedynczy biofilm S. mutans byt nieco
wiekszy jak dwugatunkowy. To jest zgodne i poréwnywalne z moimi badaniami.
Pojedynczy biofilm S. mutans ATCC 25175 (szczep wzorcowy) wykazywat wartos¢ biomasy-
1,416 a S. mutans kliniczny (nr2)-1,5. Dwugatunkowe biofilmy Candida-Streptococcus
wykazywaty biomase na poziomie 1,131-1,278 z S. mutans klinicznym(nr2) i w granicach
1,006-1,130 z S. mutans wzorcowym. Poza jednym przypadkiem kiedy szczep C. albicans
(nr11) tworzyt zaréwno ze szczepem S.mutans klinicznym (1,751) jak i wzorcowym (1,780)
biofilm silniejszy od pojedynczych Streptococcus i Candida. Wykazano silny wzrost
biomasy biofilmu po dodaniu szczepdw zaréwno S. mutans (nr2) , jak i S. mutans
ATCC25175 do Candida spp.

Wptyw na zwiekszenie biomasy biofilmu ma obecno$é¢ oprdcz gatunkéw Candida i
Streptococcus rowniez ilos¢ macierzy zewngtrzkomdrkowej wytworzonej w tej strukturze
[43].

Falsetta i inni [43] stwierdzili na modelu gryzoni, ze koinfekcja C. albicans-S. mutans
synergistycznie zwieksza zjadliwo$é 2 gatunkowego biofilmu. Przebieg choroby wykazuje

wieksze zmiany prochnicowe jak ma to miejsce w przypadku samego S. mutans. EPS
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pochodzacy z GtfB (glukozylotransferaza B) jest gtéwnym mediatorem rozwoju biofilmu
mieszanego (Candida-S.mutans) a obecno$¢ Candida indukuje ekspresje gendw wirulencji
u S. mutans (GtfB, fabM).

W badaniach Barbosa [113] w tescie fioletu krystalicznego réwniez biofilmy utworzone
przez Candida-S. mutans wykazywaty znaczny wzrost catkowitej biomasy w poréwnaniu do
biofilméw utworzonych przez C. albicans lub S. mutans pojedynczo.

Z kolei Kim, i wsp. [128] poréwnywali wtasciwosci biofilmu S. mutans i Candida-
Streptococcus hodowanych w slinie. Wykazali, ze szczepy C.albicans nie tworzyly silnego
biofilmu. Natomiast obecnos¢ S. mutans w 2 gatunkowym biofilmie Candida-Streptococcus
spowodowata znaczny wzrost biomasy biofilmu. Bioobjetos¢ S. mutans w biofilmie
Candida-Streptococcus byta 2,5 krotnie wyzsza niz w pojedynczym biofilmie S. mutans
[128].

Pojedynczy C. albicans w umiarkowany sposob tworzy biofilm. Wykazano, ze S. mutans
promuje tworzenie biofilmu przez C. albicans na powierzchni zebéw. Odbywa sie to
poprzez osadzanie pozakomdrkowych polisacharydéw (a-glukanu) na powierzchni
komérek grzybdw, dzieki temu wptywa na zwiekszenie adherentnosci komodrek
grzybowych do szkliwa zebéw[129], [130].

Candida spp. i S. mutans tworzg gtdwnie zwigzek synergistyczny objawiajacy sie
wzmocniong biomasg biofilmu w poréwnaniu z pojedynczym biofilmem[131]. W
dwugatunkowym biofilmie S. mutans przylega do C. albicans poprzez jedng z wielu
adhezyn obecnych w $cianie komdrkowej strzepek([36], [129]. Oprdcz tego C. albicans jest
w stanie wykorzysta¢ kwas mlekowy wytwarzany przez S. mutans do witasnego
metabolizmu i dodatkowo zuzywa tlen do pozioméw preferowanych przez paciorkowca
[129]. Obecnos¢ sacharozy znacznie zwieksza synergie miedzy oba wymienionymi wyzej
gatunkami [108].

Wartos¢ biomasy znaczgco sie zmniejszyta i wykazywata wartosci ponizej 0,200 (biofilm
ujemny) w dwugatunkowych biofilmach C. albicans-L. rhamnosus. Po dodaniu do Candida
spp. wzorcowego szczepu L. rhamnosus ATCC9595 biomasa biofilmu dwugatunkowego
znacznie obnizyfa sie i byta to rdznica istotna statystycznie. Bakterie kwasu mlekowego
wytwarzajg metabolity o wtasciwosciach przeciwgrzybiczych stad te wartosci uzyskane w

mojej pracy.
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Vazquez-Munoz, i wsp. wykazali, ze zakwaszenie $rodowiska i obnizenie pH poprzez
mleczan wytwarzany przez Lactobacillus rhamnosus ogranicza zdolno$¢ grzybéw do
przejscia w faze strzepek i przylegania do btony sluzowej jamy ustnej [132]. Krzysciak i inni
[59] uzyskali mniejszg biomase biofilmu w 2 gatunkowym biofilmie Candida- Lactobacillus
(0,08) w poréwnaniu do biofilmu pojedynczego Candida (0,1). Podobny efekt uzyskano w
moich badaniach, chociaz wykazano wiekszg biomase w tescie z fioletem. U w/w autoréow
wartosci sg bardzo mate ,sugerujace, ze zaden z badanych szczepdéw Candida spp.nie
wykazywat zdolnosci tworzenia biofilmu. W badaniu tych autoréw rowniez S. mutans
wykazywat mate wartosci tworzenia biofilmu (0,139). Kiedy dodano L. salivarius do S.
mutans (0,131)-nie byto réznic miedzy tym dwugatunkowym biofilmem a pojedynczym
biofiimem S. mutans (0,139). Ci sami badacze wykazali, ze Candida i Streptococcus w
najwyzszym stopniu tworzyt biofilm. Biomasa w tescie z fioletem wykazata wartosci (0,18)
a po dodaniu L. salivarius do 2 gatunkowego biofilmu ilo$¢ biomasy obnizyta sie do
poziomu 0,127.

W niniejszej pracy obok oznaczenia ilosci biomasy w biofilmach, réwniez oznaczytam
aktywnos¢ metaboliczng czyli zywotnosé komadrek w biofilmie in vitro. Test MTT okresla za
pomocg metody kolorymetrycznej ilos¢ soli tetrazolowej MTT zredukowanej do formazanu
przez uktad dehydrogenazy bursztynianowej mitochondrialnego faricucha oddechowego w
komodrkach grzybow i bakterii. Bezbarwna sdl tetrazoliowa jest redukowana przez zywe
metabolicznie  komérki. llos¢ zredukowanego barwnika formazanowego jest
wyznacznikiem ilosci zywych mikroorganizmoéw obecnych w biofilmie.

Ellepola [39] i w badaniach zywotnosci gatunkéw w biofilmie zastosowat XTT ([2,3-bis(2-
methyoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-  2H-tetrazolium-5-carboxanilide]. Wykazat wzrost
zywotnosci biofilmu Candida spp. z wartosci (0,3) w pojedynczym biofilmie do (0,7) w 2
gatunkowym Candida-Streptococcus. W przypadku szczepu Candida, ktéry nie wykazywat
wiasciwosci biofilmowej - aktywno$é wzrosta od 0,19 w pojedynczym biofilmie do 0,7 w
dwugatunkowym, co pokrywa sie z moimi wynikami. W badaniach wtasnych w sytuacji gdy
do biofilmu Candida dotaczyt S. mutans poziom aktywnosci metabolicznej z zakresu
(0,146-0,355) dla pojedynczego biofilmu Candida wzrést do poziomu (0,367-0,727) dla
biofilmu 2 gatunkowego Candida-Streptococcus. Wyniki moich badan wykazujg, ze po
dodaniu do Candida zaréwno S. mutans ATCC 25175 jak i S. mutans (nr2) aktywnos¢

metaboliczna wzrosta w obu przypadkach istotnie statystycznie (test kolejnosci par
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Wilcoxona: Z=5,51 p<0,001). Natomiast nie wykazano réznic istotnych statystycznie w
aktywnosci metabolicznej miedzy biofilmami Candida —Streptococcus (ATCC 25175) i
Candida- Streptococcus (2).

Park i wsp. [133] tworzyt biofilm jedno gatunkowy na polistyrenowych ptytkach. Do testéw
redukcji uzyt XTT. Dla pojedynczych gatunkow Candida uzyskat znacznie wyzszg wartos$é
aktywnosci metabolicznej (0,392 i 2,406) biofilméw. Rdéznice moga wynika¢ z innego
barwnika wykorzystanego w tej metodzie, a takze z wtasciwosci szczepdw Candida spp.
zastosowanych w badaniach.

Zaden z autoréw nie badat aktywnosci metabolicznej dla biofilméw 3 gatunkowych. Po
dodaniu Lactobacillus spp. do biofilmu Candida-Streptococcus zaobserwowatam istotne
réznice w aktywnosci metabolicznej biofilméw 3 gatunkowych- Candida- Streptococcus(2)-
Lactobacillus (0,58+0,11), Candida- Streptococcus (ATCC25175)-Lactobacillus (0,59+0,09)
W wiekszosci przypadkéw byt to istotnie statystyczny wzrost zywotnosci ( Test kolejnosci
par Wilcoxona, Test znakdéw)

Wsrdéd  biofilméw 24 h, najbardziej aktywny metabolizm wykazaty biofilmy:
jednogatunkowy C. albicans (13); dwugatunkowy C. dubliniens (18) -S. mutans (2), a wsrod
3 gatunkowych C. dubliniensis (17) -S. mutans(2) -L. rhamnosus (61).

Uzyskane wyniki badan przesiewowych opisane w punkcie 7.1. BADANIA NAD
BIOFILMEM- ETAP 1 i Suplemencie pozwolity na wybranie takich szczepdéw, ktdre tworzg
dobrze biofilm i wykazujg aktywnos¢ metaboliczng we wszystkich rodzajach biofilmow.
Dzieki temu zabiegowi, mozna byto kontynuowa¢ badania nad biofilmem stosujgc metode
ilosciowa (CFU/mL). Celem tego badania byto sprawdzenie, jak obecnos¢ Candida wptywa
na S.mutans i odwrotnie (2 gatunkowy biofilm) oraz jak Lactobacillus wptywa zaréwno na
Candida i S. mutans (3 gatunkowy biofilm). Metoda ta z uwagi na czasochtonnos¢ i
materiatochtonnos¢ nie mogtaby by¢ stosowana w ramach tej pracy doktorskiej do
wszystkich szczepow przeanalizowanych w 1 etapie pracy -.metodg z fioletem(biomasa) i
metodg z MTT (zywotnos¢ komorek).

Analizujac zywotno$¢ komoérek uzyskanych z biofilméw metodg CFU/mL stwierdzitam, ze
we wszystkich przypadkach ilo$¢ komoérek Candida uzyskanych z 24h biofilmu 2
gatunkowego Candida-Streptococcus byta wyzisza jak w przypadku pojedynczego biofilmu

Candida. W biofilmie 2 gatunkowym Candida-Streptococcus ilo$¢ komorek S. mutans w
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wiekszosci przypadkéw albo byta taka jak w pojedynczym biofilmie S. mutans albo
nieznacznie wyzsza. Podobne wartosci uzyskano w 2 gatunkowym 48h biofilmie.

Kim i badacze [45] stwierdzili, ze farnezol wytwarzany przez Candida zwiekszyt ilos¢ S.
mutans w biofilmie.

Falsetta i wsp. [43] stwierdzili, ze biofilmy mieszane zawierajg wiecej zywotnych komérek
S. muatns niz to ma miejsce w 1 gatunkowym biofilmie. Rdwniez Barbosa i wsp. [113] w
swoich badaniach wykazali, ze ilos¢ C. albicans jest wieksza w mieszanych bioflimach
Candida-Streptococcus w poréwnaniu z pojedynczymi biofilmami utworzonymi przez
Candida. Liczba komoérek Candida z jednej strony byta stymulowana przez obecnosc
komodrek S. mutans w biofilmie a hamowana w obecnosci supernatantu S. mutans.
Podobne wyniki uzyskat Sampaio [127], gdzie sam Candida albicans tworzyt biofilmy o
mniejszej ilosci komdérek w porédwnaniu do biofilmu 2 gatunkowego. Natomiast ilos¢ S.
mutans zaréwno w pojedynczym jak i podwdéjnym biofilmie byta bez zmian.

Junka i wsp. oceniali ilo$¢ CFU/mL w biofilmach 1 gatunkowych Candida spp. i S. mutans
osobno, oraz dwugatunkowych- kiedy sg oba szczepy razem. Zdecydowanie wiecej
komoérek Candida rosto w biofilmie Candida-Streptococcus jak w pojedynczym biofilmie
Candida. Réwniez S. mutans w mniejszym stopniu tworzyt biofilm sam anizeli wtedy kiedy
uczestniczyt w 2 gatunkowym biofilmie. Wykazano, ze obecnos¢ 3% sacharozy bardzo
mocno wptyneta na ilos¢ komdrek paciorkowca w poréwnaniu do biofilmu hodowanego
bez sacharozy. To potwierdza, ze sacharoza jest niezbedna do inicjowania préchnicy [134].
Natomiast Willems i inni [129] uzyskali catkiem odmienne wyniki. Ich 48h i 72h biofilmy
mieszane zawieraty bardziej zywotne komdrki S. mutans w poréwnaniu z biofilmem
jednogatunkowym. Natomiast mieszane biofilmy Candida-Streptococcus zawieraty mniej
C. albicans niz w jednogatunkowym biofilme. Z moich obserwacji wynika, ze w 2
gatunkowym biofilmie, komdrek Candida byto przewazinie wiecej lub tyle samo jak w
pojedynczym 48h biofilmie Candida.

Mikroorganizmem silnie wptywajgcym na biofilm, indukowany przez S. mutans w jamie
ustnej jest Lactobacillus spp. Jest silnie zwigzany z rozwojem prdchnicy zebiny, fermentuje
cukry w kwasnie produkty, ktére obnizajg pH w jamie ustnej i sprzyjajg rozwojowi
biofilmu. Bakterie Lactobacillus spp. wytwarza nadtlenek wodoru, bakteriocyny, ktére
wptywajg negatywnie na inne mikroorganizmy obecne w jamie ustnej np. Porphyromonas

gingivalis [37].
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Badania wtasne wykazaty, ze w 3 gatunkowym biofilmie zdarzaty sie przypadki, kiedy w
dojrzatym, biofilmie 24h nie byto komérek S. mutans . W biofilmie 2 gatunkowym Candida-
Streptococcus oba gatunki sie wspierajg . To jest zbadane przez wielu autoréw , ze oba
maja wplyw na rozwdj préchnicy. Oprécz relacji synergistycznej moze by¢
antagonistyczna. Dodatkowo jesli pojawia sie w biofilmie Lactobacillus spp. —relacje
synergistyczne lub antagonistyczne mogga by¢ wzmocnione. Wszystkie gatunki wytwarzaja
metabolity, ktédre modulujg ekspresje gendw i wptywajg na zachowanie komérek. Candida
indukuje glukozylotransferaze B (GtfB)- czynnik wirulencji S. mutans Natomiast GtfB
katalizuje produkcje a glukandw i wigze sie z warstwg mannanu $ciany komoérkowej
Candida albicans. Antygen /Il wystepujgcy w $cianie komorkowej S. mutans posredniczy w
adhezji komoérek C. albicans i promuje produkcje kwasu w 2 gatunkowym biofilmie.
Zwigzek antagonistyczny polega na tym, ze S. mutans wytwarza czgsteczki wykrywajace QS
np. CSP lub peptydy SM-F2, XIP, ktére hamujg tworzenie strzepek i wirulencje Candida
spp. Z kolei Candida spp. wydziela czasteczke QS- farnezol, ktéry wptywa na rozwdj
biofilmu Streptococcus [135].

Krzysciak i wsp.[59] w swoich badaniach wykazali, ze ilos¢ komérek Candida w biofilmie 2
gatunkowym bytfa znacznie wyzsza w poréwnaniu do biofilmu 1 gatunkowego Candida.
Dodanie Lactobacillus do 2 gatunkowego biofilmu Candida-Streptococcus doprowadzito do
niewielkiego obnizenia ilosci komdrek S. mutans i Candida spp.

W moich badaniach dodanie L. rhamnosus do biofilmu Candida-Streptococcus wptyneto na
ilos¢ zardwno Candida jak i S. mutans. W 9 przypadkach nastgpito obnizenie ilosci Candida,
w 3 przypadkach ilos¢ byta na podobnym poziomie jak w 2 gatunkowym biofilmie oraz w 2
przypadkach ilo$¢ komodrek Candida spp. byta lekko wyzisza w porownaniu do 2
gatunkowego biofilmu. Badania Krzysciak dotyczace Lactobacillus potwierdzity hamujace
dziatanie na mikroorganizmy prochnicotwadrcze m.in. S. mutans.

L. paracasei, L plantarum, L. rhamnosus, L salivarius nie wptywajg na adhezje S. mutans
ale opdzniajg i ograniczajg jego rozwdj [37]. Wyniki pokazane w mojej pracy potwierdzajg
to, przyczyng braku S. mutans w biofilmach 24 h oraz 48 h 3 gatunkowych biofilmach
mozna wykazaé obecno$¢ L.rhamnosus w tej strukturze.

Zakwaszenie jest kluczowym procesem prowadzacym do demineralizacji zebow. Willems
[129] opisat, ze C. albicans nie wptywa na pH srodowiska w zadnym z mierzonych puntéw

czasowych tworzenia biofilmu. Rowniez Kim i wsp.[128] wykazali, ze sam Candida spp. nie
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indukowat kwasnego pH. Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze hodowla biofilmu byta
prowadzona w $linie.

Junka i wsp. [134] oznaczali pH w 24 i 48h biofilmie jednogatunkowym Candida, S. mutans
oraz w dwugatunkowym Candida-Streptococcus utworzonym na powierzchni
hydroksyapatytu. Warto$é pH biofilmu Candida wynosita 6 i 8 odpowiednio dla 24 i 48h
biofilmu. pH biofilmu jednogatunkowego S. mutans byto state (pH5) przez caty okres
tworzenia biofilmu (24, 48 i 72h). Rowniez w przypadku biofilmu dwugatunkowego
Candida-Streptococcus, ci sami badacze wykazali pH na poziomie 5 (24h) i 4,5 (48h i 72h).
To odbiega od moich wynikéw, w ktérych szczep Candida obnizat pH pozywki do 4,0 po
24h i 48h tworzenia biofilmu. Byé moze wptyw na to moze miec¢ obecnosé 5% sacharozy,
ktorej uzytam w doswiadczeniach. Réznice mogg wynika¢ z zastosowania przez tych
badaczy nizszego stezenia sacharozy (3%).

Willems i wsp. dowiedli, ze [129] Streptococcus mutans zakwaszat srodowisko do pH 4,7.
w 24h biofilmie mieszanym.Wyniki otrzymane przeze mnie wykazuja, ze biofilm S. mutans
zarowno po 24h jak i 48h obnizat pH do 4,0. Dla biofilmu Candida-Streptococcus wykazano
wartos$¢ pH biofilmu- 4,0 (24h, 48h) i byta poréwnywalna z wartosciag pH pojedynczego
biofilmu S. mutans. Moje wyniki dotyczgce biofilmu Candida-Streptococcus sg identycznie
jak u Willems i innych [129]. Sacharoza jest tym czynnikiem, ktéry pobudza S. mutans do
tworzenia kwaséw. Réwniez w 24h 3 gatunkowych biofilmach pH byto zblizone do
kwasnego (ph 4,0). Po 48 godzinach w biofilmach 3 gatunkowych dochodzi do jeszcze
wiekszego spadku pH (3,5), jak ma to miejsce w 24h biofilmie. Prawdopodobnie wptyw na
to miata obecno$é Lactobacillus rhamnorus, a takze brak skfadnikéw odzywczych oraz
wysoki poziom metabolitow.

W badaniach wtasnych, oceniajgc filamentacje stosowatam hodowle Candida w obecnosci
hodowli L. rhamnosus i S. mutans oraz ich supermatantow. Zarédwno w przypadku C.
albicans jak i C. dubliniensis wystepowata redukcja strzepek lub ich catkowity zanik pod
wptywem supernatantu Lactobacillus jak i kontaktu z jego hodowlg w poréwnaniu z
innymi grupami, w ktérych przewazaty formy strzepkowe. Zaréwno hodowla S. mutans jak
i jego supernatant w wiekszosci przypadkéw zakitdcaty catkowicie przemiane
morfologiczng komérek Candida spp. hamujac filamentacje.

Wyniki badan Barbosa[113] s3 podobne do moich. Zaobserwowali duzg ilos¢ strzepek w

grupie kontrolnej, w podtozeu jak i grupie badanej komdrkami S. mutans. Natomiast
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zahamowanie filamentacji nastgpito gdy C. albicans inkubowano w obecnosci
supernatantu S. mutans.

C. albicans jest grzybem polimorficznym, ktdry moze wystepowaé w 3 morfotypach:
blastospory, pseudostrzepki i strzepki. Przejscie od formy blastospor do strzepek wptywa
na wirulencje i tworzenie biofilmu C. albicans [113].

Hamowanie filamentacji C. albicans w biofilmach dwugatunkowych Candida-Streptococcus
moze by¢ spowodowane przez wydzielanie przez S. mutans wtérnego metabolitu —kwasu
tetramowego czyli mutanocykliny. Substancja ta nie wptywa na tempo wzrostu komdrek
C. albicans ale jest ukierunkowana na redukcje filamentéw [135].

Badajac wptyw Lactobacillus na filamentacje szczepdéw Candida spp wykazatam, ze pod
wptywem supernatantu Lactobacillus jak i jego hodowli nastepuje redukcja strzepek lub
catkowity zanik.

Pozakomérkowe polisacharydy EPS wptywajg na fizyczne i biochemiczne wtasciwosci
biofilmu [37].Wyniki EPS w przeanalizowanych biofilmach wykazujg, ze w we wszystkich
przypadkach Candida-Streptococcus wykazano wzrost ilosci EPS w poréwnaniu z biofilmem
1 gatunkowym. Zwiekszenie EPS w przypadku biofilmu Candida-Streptococcus mozina
ttumaczy¢ tym, ze mannany znajdujgce sie w Scianie komdrkowej C. albicans posredniczg
w wigzaniu GtfB u S. mutans. zwiekszajgc produkcje matrycy zewnatrzkomdérkowej [136].
Kim i wsp. badali biofilmy S. mutans i Candida-Streptococcus hodowane w Sslinie .
Wykazano, ze w biofilmach Candida-Streptococcus byto wiecej EPS niz w biofilmach
pojedynczych S. mutans. [128].

Wiekszos¢ bakterii fermentacji mlekowej charakteryzuje sie silnymi wtasciwosciami
antagonistycznymi uwarunkowanymi zdolnoscig do znacznego obnizania pH wytwarzajac
metabolity: kwas mlekowy, octowy, propionowy. Dodatkowo wytwarzajg
niskoczgsteczkowe produkty przemiany materii takie jak reuteryna, diacetyl, kwasy
ttuszczowe. W moim badaniu oceniano antagonizm Lactobacillus rhamnosus wobec
szczepOw S. mutans i Candida spp. W metodzie tej zastosowano podtoza state poniewaz
produkty metabolizmu bakterii mlekowych o wtasciwosciach antagonistycznych maja
mozliwos¢ rownomiernego rozprzestrzeniania sie w podfozu agarowym. Dodatkowo w
podtozu statym wytwarzajg wiecej bakteriocyn w poréwnaniu do podfoza ptynnego [116].
W moim badaniu na 14 szczepdw Candida spp az 10 wykazato czesciowe (+) lub wyrazne

(++) dziatanie antagonistyczne L. rhamnosus.
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Biofilmy to struktury o wysokim stopniu zorganizowania. Interakcje i to co dzieje sie w tej
ztozonej strukturze powoduje zwiekszong wirulencje i zarazem odpornosé¢ na wszelkie
substancje przeciwbiofilmowe.

Drobnoustroje w strukturze biofilmu s3 nawet 1000x bardziej oporne na dziatanie
substancji przeciwdrobnoustrojowych w poréwnaniu do ich planktowych odpowiednikdw.
[12]. W badaniach wykorzystano szczepy S. mutans, L. rhamnosus, C. albicans i C.
dubliniensis. Wszystkim tym gatunkom przypisuje sie udziat w préchnicy [137], [138].
Dodatkowo C. albicans odpowiedzialny jest za infekcje btony sluzowej jamy ustnej a takze
wraz C. dubliniensis i innymi gatunkami bakterii jest czynnikiem chordéb przyzebia [139].
Obiecujaca grupa zwigzkéw do walki z wielolekoopornymi mikroorganizmami, bazujacg na
naturalnych peptydach przeciwdrobnoustrojowych, sg syntetyczne lipopeptydy
przeciwdrobnoustrojowe. Charakteryzujg sie one szerokim spectrum dziatania, ktdre
obejmuje zaréwno bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne, jak i grzyby [70]. Syntetyczne
peptydy to najczesciej substancje bez smaku, zapachu, bezbarwne co czyni je substancjami
mozliwymi do zastosowania w leczeniu zakazen jamy ustnej [79], [140]. Aktywnos¢
peptydéw Pal-KKKK-NH, i Pal-CKKKKC-NH, wobec planktonowych komérek bakterii i
grzybéw jak i dojrzatej struktury biofilmu. Minimalne stezenie hamujace wzrost
drobnoustrojow jak i minimalne stezenie eradykujgce biofilm oznaczono dla jedno i
wielogatunkowego biofilmu.

Wartosci MIC S. mutans wynosity 2ug/ml dla obu peptydéw. W przypadku grzybow z
rodzaju Candida wartosci minimalnego stezenia hamujgcego wynosity 2-64 pug/ml i 1-8
ug/ml odpowiednio dla Pal-KKKK-NH, i Pal-CKKKKC-NH,. MIC wobec L. rhamnosus dla obu
peptyddw miescity sie w zakresie 2-32 ug/ml. Stezenia lipopeptydow potrzebne do
eradykacji biofilméw jednogatunkowych byty kilka razy wyzsze niz wyznaczone wartosci
MIC.

W przypadku mieszanki gatunkéw (Candida-Streptococcus) peptyd Pal-KKKK-NH2
charakteryzowat sie wartosciami MIC w zakresie 4-256 pg/ml, dla jego analogu wartosci te
wynosity 2-64 pug/ml. Dla mieszanki 3 gatunkéw (Candida-Streptococcus-Lactobacillus) MIC
peptydu Pal-KKKK-NH, i Pal-CKKKKC-NH, miescity sie odpowiednio w zakresie 8 ->256
ug/ml 2-64 pg/ml.

Minimalne stezenie eradykujgce biofilm w przypadku wiekszosci biofilméw (jedno i

wielogatunkowych) byto wyzsze niz >256 pg/ml. Wyjatkiem byt 3 gatunkowy biofilm
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(1+2+39), wobec ktérego wartosci te dla peptydu Pal-KKKK-NH, i Pal-CKKKKC-NH, i byty
znacznie nizsze i wynosity odpowiednio (32 pug/ml) i (16 pg/ml). Pal-KKKK-NH, eradykowat
1 gatunkowy biofilm Candida (nr18) i (nr24.2) w stezeniu 64 pg/ml.

W przeprowadzonych badaniach wfasnych z wykorzystaniem metody z fioletem
wykazatam redukcje biomasy biofilmu S. mutans przez oba peptydy na poziomie ok. 20%
Da Silva i wsp. Oceniajgc aktywnos$é peptydu KR12 na biofilm S. mutans (w stezeniach w
zakresie od 15,6 do 31,25 pg/ml) wykazali zahamowanie tworzenia biofilmu i redukcje
biomasy w zakresie od 48 do 74%. [141]

W badaniach innych naukowcéw aktywnos¢ przecidrobnoustrojowa wobec paciorkowcéw
jamy ustnej wykazywat peptyd Lys-al. Ten sam badacz Da Silva i wsp metody ilosciowe z
wykorzystaniem fioletu krystalicznego wykazali zdolnosc Lys-al do hamowania i tworzenia
biofilmu przez S. oralis, S. sanguinis, S. mutans i S. sorbinus[142].

W badaniach Wang i wsp. analizowano aktywnos$¢ peptydu 1018 wobec dojrzatego
wielogatunkowego biofilmu jamy ustnej. Stwierdzono, ze aktywnos¢ peptydu zalezna byta
od zastosowanego stezenia a w potgczeniu z chlorheksydyng znacznie wzrosta. W
przypadku innego analizowanego peptydu KSL w/w autorzy wykazali zmniejszenie
zywotnosci komorek w biofilmie dojrzatym S. mutans i S. gordonii a takze Lactobacillus
salivarius[79], [143], [144].

W uzyskanych przeze mnie badaniach w przypadku biofilmu Candida spp. lepsze efekty w
niszczeniu jego struktur na poziomie 55,71%19,84% wykazano dla Pal-CKKKKC-NH2.
Wykonane w niniejszej pracy badania wptywu peptydéw na biofilm Candida-Streptococcus
wykazaty redukcje biomasy biofilmu na poziomie ok. 20% zaréwno przez peptyd Pal-KKKK-
NH, jak i jego analog. Badajgc aktywnos¢ peptyddow na 3 gatunkowy biofilm wykazano
redukcje biomasy na poziomie 27% przez Pal-CKKKKC-NH,.

Niu i wsp. wykazali, ze peptyd GA-KR12 oprdcz tego, ze hamuje wzrost biofilmu S. mutans
to réwniez wzmacnia remineralizacje préchnicy szkliwa. Peptydy o dziataniu
remineralizujgcym mogg byé realng opcjg remineralizacji prochnicy szkliwa. W centrum
zainteresowan wielu badaczy znajdujg sie obecnie peptydy dwufunkcyjne wykazujgce
zaréwno wtasciwosci przecidrobnoustrojowe jak i mineralizujgce [77]

W innych pracach badawczych Maione i wsp. dowiedli [145], ze peptyd WMR wykazywat

wtasciwosci eradykacyjne na biofilm Candida juz przy niskich stezeniach (5mM), ale
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catkowitg eliminacje Candida spp. z biofilmu uzyskano dla stezenia 50mM. Najlepsza
redukcje uzyskano dla C. tropicalis i C. parapsilosis.

Chang i wsp.dowiedli, ze LfcinB15 dziata wobec planktonu i biofilmu C. albicans. Redukcje
rzedu 60% osiggnieto dawka 25ug/ml a 30% stosujgc dawke o potowe mniejszg (12,5
ug/ml)[80].

Badania wtasne metodg ilosciowg CFU wykazaty, ze lipopeptydy skutecznie dziatajg wobec
S. mutans w biofilmie Candida-Streptococcus. Stopien eradykacji S. mutans pod wptywem
peptydu Pal-KKKK-NH, (98,6% +1,44) byt zdecydowanie lepszy w porédwnaniu do jego
analogu (79,5%+11,86). Rowniez Pal-KKKK-NH, lepiej redukowat S. mutans z 3
gatunkowego biofilmu (94,9%+14,9) i okazat sie skuteczny wobec Lactobacillus
(98,8%+1,44).

Peptyd Pal-CKKKKC-NH, w najwiekszym stopniu wptywat na strukture biofilmu Candida
spp. Eradykacja komdrek grzyba byta na poziomie 79,17%%23,08. Ten sam peptyd w
biofilmie 2 i 3 gatunkowym redukowat komorki Candida spp. odpowiednio w
(16,03%+16,28) i (19,11%+1,97).

Min i wsp. oceniajgc aktywnos$é lipopeptydu CLP-4 wobec komérek planktonowych i
biofilmu S. mutans wykazali znaczng redukcje komdrek paciorkowca zaréwno na komaorki
planktonowe jak i na dojrzaty biofilm. Dodatkowo autorzy przebadali skutecznosc
erytromycyny i chlorheksydyny. Peptyd hamowat tworzenie biofilmu w stezeniu 5ug/ml,
chlorheksydyna byta skuteczna przy nizszych stezeniach , natomiast erytromycyna
hamowata tworzenie biofilmu przy stezeniach 2xMIC [146].

Kolejny zespdt naukowcdw badat peptyd KR12 i KR12-KAEK wobec S. mutans

Podczas gdy KR12 nie miat znaczacej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, peptyd KR12-
KAEK wykazywat dziatanie bakteriostatyczne i bakteriobdjcze pod wptywem wartosci MIC
w zakresie od 7,8 do 31,25 pg/ml i MBC 15,6 do 62,5 pug/ml [141].

Terapia fotodynamiczna to mato inwazyjna metoda leczenia opierajgca sie na
wykorzystaniu zwigzku chemicznego tzw.fotouczulacza oraz swiatta o okreslonej dtugosci
fali. W przeprowadzonych badaniach uzyto barwnik TBO (Btekit toluidyny Orto)
przystosowany do pracy z maximum absorpcji 635 nm. oraz BM (Btekit metylenu)
wykorzystywany przy dtugosci fali 660nm.

Utworzone biofilmy 1,2 i 3 gatunkowe poddawano dziataniu samego barwnika (P+),

samego lasera (L+), fototerapii (P+L+). Terapie prowadzono w czasie 30s, 1,5 min i 3 min.

147



Wptyw lasera na niszczenie dojrzatego biofilmu jedno i wielogatunkowego oceniatam
testem z fioletem krystalicznym, ktéry pozwala na oznaczenie catkowitej biomasy biofilmu.
Nalezy podkresli¢ ze fiolet krystaliczny zastosowany do okreslenia ilosci biomasy
komodrkowej analizowanych biofilméw barwi catg strukture biofilmu: macierz biofilmowa,
komorki martwe i zywe bakterii, grzybdw oraz substancje zewngtrzkomdrkowe przez nie
wydzielane.

Zaréwno fototerapia (P+L) LASOTRONIX (400mW, 635nm) jak MMO DUO
(100mW,660nm) w podobny sposdb wptywata na redukcje biomasy w biofilmach 1,2 i 3
gatunkowych. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w dziataniu obu laseréw na
biofilmy. Poziom redukcji biofilmu 1 gatunkowego (Candida spp, S. mutans) byt na
poziomie Srednio 36% (Lasotronix) i srednio 37% (MMO DUOQO). Podobny efekt uzyskano
dziatajgc na 2 i 3 gatunkowy biofilm. Fototerapia (P+L) wykazata lepszy efekt redukcji
biomasy niz sam laser(L). We wszystkich biofilmach (1,2,3 gatunkowych) wykazano
statystycznie istotng réznice miedzy terapig samym laserem (L) a fototerapig (P+L).

Duzo bardziej doktadng metody pozwalajgcag okresli¢ przezywalnosé¢ drobnoustrojow w
biofilmie po terapii laserem jest metoda opierajgca sie na ilosci zywych komérek CFU/mL.
Wyniki uzyskane za posrednictwem tej metody wykazaty brak réznic w redukcji Candida
spp.zarowno przez barwnik TBO (24%) jak i BM (18%).

Wiench i wsp. w swoich badaniach z udziatem TBO dziatali na zawiesiny planktonowe
grzybow Candida spp. (TBO 25ug/ml, 21J, 632,8nm). Stwierdzili, ze samo
napromieniowanie laserowe lub zastosowanie samego fotosensybilizatora nie miato
dziatania grzybobdjczego [100].

Podobne wyniki uzyskat Misba stosujgc barwniki TBO, AA i NMB [147]. Teixeira i inni
wykazali, ze inkubacja z samym TBO nie miata istotnego wptywu na zywotnos$é S. mutans
UA159 [148]. To pokrywa sie z moimi badaniami, w ktdrych stosujgc sam barwnik TBO i
BM wykazatam stabg redukcje monogatunkowego biofilmu S. mutans na poziomie
odpowiednio 39% (TBO) i 23% (BM).

W moich badaniach wykazatam, ze uczulanie 10min z 0,1% TBO. Napromieniowanie
laserem LASOTRONIX (400mW, 635nm) z fluencja 24J/cm? 72)/cm?® i 144)/cm?
zredukowato ilos¢ S. mutans odpowiednio w stopniu  86,37%, 87,5% i 89,4%.

Zastosowanie wiekszej fluencji (1441/cm?) wptywa na skuteczniejszg redukcje biofilmu.
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Fekrazad i wsp. stwierdzili, ze zastosowanie diody LED (o dtugosci fali 630 nm) w obecnosci
TBO (0,1 mg/ ml) spowodowato znaczne zmniejszenie ilosci komorek S. mutans [149].
Misba i inny stosowali terapie fotodynamiczng stosujgc frakcjonowang i ciggta dawke
Swiatfa. Stwierdzono zmniejszenie liczby bakterii S. mutans po napromieniowaniu
Swiattem ciggtym 5 J/cm2 z kazdym barwnikiem TBO, AA i NMB odpowiednio 49%, 50% i
27% Redukcja zostata dodatkowo zwiekszona (57%- TBO, 62%-AA i 55%.-NMB) po
napromieniowaniu frakcjonowanym $wiattem 5 J/ecm?[147].

Souza i inni  wykazali,ze stosujgc laser (685 nm, 350 mW, 28 J/cm? na aPDT mozna
zredukowaé C. albicans (80%) na takze non-albicans (C.dubliniensis, C.krusei, C.tropicalis)
[150].

Badajac wptyw samego lasera MMO DUO (100mW, 660nm) na pojedynczy biofilm Candida
spp. wykazano redukcje (62,1%). Dziatanie lasera byto statystycznie bardziej skuteczne niz
dziatanie samego barwnika BM (20,6%). Ale duzo bardziej skuteczna w redukcji 1
gatunkowego biofilmu Candida spp. okazata sie fototerapia (97,6%).

Wyniki moich badan pokazujg, ze podobnie jak z S. mutans takze u C. albicans - wieksza
dawka fluencji wptywa na lepszy efekt fototerapii. Stosujgc laser MMO DUO (100mW
100J/cm?) i BM w stezeniu 0,1 mg/ml redukcja wyniosta 70%. Kiedy dawke fluengj
podniesiono do 600J/cm? redukcja Candida spp. byta na poziomie (ok. 100%). Souza
rowniez dziatat laserem [151] (660nm,35mW) na biofilm Candida spp. Stosowat 3 dawki
energii 15,8 JJem?, 26,3 J/em? i 39,5 J/cm? oraz 3 barwniki: TB, BM,zieleA malachitowa
Najlepsze wyniki uzyskat w grupie z gestoscig energii 39,5 J/cm2, i barwnikiem TB [151].
Podobne wyniki uzyskat Giroldo i wsp. fototerapia przy uzyciu BM hamowata w 50%
zywotnosé C. albicans [93].

Carvalho i in. [36] wykazali,ze BM lub TB wraz ze swiattem lasera byt w stanie zmniejszy¢
liczbe zywotnych komérek Candida albicans o 80-90% [152].

Troszke gorszg skutecznos¢ redukcji (65%) C. albicans uzyskat Barbério i in. stosujac
fototerapie z btekitem metylenu [153].

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazatam rdznice w redukcji Candida spp. z
biofilmu 2 gatunkowego (Candida-Streptococcus) Redukcja Candida spp.w fototerapii
(97,97%) byta bardziej skuteczna jak przy zastosowaniu samego lasera LASOTRONIX

(45,51%) i samego barwnika TBO (46,73%). W przypadku zastosowania fototerapii laserem
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MMO DUO redukcja Candida spp. w biofilmie 2 gatunkowym byta na poziomie (92,02%) i
wykazata wiekszg skutecznosé niz sam barwnik BM (47%).

Roznice istotng statystycznie w redukcji S. mutans w biofilmie mieszanym Candida-
Streptococcus wykazano miedzy uzyciem samego barwnika BM (46%) a fototerapig
laserem MMO DUO (89,5%) (test kolejnosci par Wilcoxona z poprawkag Benferroniego:
Z=2,98, p=0,04).

Podobne wyniki uzyskat Rodrigez [154]. Dwugatunkowe biofilmy C. albicans i S. mutans
poddane terapii niebieskim swiattem LED o dtugosci fali 405 nm zawieraty znacznie mniej
komoérek C. albicans i S. mutans w poréwnaniu z komdrkami z grupy kontrolnej.
Napromieniowanie przez 40 minut wywotato prawie catkowitg smiertelnos¢ w komérkach
C. albicans i pozostawito kilka zywych komérek w S. mutans [154].

Terapia aPDT przy zastosowaniu 0,01% BM i diodowego lasera (100mW , 660nm, 320 J
cmz), prowadzona przez Guglielmi i wsp. przyniosta znaczgce zmniejszenie stezenia CFU S.
mutans (78,07%), i u Lactobacillus spp. (78,0%) [155].

Dane Pereira dowodzg, ze redukcja C. albicans w 3 gatunkowym biofilmie byta o potowe
mniejsza jak w pojedynczym biofilmie C. albicans. Biofilm utworzony tylko przez jeden
gatunek byt bardziej wrazliwy na aPDT w pordwnaniu do tych utworzonych przez dwa (S.
aureus-S. mutans) i trzy gatunki mikroorganizméw (S. aureus-S. mutans-C. albicans).
Gorsza skutecznos$¢ leczenia laserem moze wynikaé¢ z obecnosci matrycy polimerowej w
wielogatunkowym bioflimie [65].

Na podstawie uzyskanych wynikdw wykazatam istotne statystycznie rdznice w redukcji
Candida spp. z biofilmu 3-gatunkowego miedzy samym barwnikiem TBO (34,4%) a
dziataniem samego lasera LASOTRONIX (57,04%). Fototerapia Candida spp. w 3
gatunkowym biofilmie byta na poziomie 86,83%.

Prowadzgc terapie laserem MMO DUO na biofilm 3 gatunkowym wykazatam ze sam
barwnik BM redukowat Candida spp. na poziomie (29%), laser (59%), fototerapia (88,4%).
W badaniach Palma i wsp. laserem z zielong diodg LED (90mW 532 nm 42,63 Jem?) z
udziatem erytrozyny (400 uM) naswietlano biofilmy 1 gat C.albicans; i S. sanguinis; oraz
dwugatunkowy - C. albicans - S. sanguinis. Fototerpia najskuteczniej redukowata biofilmy
w porownaniu do dziatania samego barwnika i samego lasera. Lepszy efekt redukcji
uzyskano w pojedynczym biofilmie Candida spp. jak w podwdjnym Candida-S.sanguinis

Biofilm S. sanguinis byt bardziej wrazliwy na aPDT (terapia fotodynamiczna) niz biofilmy C.
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albicans. Wyzsza odporno$¢ C. albicans na PDI (inaktywacja fotodynamiczna) moze
wynika¢ z jej budowy morfologicznej, w ktérej penetracji fotouczulacza i Zzrédfa Swiatta
moze przeszkadzaé gruba sciana komdrkowa, bogata w manany i glukany. W badaniu
Cavalcanti i in. zaobserwowano, ze interakcja miedzy C. albicans, S. mutans i S. sanguinis w
mieszanych biofilmach zwiekszyty zaréwno ekspresje gendw wirulencji (tj. ALS3, HWP1,
SAP2 i SAP6), jak i produkcje strzepek u drozdzy. To kolejny czynnik mogacy przyczynic sie
do odpornosci biofilmu na fototerapie [156].

Pereira i in. stwierdzili, ze znaczace spadki zywotnosci biofiiméw jednogatunkowych
zaobserwowano tylko wtedy, gdy biofilmy byty poddane fototerapii (P+L). To pokrywa sie z
moimi badaniami, z ktorych wynika ze szczep Candida spp. byt w fototerapii redukowany
prawie catkowicie z biofilmu 1 gatunkowego zaréwno przy zastosowaniu LASOTRONIX jak i
MMO DUO. W pracy nie wykazatam réznic miedzy dziataniem obu laseréw (L) ani tez nie
wykazatam réznic statystycznych w fototerapii za pomocg obu laseréw (P+L). Fototerapia
(P+L) laserem LASOTRONIX uzyta w stosunku do biofilmu Candida w istotny statystycznie
sposob redukowata komorki drozdzy (na poziomie srednio 99,5%) i byta istotnie
statystycznie wyzsza w poréwnaniu do dziatania na jednogatunkowy biofilm samego
barwnika TBO oraz istotnie wieksza niz w przypadku dziatania samego lasera LASOTRONIX
(36,9%). Wyttumaczy¢ to mozna budowa samego biofilmu. Biofilm monogatunkowy jest
mniej skomplikowany przestrzennie w poréwnaniu z biofilmami wielogatunkowymi [148].
Dane te pokazujg, ze im bardziej ztozony sktad biofilmoéw, tym wieksza opornos¢ biofilmu
w procesie terapia fotodynamiczna aPDT. Interakcje miedzy rdéinymi polimerami
matrycowymi wytwarzanymi przez rézne mikroorganizmow moze spowodowaé powstanie
bardziej lepkiej matrycy [157].

Wykazano, ze fototerapia jest 3- do 4-krotnie mniej skuteczna w przypadku gestych
wielogatunkowych biofilméw tworzonych in situ niz w przypadku biofilmow
jednogatunkowych gatunkowych in vitro, Natomiast doniesiono, ze antybiotyki sg okoto
250 razy mniej skuteczne w warunkach biofilmu [148].

Skutecznos¢ terapii fotodynamicznej jest silnie uzalezniona od wielu zmniennych
parametrow, stad tez duza rozbiezno$é w wynikach miedzy badaczami. Aby fototerapia
byta skuteczna nalezy wzig¢ pod uwage wiele zmiennych, takich jak zastosowane PS i

dozymetria Swiatta [158].
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Nalezy podkresli¢, ze terapia fotodynamiczna (aPDT) w porédwnaniu z innymi terapiami
przecidrobnoustrojowymi nie ogranicza sie do mozliwosci dziatania tylko na jeden gatunek
drobnoustrojow.lIstnieje mata szansa aby stosujgc te motode doprowadzi¢ do wytworzenia
yfotoodpornosci”. Dodatkowo za zastosowaniem fototerapii przemawia krotki czas

potrzebny na zabicie drobnoustrojow w poréwnaniu do dtugiej terapii antybiotykami [98].
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9. WNIOSKI

1. Szczepy S. mutans i Lactobacillus sp. miaty najsilniejsze zdolnosci tworzenia
biofimu. C. albicans i C. dubliniensis tworzyty biofilm w stopniu umiarkowanym.

2. Biofilm mieszany Candida - S. mutans charakteryzowat sie wiekszg biomasg
biofilmu a takze znaczaca iloscia komérek Candida spp. i S. mutans. Udziat
Lactobacillus spp. w 3 gatunkowym biofilmie Candida-Streptococcus-
Lactobacillus powodowat obnizenie liczebnos$ci komérek S. mutans i C. albicans

3. Wykazano oddziatywania synergistyczne w biofilmie mieszanym Candida -
Streptococcus natomiast Lactobacillus rhamnosus dziatat antagonistycznie w
stosunku do gatunkow partnerskich obecnych w biofilmie mieszanym

4. Lipoppetydy byly skuteczne w niszczeniu struktur biofilmu jedno i
wielogatunkowego.W przypadku peptydu Pal-CKKKKC-NH, wykazano 79%
eradykacje biofilmu Candida spp. Najwyzszg aktywnos¢ przeciwbiofilmowa
wobec S. mutans w biofilmie dwugatunkowym Candida-Streptococcus wykazat
peptyd Pal-KKKK-NH,

5. Fototerapia istotnie wptywata na eradykacje biofilmu. Zdecydowanie lepsze
efekty terapii fotodynamicznej (aPDT) uzyskano w redukcji biofilméw
jednogatunkowych Candida spp. i S. mutans. Uzycie samego fotouczulacza jak i

Swiatta lasera nie wptywato istotnie na redukcje biofilmu.
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10. STRESZCZENIE

Zdolnos¢ bakterii i grzybdw do tworzenia struktur biofilmu ma istotne znaczenie w
patogenezie wielu choréb, w tym réwniez chordb jamy ustnej.

Prochnica, kandydoza, choroby przyzebia to choroby zwigzane z tworzeniem struktur
biofilmu. Tworzenie dynamicznej przestrzennie ztozonej struktury biofilmu i odmienne
cechy fizjologiczne drobnoustrojéw go tworzgcych, ttumaczg po czesci jego wysoka
opornos¢ na dziatanie réznych czynnikéw m.in. antybiotykdw co powoduje trudnosci w
terapii jamy ustnej.

Terapia tego rodzaju zakazen stanowi wyzwanie dla wspdtczesnej stomatologii.
Wieloczynnikowa natura proceséw chorobowych dotyczacych jamy ustnej, jak i specyfika
biofilmu moze skutkowac niepowodzeniem zastosowanego leczenia. To wszystko zmusza
do poszukiwania alternatywnych metod terapii.

Celem pracy byta ocena zdolnosci tworzenia biofilméw jedno i wielogatunkowych przez
drobnoustroje jamy ustnej W pracy oceniono aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowq
lipopeptyddw i terapii laserem wobec szczepdw z jamy ustne;.

W 1 etapie badaniem objeto 43 szczepy Candida spp.,2 szczepy S. mutans i 18 szczepdw
Lactobacillus spp. Stopien adhezji drobnoustrojdow i tworzenie biofilmu (1,2,3
gatunkowych) byto oceniane ilosciowo testem z fioletem krystalicznym. Dodatkowo
oznaczono zywotnos¢ biofilmdéw testem redukcji MTT.

Do dalszych badan wybrano szczepy, ktére wykazywaty najlepszg zdolnosé¢ tworzenia
biofilméw (14 szczepow Candida spp., 2 szczepy S. mutans, 13 szczepow L.
rhamnosus).Oceniano ilos¢ komodrek koloniotwérczych CFU/mL w dojrzatych biofilmach
jedno i wielogatunkowych. W badaniach zastosowano dwa lipopeptydy: Pal-KKKK-NH, i
Pal-CKKKKC-NH,. Przezywalno$¢ drobnoustrojow w biofilmie wobec peptydéw byta
badana metodg mikrorozcieiczen w ptytkach titracyjnych. Wrazliwos¢ szczepdw na
lipopeptydy oceniono wyznaczajgc warto$¢ minimalnego stezenia hamujgcego (MIC).
Aktywnos¢ wobec biofilmu dojrzatego zaréwno jedno-, jak i wielogatunkowego okres$lono
poprzez wyznaczenie minimalnego stezenia eradykujgcego biofilm (MBEC). W pracy
wykorzystano lasery diodowe: Smart M LASOTRONIX zakres (405, 635, 808 nm) oraz MMO
LASER DUO zakres (660, 808 nm). Oceniajgc wptyw promieniowania laserowego na biofilm

mieszany stosowane byty metody iloSciowe- test z fioletem, CFU/mL. Analiza struktury
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biofilmu po dziataniu peptydu i fototerapii zostata oceniona z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej

Uzykane wyniki wskazujg na silne relacje synergistyczne Candida spp. z S. mutans w
biofilmach mieszanych. Natomiast Lactobacillus rhamnosus wykazat antagonistyczne
dziatanie w stosunku do gatunkdéw partnerskich obecnych w biofilmie mieszanym (S.
mutans-Lactobacillus; C. albicans- Lactobacillus oraz Candida-Streptococcus-Lactobacillus).
Wykazano, ze peptyd Pal-CKKKKC-NH, eradykowat Candida spp. z biofilmu
jednogatunkowego na wysokim poziomie 79%. Biofilmy S. mutans byty wrazliwe na oba
lipopeptydy. Najwyzszg aktywnos¢ przeciwbiofilmowa wobec S. mutans w 2 gatunkowym
biofilmie Candida-Streptococcus wykazat peptyd Pal-KKKK-NH, co czyni go potencjalnym
srodkiem leczniczym w préchnicy.

Zaobserwowano, ze fototerapia zaréwno laserem LASOTRONIX jak i MMO DUO cechowata

sie najwyzszg skutecznoscig w eradykacji biofilméw niz sam fotouczulacz czy laser.
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11. ABSTRACT

The ability of bacteria and fungi to form biofilm structures is important in the
pathogenesis of many diseases, including oral diseases. Caries, candidiasis, periodontal
disease are diseases associated with the formation of biofilm structures. The formation of
a dynamic, spatially complex structure of the biofilm and the different physiological
characteristics of the microorganisms that make it up partly explain its high resistance to
various factors m.in antibiotics, which causes difficulties in oral therapy. Therapy of this
type of infection is a challenge for modern dentistry. The multifactorial nature of oral
disease processes as well as the specificity of biofilm may result in the failure of the
treatment used. All this forces us to look for alternative methods of therapy.

The aim of the study was to assess the ability of mono- and multi-species biofilms to be
formed by oral microorganisms The antimicrobial activity of lipopeptides and laser
therapy against oral strains was evaluated.

In stage 1, the study included 43 strains of Candida spp., 2 strains of S. mutans and 18
strains of Lactobacillus spp. The degree of microbial adhesion and biofilm formation (1,2,3
species) was quantified by a crystal violet assay. In addition, the viability of biofilms was
determined by the MTT reduction test.

For further studies, strains were selected that showed the best biofilm formation ability
(14 strains of Candida spp., 2 strains of S. mutans, 13 strains of L. rhamnosus). The number
of colony-forming CFU/mL cells in mature mono- and multi-species biofilms was
evaluated. Two lipopeptides were used in the study: Pal-KKKK-NH, and Pal-CKKKKC-NH,.
The survival of microorganisms in biofilm against peptides was investigated by
microdilution in titration plates. Susceptibility to lipopeptides was assessed by
determining the value of the minimum inhibitory concentration (MIC). The activity against
both mono- and multi-species mature biofilm was determined by determining the
minimum biofilm eradication concentration (MBEC). The work uses diode lasers: Smart M
LASOTRONIX range (405, 635, 808 nm) and MMO LASER DUO range (660, 808 nm). When
assessing the effect of laser radiation on mixed biofilm, quantitative methods were used —
violet test, CFU/mL. Analysis of the biofilm structure after peptide and phototherapy was

evaluated using confocal microscopy.
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The results indicate strong synergistic relationships of Candida spp. with S. mutans in
mixed biofilms. In contrast, Lactobacillus rhamnosus showed antagonistic activity in
relation to partner species present in mixed biofilm (S. mutans-Lactobacillus; C. albicans-
Lactobacillus and Candida-Streptococcus-Lactobacillus).

Pal-CKKKKC-NH, was shown to eradicate Candida spp. from monospecific biofilm at a high
level of 79%. Biofilms of S. mutans were sensitive to both lipopeptides. The highest
antibiofilm activity against S. mutans in the 2-species biofilm Candida-Streptococcus was
shown by the peptide Pal-KKKK-NH2, which makes it a potential therapeutic agent in
caries.

It was observed that phototherapy with both LASOTRONIX and MMO DUO lasers was

more effective in biofilm eradication than the photosensitizer or laser itself.
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1] oxs| ozt9] o3 | o o oss| oea] osst| osss| s osss| 1ose] 1ied] 059% 0955 _ogo1| oged]
) azﬂ 0271 0304 032 os2] oms| on] o) osel] oeso| osso| iios] 109 o306 1007 1038 oss| 1am| 1ot
u| o oz oo 0279] o] 1o osso] os1 os| oen 1097 115 153 135 1ase 1a15] 1309
n| om| 0w oz oo u,z% 0250218 o] o7 o,s% os7] ossa| oo oss| 1275 1017 1051 1ou] 1os] ool 104
a1 0215|0229 O,Zﬁ opss] 0314 0292 0264 0546 057 o] oete| oswa| ose oed] sl osul 1o o7 1361 130 10 1,1%
12 ouel 0] o  op 035y o 07 1,1% o9 ool 1018 osor| oge3 om0 1105 1006 1107 vy 1] s 1w 1)
| oo oo oposl  opos| ogos| o3| o2 oo ogr] oms| os| o7 s oem] o7 osse| 1ol 1703 1209 0 1am] 1oe s 13y
wl o o oanl  oars| ome| o34 o2 ozef] oom| oms| oma| os7| osed] oeso] osu| ossel 100 1295 137 1080 1192 1008 103 113
w o oms| osn  oam[ o1 oxf ossa| e o g6y 1] 1g0a ss| waso] 45 1347 o919
P T 0254 0265 o] 0w oms| o7 oss| osu| osso] e 0839 15%
501 oe] 026t o304 oo 0285 0258 o] o063 osi o] 1a] 1423 1099 1319 1o 17 st 199
541 0234 021 o023 o] o187 o019 o702]  oes| oss] osna]  o0sso| 0739 0791 1366] o96s| 1346 1309 1199)
I A R oess| 06| o8 0,79;1{ o7sa] o7 o[ o7 0878 0674 o311
o020 om0 o os76] o451 oss7 os6 0978 0989 0931 085 0874
0] o) o6 0719 osoa| ossi| ogof ogm| osm
0287 097 1000]
wa2s 053] o] 025 0239
Wzt 037 029 03 0,211
Wa dub 030 0258 026 0255



wynikéw -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

Szczep CAN ICAN+LAC 40 CAN+SMwz CAN+SMK ICAN+SMwz+LAC40 ICAN+SMKI+LAC40 LAC 40
fiolet | Il 111 $rednia || Il 111 Srednia || Il 111 Srednia || Il 111 Srednia || Il 111 Srednia || Il 111 Srednia |
Ibiofilm 48h 0,48 0,459 0,421 0453333
1] 0,29) 0,323 0,287 0,300] 0,254 0,257| 0,272 0,734] 0,542 0,927 1,347| 1,486| 1,296
2| 0263 0242 0241 0249 0263 0287 0239 0,652] 0,683 2,126 1,865 1,387)  1,444/SMwz
3] 0238 0191 o211 0213] 0302 0264 0209 | os01] o695 u,ea# 0,694] 1227 1268|1403 0842 08 0891 o084l Il 1l $rednia
4 0,223 0,269 0,235 0,242] 0,304] 0,259 0,237] 0,874] 0,888 0, 884‘ 0,929 1,755 1,982 1,573‘ 0,995 0, ESR‘ 0,87] 0,908 1224 1,443 1,435 1367333
5| 0,228 0,284] 0,260| 0,276| O,Zj 0,281] 0,648 0,692 0,758 0,867| D,@{ 1,147 093 0,893 0,990/SM kI
6| 0,315 0,276‘ 0,742| 0,989 1,064} 1,446/ 1,157| 1,247)1 ] 1L} $rednia
7] 0,29 O,Zﬁ{ 0,271 U,Z75‘ 0,775] 0,689 1,311 122 1,228 0,861 1,04] 0,924 1,234 1,305 1,312 1,283667
8] 0,327] 0,243 0,297| 0,24] 0,260| 0,77] 1,512| 1,318] 1,424 1418 1,454] 1,044 1,142
9| 0,?2‘ 0,26| o,zsj 0,257 0,269] 0,694 0,657]  1,022| 0,856} 91 0,975/SM wz+lac 40
10 0265 0227] 0208 024 0220 0,685 0,601 0,899 1090 0962 1,131 0976| 1,0561 Il i $rednia
1) 0239 0,329 0,29 1,877 1,755 1,@ 1342]  0,805) 1,110] 1,569) 1,370] 1504 1538 1,421 1487667
12 0,252 0,273 0,687 1,487| 1,399 1,LE‘
13 0,291] 0,304] 0,659 12;‘ 1,362|
14 0,266) 0,275 0,267} 0,219 1,084|SM kl+lac40 1L}
15| 0,234] 0,299 0,301 0,24 ]
16 025 0,268  0,247] 0248] 0217|0235 0,779 1,557 16 1254 1470333
17| 0,241] 0,311] 0,233 0,287] 0,294] 0,891
18| 0,246| 0,223 0,224 0,28] 0,284 0,292 ‘ 0672
19] 0315 0319 0304 0267 0282 0,269 0,845‘ 089 0793 0843] 0,621
20| 0,313 0,271] 0,304 0,26| 0,297] 0,281 0,612 0,738 0,712 0,82 1,110 1,148 0,937]
2 0264 033 0241 0267] 0241  0257] 0,741\ 1,037 0859 0573 1371 o,s% 03815
2 0,277] 0,275 0,269 0,274] 0272 0268 0274 U,Z71‘ 0,742| U,ﬁ‘ 0,686 0,517] 0,654] 2,226 1,111 0,125
24.1 0,275| 0,229 D,Zg‘ 0,246| 0,317] 0,277| 0,294 0,296 0,57 0,625‘ 0, %‘ 0,582 0,643 1,601} 1,391
24.2 0,246| 0,24] 0,241‘ 0,242 0,285 0,284] 0,273] 0,281 0,94 0,950] 1,018]
25| 0,293 0,298 0,27] 0,258 0273 fﬁ{ 0,824 0,747 0,614] 0,647| 0,79
44) 01771 0197 0825|0774 0,357\ 0,569)]
46| 0,213 0,243]
47] 0,213 0,207]
[50.1 0,283 0,244]
0,237 0,227
0222 0571 0,671] X
0,249 0,653 0,562 0,512 0,576| 0,457‘ 0,457|
0,242 0,525| 0,637] 0,771] 0,644] 0, SSﬂB{ 0,752
0,198]
0341 0,504
0,9% 0842 0974 0930 i X
0,677] 03811 0,875] 0,917] 0,979 1,335 1,109 X
0,918 0,784] 1,07] 1,07] 1,@ 0,662 0,716| 0,695| 0,691]
77| 0,294 0,288 1,046| 1,049| 0,841 0,898 1221 1,65 1,403 1,425
78 0221] 0,249 0512  0986]  0948] 0,957 0,881 0,936] 0,96| 0983 0883 0898 1367 1,049)
w228 0,253 0,247| 0,338 0,723 0,543 0,682 0,649 1,812 0,743 0,874 0,827 0,995 0,921 0,877] 0,931]
Wz31 0,237] 0,229 0,223 0,230| 0,21] 0,222| 0,181] 0,204 0,685| 0,878 0,788 0,784| 1,979 1,932 1,836 0,75 0,755| 0,879 0,795 0,888 0,985 0,947| 0,940)
Wz dub 0,309 0,258] 0,268 0,278] 0,365| 0,31] 0,311] 0,329] 0,777] 0,898 0,698 0,791 0,716| 0,489 0,593 0,918] 0,888 0,818] 0,875 0,993 1,56| 1,695 1,416
ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h
Szczep  [CAN CAN+LAC 43 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC43 CAN+SMKI+LAC43 LAC 43
fiolet | Il 111 Srednia || Il 111 Srednia || Il 111 Srednia || Il 111 $rednia || Il 111 $rednia || Il 111 $rednia |
Ibiofilm 48| 0279 0267 0,283 0276333
0,29 0,323 0,287] 0,300 0,249 0,225 023 0,235| 0,759 0,682 0,762 0,734 0,888 0,614 0,719| 0,758|  0,882]
0,263 o,zﬁ 0241 0249 0212 0274 024 0242|0726 065 n,sd 0,683 n,ﬁ 0,839) 0,784 1,121 0,985 SM wz
0,238] | oann[ o213 0255 027 o081 0235] o068 0601 0695 o,sﬁ 1,043| 069 0812 | Il n $rednia

0,242| 026 0215 0252) 0242 0891 0874 0888 0,834‘ 0857|  0,588] 124 1,443 1,435 1367333

1
2
3
4
5| 0228 0,284
[
7|
8
9|

0235022 0644 0g1 s
0,204 07420809 109] 1379 | 1 I rednia
0689 o7 ogso| os7s| oma] ogo6] o786 123 1305 1312 1283667
0483 0932 osie] oges| osm| os1| 087y
067 ogsal osa1| og7 ogrs| 1005  0967|sMwarlaces
10 06720666 064 0582 oses| o1 1053 1141 1007 1074) I W rednia
1] o] o o268 0263 ass6 1267 100 1356 1837 2071 1755 o095 0807 2 147 1416 1358 1400333
1 0657 0632 064 0772 0658 031 1,209
13 o] o752 osse] o643 osu]  ose 0 sﬁ
1] 0266 0646 o,s% 0654|0634 0906[SM ki+lact3 i
15| 0234 0670) [ os1s] it
16025 0779] 109 1318 104 1120333
v o
18] o
19] 0315
0] 031
1| ot o33 oo 10970859
2] o o o269 074) o,ﬁ 0517
a1 0275 0229 U,zﬁ 0246 ost6| 058
b2 o26] 024 o241 oam 0,19
5[ 030 0217
w0 07| _oxts] o3
6] 0,296] 030] 0156 0154 1,684] 1,776
4] o26s] 0261 0263 0201 0662 0688 0793 o7y
[s0.1 0318 0201] 0292 097073 o8] 06m
5.1 0.234] 03] o235]  oa58 0493 050 _0se9] 092 o579 0924
0290 o178] 0187 0823
0300 o1 075

0,270| 0,216

1,061} 1,107] 1,425] 1,776} 1,514 1318 0969 0913 1,067

0,234] 1,091 0858 153] 1608 1553| 1564 1309] 0892] 1413|  1,205]

w228 0253| 0247 0252 0251 0152] 0,178] 1812] 1,576} 1,665| 1,556} 1,326] 1,663] 1,515] 1124] 1469 0,778 1,124
Wz31 0237) 0229 0223] 0230 0189 0,188] 0878 0,788 0,784 1,597] 1,979 1,932 1,836] 1,346} 1,703] 1,648] 1566 0835 0817 0975| 0876]
Wz dub 0309] 0258 0268] 0,278 019] 0,199, 0898 0698 0791 0574 0716] 0489 0,593] 1,556} 1,955 2,141 1884 0739] 0,893 1116] 0916

179



ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

Saczep |CAN CAN+AC 44 CAN:SMwz CAN+SMKI CAN+SMwzHACH, CAN+SMKI+LACH4 LAC44

fiolet | Il il srednia | il it srednia | Il it srednia | il it srednia | Il i srednia | il i srednia |

biofim 48 0389 0316 034 0348333
1 o029 o033 o027 0300 o064 02 o0173] 0179 0759 0682 0762 0734 0542
2 0263 o,ﬂ 0241 0249 0191 0188 02 0193 0726 0652 n,sd 0683 0672 0,703 | osn] 0,666(SM wz
3 0233 0213 o188 0186 0192 0689] 0601 0695 o,sﬁ 0,694 it n érednia
4 023 0242] 0182 0891 0874 0929 1224 143 1435 1367333
s| 0228 0284 0179 0729 0648 0517 | osod] | o70d] | osss] 0.700[SM kI
6] 0.256] 0,206] 0899 0,742 0,691 1 n érednia
7 09 o,s% 1234 1305 1312 1283667
8 0.167] 0815 0840
9 0187 36, 8/SM wetlac 44
10) 0,174 0672 0666] 0674] 0572 it it érednia
11 1267 1,900] 1356 1512 1557 1425 1498
2 0632 06| 0772 0658 104 1416
3 0752 1,049
14 1,262 0,623{SM Ki¢lacdd il
15| 1717] 0443 0604 it
16| 2045|0784 0581 1688 1538 1452 1559333
17]

18]  0246] 0223 0,224
19 0315] 0319] 0304/ 0313] 0171 0194 0172 0,179‘ 0,845‘ 089 0793 0843 0621
200 0313 0271 0,304 O,Bﬂ 0173 0,179‘ 0129] 0,160 O, 0,612 0,738  0,712]

1)

2] o026 0338 o0241] o281 o179 o188 o019 o186 o799 o071 1097 o,% 0573
9

| osy 0852 1017] 0984l 103 1013
1] osa| om0 osed| o7 o074 omn

1,876] 22 2,152‘ 0,577

1521 o497 081
0718] 0584 0466

2| 0277|0275 0269] 0274 o1ss| 0157 019 0178 0742 077 0,5% 0517]
2.1 0275 0229 u,zﬁ o206] 0152] 0179] 0129 o153 057 0646 0582
24.2 0,246 024 0,141] 0242 0164] 0175 0167 0169 1,065 0,844‘ 094 0950 1,018

0176|0169 0187 0177 0627] 0,73% 0824
0178] 0159 019 0176 0973 0825 0774
0157] 018 o1s] 0174 0,584
o016 0161 0139 0153 0799

o171 0153 0167 o164 2671
0175]  0164] 0175 oa71] o794 0878 0562 0,692
0179 0154 0164 0,1%5 0571 0624|2552 1,3% 0534|0495

0,166 0170] 0653 0,562 0512|  0,576] 0,457‘ 0457| 046 0458 1,423 1,546] 0,624 0,946‘ 0,907
0,172‘ 0525| 0637 0771] 0644 0O, ﬁ{ 0752 0, @‘ 0627| 0,642

[s0.1

g0 075|080 0757

0476 0504 0,575 0838  0,776|
0,401 0802| 0877
0,364 081 0827

0176  0,168| 1,044
0176| 0177 0132| 0,162 GQE 0,73 0,752 0,872
77| 0294 0288 0291 0291 0161 0,222 0183 0,189 0674 0662 0631  0,656] 1,13] 1,046| 1,061} 1,107] 1413|0878 1,083} 1125 0682 0852
78] 0221] 0249) 0234] 0235 0173] 0205 0168 0182 0986 0948 0937 0957 0602] 0881 1091 0858 1,368 137 1112) 1283] 1352 0,855
w228 0253| 0247 0252 0,251 017 0173 0195 0179 0723] 0543 0,682 0,649 1,606} 1812] 1,576} 1,665 1,037] 1,287 137 1,231] 1069 0,868,
Wz31 0237) 0229 0223| 0230 0169 0194 0189 0184 0685 0878 0788 0,784 1,597] 1,979 1,932 1,836] 1,049] 1,368| 1377] 1265 0573] 0,805
Wz dub 0309] 0258 0268 0278 0175 0,199 018 0185 0777] 0898 0698 0791 0574 0716 048] 0593 1,166} 1,245] 1,217] 1209 089%| 0997

ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

Saczep |CAN CANHAC 46 CAN:SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+ACHS CAN+SMKI+LACAS LAC 46

fiolet | Il il srednia | il it srednia | Il it srednia | il it srednia | Il i srednia | il i srednia |

biofim 48 0361 0295 029 0309333
1 029 0313 0287 0300 021 024 0207 0759 0682 0762 0734 0575|0562 1589 1594 14| 15| 0499 0s11 0587 0566]
2 0263 o,ﬂ 0241 0249 0258 0236 0242 0726|0652 n,sd 0,683 0703 1145|1087 1508|1247 0516|0401 0514 0477/Mwz
3 0233 0213 0237 0217] 0242 0689] 0601 0,695 o,sﬁ 0694 0651 1,685 1,867 n,ﬁ 1454 0556 074 o725] o674l it n érednia
4 023 0242 0258 025 25| omun[ ogna| osss| ossd] o1 ose7] 1158 osn) nasﬂ 0724 0588 0593 1224 1443 1435 1367333
s| 0228 0284 o021 0207 0211 0729 064 2235 2311] 2,045 0456|0442 0504 0467|SMKI
6] 0.256] 0,206] 0222 0231 0234] 08%9] 074 2454 2403 2438 o467 0416 0487 047 1 n érednia
7| 0275 0271 0247] 0244 0775 2578|  216] 2414 0711] o444 0587|0581 1234 1305 1312 1283667
8 0256 0216 0233 024 07 0442 0612 0567 0540
9| 0241 0286 0391 0217] 0241 0211 0223 0694 067 oas| 0506 0574 053
10| 0272] 026 0264 0265 0211] 021] 0211 0211 0885 0672 0572|0649 0447|0625 0621] 0,564|SM weHlac 46
1] 0239 o283 o268] 0263 0224 o217 o029 0223 187 255 1267 1,356] 1,837 0945|1782 1489 1,408]1 [ [ érednia

658| 0,736 0,921 1557 1,538 1541 1545333

0/

12 0,252 0,268
13] 0291 0256 0,297

0236 0249] 0245 0243] 0584 0657 0,632
0,22] 024 0217] 0226| 0614 0601

0,263

14 0266|0275 0267 0219 0218] 0752
15| 0,234] 0,299| 0,301] 0,278 0,219 0,222| L}

16 oas| ozes| o2a7] o025 oauif
7] 02| o031 0233
18] 026 0223 0224

1578 1412 1,503667

o] o3| o9 oo oau| o 089

20 o031 o271 o304 o02% o236 o029 0612

21| o264 033 o0201] o] opaa] 023 o7a1] 1037

2 o1 o2 u,z% o4 0u] 02 0742
2.1 0275|0229 0235 oa6] 0251 0279 057
42 o026 024 0261 o2e0] 0238 0256 0229 o240 1,0% 084 094

3 03m 0298 029

0,225  0,231] 0627| 0789 0824
44 0273 0275|  0224]  0,207] 0825 0,774

6] 0,006] 03m] 0478

4] o26s] 0261 0263 0208
5o 0,31 0294 0201
501 023 o1 023 o3 0209

0224

0457 0457 0436
n% 0752, 0778 069%|
04760504
0699|0401
02 015 0364
299 0707 _og 111
0.287] 0784 212 1651)
71 o4 oass] o291 ops] 1213 1,08 2,204 148
78] om] oass] o023 0233 0260233 0232 0602 oge 2208 2,459
w22 0253 027 0252 0251 0202 0203] 0207 1606 1517 279 23
wz3t 0237 029 023 0230 o149 o194 0181 1597 1979 163 1,179
Wrdwb | o308 0258 o268] 0278 02260195 0210 05740719 2,015 2,009

180



ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

Saczep |CAN CANHAC 50 CAN:SMwz CAN+SMKI CAN+SMWzHACS0 CAN+SMKIHLACS0 LAC50

fiolet | Il il srednia | il it srednia | Il it srednia | il it srednia | Il i srednia | il i srednia |

biofim 48 0269 0253 025 0249
1 029 o033 0287 03000 0319 0299 0325] 0314 0759 0682 0762 0734 0575|0562 098] 153] 1062 1188 0545
2 0263 o,ﬂ 0241 0249 0232 0242 0265 0246] 0726 0652 n,sd 0683 0672 0972] 0923 1314 1,070 0849
3 0233 0213[ 0374 0249 n,ﬂ 0337 0689 0601 0695 o,sﬁ 0708] 1195 1095 0999 0,795] n érednia
4 023 0242 03] 0275 0365 0313 0891 0874 1067 0572 0647] 0762 0856 1435 1367333
s| 0228 0284 0254 0275 0298 0276 0729 048] 0517 1319 2.279) 1,446
6] 0.256] 0,206] 032 030 0365|0330 08%] 0742 0,691 1065 2,19 n érednia
7| 0275 03] 0347] 0358 0350 1,312 1,283667
8 0256 028 028 0321] 0294
9| 0241 0277] _0272) 0312 0287
10 0272 0222] 031] 0354 0,296 it érednia
1 0239 0276] 0278|0298 0284 1578 1524 1546667
1] 0252 u,zd 0317] 0632 064 0772 0871
Bl 0291 0752 0656 1185 0407 0557
14 026 0852 1051 1,062 0982 0552 0467
15| 0234 1528 1451 1273 1417] 0586|0627 it
1 025 0745 1074 0864 0543|0672 1578 1487 1540667
17| 0241 0.726] 248 1778 0638]
18] 06| 0223 0224 0313 15| 0358 0672 0613
19| 0315|0319 0304 0313 0883 0621

0,22‘ 0304 0368 0321
0,315

20 o3u[ o] o304 o,zsﬂ o030 o351 0323 08
21| o264 o33 o0201] o1 o3| o30s] o3se| o3
2| o[ oms| oo o] o3| o3| oxs| o3
211 0275] 0229 u,zﬁ 0246] 0319 0295 0321 o031
42 o026 024 0201 o2a0] 0259 o214 0298 o277 1,0%
5[0 0301 0304
w] ooy 028 026 o087 0271 0774
46029 0235 0235 0254 0584
41| o26s] 0261 0263 0249 0238 0384 0799 0929)
o1 0318 029 0213 0353 03] o304 06
501 0234 0241 023 o23s] o285 029 0298 o,zs% 0794 0566|0542 0578
0290 031 o3[ o3[ ome] osn o,sj 0614 o5
o300 o3u| o278 o287 o029 o0ss3| osey o512 osre| 0457 04 0382 0407 o401

0270 0271 0262 0289 0274] 0525| 0637] 0771 0644 0, ﬁ{ 0752 0, 0.

11}

o214 _o22] o215 o2ma| o021l  ogs 0476 0504
0,25&{ 0,27 0,234 0,261] 0,255 0,504 0,699 0,401
0,251 0,261] 0,259| 0,595 0622| 0,418] 0,364
0299 0324 0,316‘ 0,677] 0,806 0,707‘ 0,811]
0,267| 0,269 0,918 0,73 0,752 0,784

77| 0294 0288 0291 0291 0,289 031] 0335 0311 0674 0662 0631  0,656] 1,13] 1,046| 1,061} 1107] 0882 0944 0748 0858 0505 0544 0594 0,548
78 0221 0249] 0234 0235 034] 0332 0352 0341 0986 0948 0937| 0957 0602 0881 1091 0858 0941 089 0871 080 0767] 0979 0924 0890
w228 0253| 0247 0252| 0251 0295 0284 0298 0292 0723 0,543 0,682 0,649 1,606} 1812] 1,576} 1665 0,907} 092| 0913] 0813 0623] 0625 0764 0,671]
Wz31 0237) 0229 0223] 0230 0219 0208 0206 0211 0685 0878 0788 0,784 1,597] 1,979 1,932 1836 0722 0602 0603] 0,642, 0558 0,368 0561 0,496
Wz dub 0309] 0258 0268] 0278 0478] 0284 039%| 0387 0777 0898 0698 0791 0574 0716 048] 0593] 0724] 0872 0678 0758 0452] 0564 0593 0,536

ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

suczep |cAN caNeLAC 56 canesMwz caesMd cANeSMwzsLACSS CANeSMIdeLACSS LAC 56

fiolet | 1 i fsrednia | i i fsrednia | i i fsrednia | i i fsrednia | i i fsrednia | i i1 fsrednia 1

bioiim 48 0535 047 0563 052667
| oo o33 o o300 o1sa] o1ss| osss| ouss| o] osed o7e2 o734 054 100 1on| 1ou] ognl ol
o) u,ﬂ P 07260657 0,5771 0683 0703 o0t ogst| 10 094 s wz
3| o8] omst] oan[ o213 o002 oau] o169 o104 oess| os01] 0695 o6 089 osa| o975 0767 o0ge | 1 W rednia
o3 029 028 ogo1] ogn| osss| s v 1107 oo 11| 124 1403 1435 136733
s| o[ oam o101 o7 oets| oe| o6 100 112 1om 1om9lsmu
6| 0256|020 0207 o9 0742 0305|013 1067 o745 _ognd)l 1 I rednia
1 o 02 o773 072) Lo 10w 1234 1305 1312 1283667
s| 0256 0195077 12751214
o o 0497 1009 1,066
10 _om 0674 0549 1150 1,037/5M wrslac 56
1] 023 1267 1900 1,356 1837 1065] 1,506 1 W srednia
1 025 o5 os] o7 oess| oest| oes| osw| oson| woss| osua| 1o 1o ose 103 155 157 145 1538
[ o2 o752 _ogse|os43] osa|  os 15| 1003 1oa7] 1239 1w v 007 110
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ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h
Szczep  |CAN CAN+LAC 82 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC82 CAN+SMKI+LAC82
fiolet I Il Il srednia | Il (L $rednia |l Il 111 Srednia || Il il $rednia |l Il 111 Srednia || Il Il $rednia
Ibiofilm 48! 0,288
1] 0,29 0,323] 0,287] 0300 0217, 0,207 0,215 0,759 0,682] 0,762| 0,734] 0,575 0,542 0514 1,432 1,02] 1,07 1,042
o 0263 o029 o2a o 0213 0204 o7s| o0ss2] o06m| os83 0736 0703 1,003 1] 1,054fsMwe
3 D,ﬁ‘ 0,191] 0,211] 0,213] 0,211 0,244 0,689 0,601] 0,595‘ D,ﬁ‘ 0,694] 0,839 1,010|1 Il
4 0,269 0242 0227 0230 ogo| os7a| osss| oss| 0929 124
5| 0,228] 0,284] 0,260] 0,213] 0,19 0,202 0,729 0,648] 0,698] 0,692| 0,517] ISM kI
6| 0,256| 0,206| 0,203] 0,186] 0,208 0,200/ 0,899 0,742| 0,805] 0,815] 0,691 | I
7| 0,275] 0,277] 0,287] U,@{ 0,254] 0,205 0,224‘ 0,775 0,689 1234
8| 0,256] 0,266) 0,458] 0,327] 0.2] O,ZE‘ E{ 0,77} 0,483 0,555] 0,447]
9| 0,241] U,Fq 0,645) 0,391] 0,204] 0,1!;9{ 0,204/ 0,694 0,67| U,@ 0,741 ISM wz+ac 82
10 26 021 0203] 0685 0672 0666 0,649] 0318] I I
11 0,195 1877] Z,ﬁ{ 1,267| 1,837] 1578
12] 0,584 0,657] 0,632| 0,624 0,772| 0,658|
13 0614 o,s% 0752] o656l 0643 051
14| 0,752 0,69 0,646] 0,696] 0,654] 0,638] ISM kl+lac82
19 o647] 0670 059 0523 | I
16| 0,255] 0,195] 0,779 0,715‘ 0,594] 1,489
17] 0,262| 0,219| 0,891] 0725‘ 0,769
18] U,Zil[ 0,227] 0,672| D,Gﬁ{
19] 0,304] 0,218] 0,843] 0,621]
2| ) 0,304
2] 0,264 0,3@ 0,241] 1,037| 0,859 0,573]
2 0277] 0275 0269 0,742| n,ﬁ 0,686 0,517
201 0275 0,229 D,Zﬁ 057 0625 0646 0582
124.2 0,246|
50.1
54.1 0,794

1443

LAC76

I $rednia

1435 1367333

srednia
1312 1,283667

I $rednia
165 1521 1590333
I $rednia
1578 1524 1535333

LAC82
|
025 0265 0,267667
1] érednia
1443 1435 1367333
L} $rednia
1305 1312 1,283667
1] $rednia
1625 1453 1552
1] érednia
1557 1452 1499333



ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

0,729
0899 0,742,
0,775 2374 234 2,287 2,334 1234 1305 1312 1,283667

0275  0,277] 0,465

Szczep  |CAN CAN+LAC 83 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC83 CAN+SMKI+LAC83 LAC83
fiolet | Il Il Srednia |1 Il Il Srednia |1 Il W Srednia |1 Il Il Srednia |1 Il Il Srednia |1 Il 111 $rednia |
Ibiofilm 48t 0487 0471 0492 0483333
1 029] 0323 0,287| 0,300 0,724 0682 0762 0,734 0575  0542] 2,223 2,211 1,721 2,052| 0,935
2] 0263] O,ZTZ‘ 0241]  0249] 0,607 0,726 0,652| 0,67‘11 0,683 0703 1314] 1554 1058 1,309 SM wz
3 0,238 0,191‘ 0211 0,213] 1,09] 0,547 0,689  0,601] 0,595‘ 0,662| 2211 0844  0,955) 1,337] 0,835 | ] I $rednia
4] 0223 0,269 0242 0377 0891] 0874 0888 0,884 1,243 1,089 1,021 1,118 0,697 1224 1443 1435 1367333
5| 0228 0,284 0260 0,594 0648 0698 0,692 1,148 1,467| 1,187] 1,267] 0651  0,631/SMkI
6| 0256 0206 0,203 0,759 0,815 0763| 0669 05%| 0676 0551 0,542|1 ] I $rednia
7|
8
9

0,256 0327| 0,749 0376] 0,639 0,77} 0,748, 1,428 1,568] 1,456} 1,484

0,241 0391 733) 0827| 0893] 0,694 0,448, 142] 0892 1,498 1,303] 0,826/SM wz+lac 83
10 0272 0,265 0336 0669| 0461 0685 0649 0582 0911 0903 0934 0916| Il i $rednia
11 0,239 0,941‘ 0957| 0,568 1,877] 1837] 2,071 1,626 1578 1514 1572667

1,75<5{ 0872 0,804 0,951‘

12| 0,252 0452 0,645 0,584 0,657| 0,632 0,624| 0,772 0,658 0,631 0,687 2,091 1,061 1,469

5[ o2 oore] _oar7] ogso| oeua| ogor| o5 oese| os43| osaa|  ose| oses| 1] 159 1547

14 0266 0651 1139 0829 075 oﬂ 0646|069 0654 0638 0608 0633 1691 1579 1569 0973] 0,951|5M ki+lac83 i Srednia
15| 0234 0,647] 0670 059 0523 0576 1436 150 1411 a,% s o)l it

16| 0,25 0,719| 0,779| U,7ﬁ 0,594 1,514| 0,848 0,887 1,054] 0,852 152 1577 1,462 1,519667
17| 0,241] 0,840| 0891 0, 725‘ 0,769| 0,703 0,806 0,897 0,601 0,687

18| 0,246 0,223 0,224 0,870| 0,642 0,672 0,613] 0,77] 0893  0,846] 0,894 0878

19| 0,315) 0319 0,304 0,555 0,843 0,621] 0,945 0,971] 0,912‘

2 o3 oam| o3w
2] o260 0338] o021

2 o] oams| oses] o] ozes| ose ot
bt 0750229 n,zﬂ 0] 0745 0579 0325
b2 o] 024 021 opm| 0599 0539 0331

2] 030 0208 0857
071 o] o
46029 0302 0304 0256
a1 o263 o264 0263 037

0625 0646 0,582 0,643

0,950] 1018] 0807| 0863 1,215}
0614]  0,647] 079 0684) 1,235)
0521  0,586| 16

o
106 110 1189
o076 osss| 171

0859 0573
0779) n,@{ 0517]

501 0318 0304 0294 0377 0610] 1,509

54.1 0234 o4 03[ o3| 0579 0s67] 0794 0674 1774 0734
0284 0287 0290 0577 0475 0727 o,% 0571 0791 0754 1348 1478
0307 0200 0300 0277] 0277] 0328 0294 o 0512 057 0,4% 2173
0306 0234 0270 03%6| 0341 07| o0de6| 0525 0771|0684 0627 2249

0255 0,287 0,274‘ 0379 0471 0798 0,549 0,518
0278  0234]  0,250] 06
0,243 0,24] 0,822
75| 0361 0308 0,299
76| 0292
77| 0294 0288 0291 0291 0,468

0,752
0,662 0,631  0,656] 1,213] 1,046| 1,061} 1,107] 1,019} 1,088]

78] 0221] 0249 0234 0235 0,686 0948] 0937) 0957| 0602] 0881 1091 0858 2122 2,035
w228 0253| 0247 0252| 0,251 0,28] 0,543 0,682 0,649 1,606} 1812] 1,576} 1665 0,784] 0,956
Wz31 0237) 0229 0223] 0230 0151 0187 0205 0,181 0685 0878 0788 0,784 1,597] 1,979 1,932 1836 0581| 0664 0687 0,644 0,42]
Wz dub 0309] 0258 0268 0278 0489 0,46/ 057| 0506 0777] 0898 0698 0791 0574 0716 048] 0593 1,177] 1,022 1,125 1,108] 1,466 1097 0,925 1,163]

ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

Szczep  [CAN CAN+LAC 45 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC45 CAN+SMKkI+LAC45 LPA 45
fiolet | Il 111 Srednia || Il 111 $rednia || Il 111 Srednia || Il 111 Srednia || Il 111 $rednia || Il 111 $rednia l
Ibiofilm 48| 0,453 0524 0,398 0,458333
1] 0,29 0,323 0,287| 0,300 2,504 2,878 2,214 0,759] 0,682 0,762 0,734 0,575 0,542| 2,755 2,375 0,976| 0,823 0,852|
oo u,ﬂ 0201 o249 2409 0726|0657 0,5771 0683 om0 2218] 2078 o8t 1001 ogiglsmme
3 0,238 0,191‘ 0,211] 0,213 2,926 0,689 0,601 0,595‘ 0,662| 0,594‘ 0,651 2,308 2,077| 0,859| 1,148 0,991 ] 1} $rednia
o o2 2000 a1 208 ool osna| osss| oss| oo 20072304 1 ossE| 1075 124 1443 1435 136733
5| 0,228 0,284 2,742 2,814 2,479| 0,729 0,648 0,698| 0,692 0,517] ISM kI
6| 0,206 2,725 2,544 2,732 0,899 0,742 0,815 1,101 1,103 1,052|1 ] I $rednia
7] 17713 2,443 0,775 1,0@ 1,112 1,132 1,234 1305 1,312 1,283667
8| 2,926| 3,007| 0,77 1,087] 0,744 0,968
9| 1,674] 1,083 1,593 0,694 2,454] 25 2,195] 0,899 0,824 0,801 0,841|SM wz+lac 45
10 1835 2153 189 o683 0582 2308 2454 a1 o086 05| oss] o0gm) I W érednia
1] 63| 1252 2,589 1,639 1,877 67} 1,900] 1,356 1,837] 2,071 1,755] 1,035 2,123 1,548 1,111‘ 1,557 1557 1,485 1533
12| 0,268| 1,924 1,223 0,584 0,657| 0,632 0,624| 0,772 0,658 0,631] 0,687 1,664 1,622| 1,591
13 2008 13%) u,e% 0752 oese 043 osu] o051 oses 25 2,4% 23
14| 2,127| 2,589 0,69] 0,646 0,696| 0,654 0,638 0,608| 0,633| 2,451 2,454 ) ¥ 0,827|SM kl+lacd5 1} $rednia
15| 2,157 0,647 0,670| 0,59] 0,523 0,576| ]
16| 0,&{ 3,115 1,71 0,832 0,779| U,7d 1,504 1538 1,547 1,529667
17| 0,262| 2,074 1,593 2,167| 0,935) 0891 0, 725‘
18| 0,231] 2,835 Z,4M 0,642 0672 U,Eﬁ{
19| 0,313 1,992 0, 345‘ 0,843 0,621]
20| 0313 0271 0,304 O,Z!ﬂ 3,078 2,345 0,712| 0,82]
21| 0,264 O,RJ 0,241] 0,281 1,174 1,329 0,72 1,074] 1,037 0,859| 0,573
2] 0217] o2ms| o0269] 0274 1367 o956 1567 1297 0742 0,7791 n,@{ 0517]
201 0275 0229] D,Zﬂ o0216)  176]  1325] 214 1701 046 057 0s2s| os6] 0582 0643
124.2 0,246 0,24] 01241‘ 0,242| 1,305 1,166] 1,145 1,205] 1,065 0,844| 094 0,950| 1,018 0,807| 0,863
25] 0,302 0,298 0,99 1312 1,524 1,277] 0,627] 0,789| 0,824 0,747| 0,614 0,647| 0,79

44 0273 0819 1,771 1,077‘ 0973 0,774|  0857|

0586 2,24
1194 2278

46029 1107 154 1388
a1 o263 126 ooss| 103 o0g83 o] 229
s0. 031 1181 ﬂ 1,166 088) ost0] 2,76
51 0234 0201 023 og3s| 1471] 2026] 1043] 1513 o794 0650 2450

0,287] 0,290| 1,525 1,434] 0,571

0204 0300 1727 1273 04570457,
0,306 0,234 0,270| 1,972 1,778 U,ﬁ{ 0,752|
0,255| 0,287 0,274‘ 1,871 1,540| 0,476 0,504
0,278 0,250| 2,775| 2,599 2,540|

0,699 0,401
0418] 0,364

0,707| 0,811

0,243

2,611 1,521} 2,163]
2474 1,7@ 2,287 U,Z

0,959 1,177} 1,522| 0,784 0,761
0,288 2,793] 2512 2,647 1,046| 1,823] 1590 069%| 0753 0688 0,712
0249]  0234] 0235 2216 1,823 1,263 1,767] 0,881] 2,454 2217) 0763] 0816 0997] 0859
w228 0253| 0247 0252 0251 2,465 1604 2,447) 2172] 1812] 25) 2,529 1,048] 1,394 1,141} 1,194
Wz31 0237) 0229 0223] 0230 1,642] 1,582 1,639) 1621 1,979 1,01 1493  0719] 0893 0742] 0,787
Wz dub 0309] 0258 0268 0278 2876 2,483] 2392 2,584 0,716 2,278 1,954 0,955 1,006] 1,042 1,001]

185



ienie wynikow -ILOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

siaep |CAN CANHAC 52 CANsSMwz canssMK CAN+SMwzHACS2 CAN+SMKI#LACS2 LFE 52

fiolet |1 I i srednia | i i srednia | I i srednia | I i srednia |1 i i srednia |1 I i srednia |

biofim 48 0432 0469 0376 0425667
1 0300 o682 o762 0734 1077] 0978
2| 0726 0652 o ad 0683 0871 M wz
3 0683 0601 0635 0662 0633) | 1 " srednia
4 o874 _osss| o084 0875) 124 1443 1435 1367333
B 0648 ogo8] 0692 0956 0891/SM K
B 0805|0315 E‘I 1 " srednia
7] o280 1288 276 2774] 231 o779 0722 123 1305 1312 1283667
8 037 4] o677 o416 os12] o7
9 o301 294] a8 257 ams| o6 0543[SM watlac 52
10 0,2# 1337 1,004 0674 05421 i n srednia
1 16 1578 1521 1566333
1)
13 )
14 0354]5M Kislacs2 il srednia
15 i
16 Y 1577 16 1544 1573667
1] 2,951
18] o6 0223 o224 o0231] 187
19 o315 0319 0304 0939
200 o3[ o] o3m 021
u[ oze o3 o024 0859 0573 0632
2] o277 o2 0269 0,7# 0686 0875

1 0275 0229 0,131 0246 042 0625] 0646 0762

2 026 02 0241 oaaa 2979 0697
2
4]
4
47

2830 og87]
2,952| 0,794
2144 0571
0,324

[s0.1

0803 0952

77 0604 0802 0736 o782 0748] 0819 0869 0852 0847
78 0221 o249 023 0235 o784 098] o706 0825 098 092 o082 0859 0634 071 0677 061
w228 0253 0247] 0252 0251 oge2[ 0617] 06| 0588 0723 o705 o752 0751 0959 0994 0987 0980)
wa31 0237 029 0223 0230 1682 o6 1281 1,191 083| 071 0699 0736 0545 0506 0524 0525]
wzaub | 0309] 0258 o268 0278 11a8] 189 307 2038 0777] o898] oevs| o791 os57] 7] 048] o5 1364] 1375 o9se] 1231 osos| o961 ogss| 087

z ienie wynikéw -1LOSC BIOMASY-metoda posrednia z fioletem BIOFILM 48h

Szczep  [CAN CAN+LAC 58 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LACS8 CAN+SMKkI+LAC58 LAC 58

fiolet | Il 111 $rednia I Il 111 $rednia I Il 111 $rednia I Il 111 $rednia I Il 111 $rednia I Il 111 $rednia |

biofilm 48}
1 0682 0762 0734
2 0652 0 j 0,683]
3 0,601 D,B?S‘ 0,662| ] I $rednia
4 0874 0888 0884 1732 1224 143 1435 1367333
5 0,194 0648 0698| 0,692 2,049
o 0,181] 0899 0742] 0805|013 1914 il i $rednia
7| 026 0194 0775 0701 0,722 1234 1305 1312 1283667
8 077]
9
10) SM waz+ac 58
11] it it érednia
2 0772 0658|0831 1578 1655 1547 1593333
3 0683 0521 054
14] 0,608
15] , I X X ) ! 1,4075M ki+lacs8 it érednia
16| 0,779 ]
17| 0252 0891 0726 16 16 1,45 155
18] 01 0672 0613
19 0184

0,954
1,065

1,209
1,055|

1,041}

2 o181 oa7g

2 o0af o2 o
241 0166 0174] 0134
242 0162 0181 0203

o,s% 0573
79 o,s% o517 0654

0,646 0,582

0,79) 2,224

0521  0,586] 1,087}

1126 1,194]  1227]

44| 0271] 0195 0179

46| 0,159 019 0139
47| 0163| 0169 0191]

0,76] 0,845 1,557}
ls0.1 0,186| 0,181 0,212 051] 0610
54.1 0186| 0197 0,163 0,794 0674 0,650]
56| 0174] 0,153 0,178 0,571 0,791  0,754]

63 0195 0199 0173
64 027 0187 0197
65| o200 o187 o019
69 019 0203 o,E" 0.197]
72| 0186|0192 0186 0188
75| 019 o0212) 019 0497
6] o2l o2 o194 o019

7] o017 o158 o157 ote

78 0204 o178] 0202] 0225
w228 0188 0164] 0169 0174
wa31 o168 0173 o0173| o471
Wz dub 0,185 0,169| 0,157] 0,170|

0,653  0,562]
2,114 2495 0525] 0637
0,74 1,937 065 0583

1167 0504
05890595

0674
o841 o401 0632 0986 0948 0937 0957 0602
0599 0693 0581 0723] 0543 0682 0649 1606
2086 1,745 1791 ogss| o0878] o7s8] 0784 1597
0,264| 0,253 0,271 0,777] 0,898 0,698 0,791 0,574] 0,716| 0,489 0,593| 2,175 1,614] 1,487 1,759 1,117

186



Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

szczep ICAN CAN+LACwz CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LACWZ CAN+SMKI+LACWz LAC wz
MTT I 1 $rednia_|I 1 $rednia_|I I $rednia_ || il $rednia_ || il rednia_ || [ rednia_|I 1 4rednia
biofilm 24h 0256 0219 02375
1| 0175 0337] 0256 0112| 0109| 0542 0408] 0475 0434 0495 0465 0534 0537
2 0142|0154 0072| 0084 0078 0503 0535 0519| 0405 0534 0470] 0539 0681 SM wz
3[ o215 0179 0,186 011] 03148] o0486] 0427] 0457] 0388] 0636 0512] 0443] 0476 1 1 $rednia
4| 0107 0195] 0151] 0057 0125] 0091 o0475] o0414] o0a44s| oss1| o0531] o541] o508  o6sa| 0596| 06ss| 0651 oees| 0318 0379 03485
5| 0169 0307] 0238 034 0186 0506] 0571 0539 0518] 0474 049| 0779] 0671 0725 0638 0662]  0,650/sMkI
6| 0203] 03184 0194 o018 0199 019 0542] o0467] 0505] o0622] 0541 0582] 0495 0401 0448 0399 0678] 0539)i 1 srednia
7] 0349 0251 0324] o02875| 0533] o0649] 0591] os61] 0655] 0608 0sea] oses 0342 0444 0393
8 0192 0204 0168] 0186] 0582 0674 0628] 0512] 0602| 0557 0,707 0,767 SM wz+lacwz
9 0,104 011] 0107] 01085 058 0636 0,608 051 0514 o0512] 0626 0651 o 1 1 $rednia
10| 0129 0141  0107] 0,124 0,55 056/ 0555 0599 0533] 0566| 0592) 0,638 0,615 06 04 05
11 0451 0,191 0,184 0,187, 0,57 0631 0752| 0692] 0652 0593 06225
12| 0185 0,1655 0,51 0515  0646| 0548] 0597| 0593 0,487 054
13] 0378 0,1615| _ 0,718] 058 0649] 0664 0617] 0641 0777] 0655 0,716 0,547|SM ki+lacwz
14 0177] 0245 0,579 05| 0540 0578 0697] 0638 0699] 0748] 07235 0,631]1 1 $rednia
15| 01 02155 0643 0601 0622] 0514] 0573] 0544 0657, 0436 0385 04105
16 015! 0275| 0662| 0666] 0664| 0612] 0518 0565 0572
17| o4 0,260] 0,687 062 0654 0,625 0595| 0,716
18| 0248 0515| 0569 0542  0,683] 0,727] 0,602
19 0127 0,442 044 0441 0,433 0438 0,718
20| 0176 0233 0381 0344 0363] 0402] 0347 0375 0695 0,664 0680)
21 0213 0159 0301 0230 0451 038 0416] 0316] 0403] 0360 0682 0743 0713 0,649 0,650
22 0329 0311 0113 0212 043a] 0353 0394 0421] 0367] 0394 0504 0583 0544 0557 0,539
24.1 022 0187 0333] 0260 0311] 0418 0365 0368 0348] 0358] 0547 0617 0582 0604] 0,611
24.2 0,209 0104] 0314 0209 0538 0426 o0482] 0533 0499 o0516] 0558 0558] 0558 0691 0674
2] o121 0115[ 0333] 0224 0559] 0588 0574] 0529 0623] 0576] 0648 0551 0600) 0543 0554
44| 0,164 0134 0132[ 0133 0394 0477 0436 0431 039 0414] 0607 0637] 0622 0457] 0417
46| 0,179 0119 0127 0123 0517 043 0474 0506] 0606] 0556 0664] 0707 0,686 0496] 0,535
47| 0,207 0207] 0119] 0163 0556] 0449 0,503 076] 0585 0673] 0705 0,775] 0,740) 0518 0,642
50.1 0,241 0211 04156] 0184 0429] 0459 o0444] 0424 0432] 0428] 0655 0561 0608] 0,645 0,669
54.1 0,148 0172] 0151 0162 0427] 0442[ o0435] 0495] 0331] 0413] o671 o0674] 0673 0594] 0,546
56| 0,149 0293] 0126] 0210 063 0642 0636 0307 057 0439 o0684] 0679] 0682 0681 0,654
63 0,17] 0126] 0132[ 0129 0481] 0449] o0465] 0431 o0401] o0416] 0767 0626] 0697 06] 0540
64| 0223 0204] 0207] 0206 0449] 0492[ o0471] 0408 o0401] 0405] o616 0662] 0639 0504] 0,576
65| 0176 0104 0156] 0130 o0476] 0527 0502] 0607 0356 0482] 0584 0674] 0629 0483] 0,530
69 0,287 0217] 0203 0210 0529] 0561 0545] 0365 0459 0412] 0647 0627] 0637 0,641 0,687
72] 0298 0,178 02] 018 0469 0483 0476] 0409] 0563 o0486] 0584 0612 0598 065 0595
75| o211 0217 019| 0207 0341] 0387] 0364 0391 0657 0524] 0623 0695 0659 0,636 0,59
76] 0122 0167] 0093 0130 o0621] 0632] o0627] 038 0467] 0428] 0687 0613] 0650 0501 0,626
77] 0,206 0212 0212 0212 o040a] 0479 o0442] 0482] 0589 0536] 0503 0557  0530) 0439 0485
78] 0,289 0117 0198] 0158 0485] 0542 0514 0531 0458] 0495] 0658 0643 0651 0,626 0573
w228 0,171 0,085 018 0133 0487] 0558 0523] o0466] 0447] 0457] 0693 0631 0662 0652 0,705
w231 0103 0172 0138 0093] 03154 0124] 0524 0364] 0444 045 0483 0467] 0639 0633 0636] 0503] 0525 0514
w2z dub 0282 0205 0289 0207 0221] 0,214 038] 0354 0367 053] 0359 0445] 0685] 0635] 0660 0555 0519] 0537
Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
szczep |CAN CAN+LAC 39 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC39 CAN+SMKI+LAC39 LAC39
MTT i srednia_|1 1 srednia |1 i srednia_|1 it srednia |1 i srednia_ |1 it srednia_|I 1 srednia
biofilm 24h 0131 0102 01165
1| 0175|0337 o256 o0124] 0313] o0219] o0542] 0408] 0475] 0434] 0495] oa6s| 0534 0537] 0536 0553] 0533 0543
2| o142 03154 0148 015 0199 0175] 0503 0535 0519 o0405] 0534 0470 0638 0681 0660] 0666] 0662] 0,664|sMwz
3 o0215] 0179[ 0197] o184] 0204] 0194 0486] 0427 o0457] 0388 0636 0512] 0599 0582] 0591 0628 0762 0,695t 1 $rednia
4 0107 oa9s[ o0as1] o03124] 03158] 0141 0475] 0414 o044s| os51] 0531 os541] os508]  0624] 0566|0685 0691 o688 0318 0379 03485
s| o169 0307[ 0,38 011] 0376] 0243] 0506] 0571 0539 0518 0474] 049] 0779] 0671 0725] 0638] 0662[ 0,650|smki
6| 0203 o184 0194 0182 014 o161 0542] 0467] 0505 0622 0541 0582 0689 0556 0623 0705 0789 0747)i 1 $rednia
7| 0349 0303 0326 0147] 0191 0169] 0533] 0649 0591] 0561 0655 0608] 0764] 0669] 0717] 0597 o0486] 0542] 0342 0444 0393
8| 0192 0128 o0160] 0204] 03188 0196] 0582] 0674 0628 0512] o0602] 0557 0507] 0567] 0537 0593  0576]  0,585|SM wzslac39
of o104 0132 ou8 0138 0136] 0137 058 0636 0608 051 0514] 0512] o0626] 0651 0639 0783] 0502] 0,643l 1 érednia
10] 0129 0169 o049 0225] 0248 0,237 0,55 056 0555 0599] 0533 0566 0592 0638 0615 0683 0645 0664 044 0401 04205
11 o151 o181 o166 0222] o0272] 0247 057]  0603] 0587 0631 0752 0692] 0786] 0809 0798 0746] 0963 0855
12[  0185] o018 0186 0,294 021] 0252 051 0519] 0515| 0646] 0548 0597] 0536] 0657 0597] 0463] 0657 0560
13[ 0378 0331 o03s5] o0311] o0344] o0328] 0718 058 0649] 0664 0617 0641 0577 0655 0616] 0509 0485  0497|sM ki+lac 39
14 0177 o013s[ o01s6] 04132] 0157] 0145 0579 o5 0540 0578] 0697] 0638 0699 0548 0624 0523 0739 o631 1 $rednia
15| 0148 o162[ o0455] 0201 0235 o0218] 0643 0601 0622 0514 0573] o0544] 0707] 0798 0753 0637 066 0649 0399 0322 03605
16| 0155 0182 0,169 023] 0262] 0246] 0662] o0666] 0664 0612] 0518 0565] 0572] 0646] 0609] 0526 041 0,468
17] 0114 o178 o0a46] o04167] 0164] 0166] 0687 062 0654 0625 0564 0595 0516 0717] 0617] 0714] 0635] 0675
18] 0248 0123 o186 0183] 0204] 0194] 0515 0569] 0542[ 0683 077] 0727] 0602] 0869] 0736] 0763] 0661 0712
19] 0127 0197 o162] 039 0196 0296 0442 044 0441 0433 0443 o438 o718 o0628] 0673] 0667 0606] 0637
20 0176] 0102] 0139] 0145] 0245 0195 0381 0344] 0363] 0402] 0347] 0375 0895] o664 0780 0607] 0653 0,630
21]  0213] o0309] o261 0121] 0241 0181 0451 038 o0416] 0316 0403 0360 0782 0743] 0763 065 0649 0650
22| 0329] 0377] 0353 0352[ 0328 0340 0434 0353 0394 0421] 0367] 0394 0514 0759 0637 o0621] 0657 0639
24.1 022 0267] 0244] 0232] 0351 0292 0311 0418 0365] 0368 0348] 0358] 0642] 0751 0697 o0718] 0804] 0761
24.2 0,209 025 0230 0294 0352 0323 0538 o0426] 0482 0533 0499 o0516] 0674 0679 o0677] 0757 o791 0774
25| o0121] o186 0154 0216 0354 0285 0559 o0588] 0574] 0529 0623 0576 048] 0551 0516] 0565 0543 0554
24| 0164 0127] o0146] 0189 0233] o0211] 039 0477] 0436] 0431 039 0414 0607 0637] 0622] 0376] 0457] 0417
46| 0179 o0186] 0183 0182 o0112] 0147] 0517 043 0474] 0506 0606] 0556 0664 0707] 0686 0573 049[ 0535
471 0207  03185] 0,19 03[ 0254 0277 0556 0449 0,503 076] 0585 0673 0705] 0775 0740 0766] 0518] 0642
50.1 0,241 02  0221] 0339 0328 0334 0429 0459 0444] 0424 0432 o428 0655 0561 0608 0893 0845] 0869
54.1 0148 0193 0171 o0245] 0123] o03184] 0427] 0442] 0435 o0495] 0331 0413 o0671] 0674] 0673] 0497] 0594 0546
56 0149] 01070 0128] 0267] 0162[ 0215 063 0642] 0636 0307 057  0439] 0684 0679] 0682] 0627 0681 0654
63 017]  022a] 0197] o0165] 0258] 0212 0481 0449 o0465] 0431] 0401 o416] 0767] o0626] 0697, 048 06] 0,540
64 0223] 0249] 0236] 0377 0299] 0338 0449 0492 0471] o0408] 0401] 0405 o0616] 0662 0639 0647] 0504] 0576
65| 0,176 013 0153] 0189 0208 0199 o0476] 0527] 0502] 0607] 0356] 0482] 0584 0674 0629 0576] 0483 0530
69 0287] o0146] 0217 0232 0101 0167 0529 0561 0545] 0365] 0459 0412] 0647] 0627 0637 0732 0641 0687
72| o0298] oa188] 0243 0312 0341 0327 0469 0483] 0476] 0409] 0563 0486] 0584 0812 0698 0539 0,65 0,595
75| 0211] o10a] 0158 0376] 0132 0254 0341] 0387 o0364] 0391 0657 0524 0623 0795 0709 0556 0636 059
76] 0122] 04157] 0140 0252[ 0125 0189 o621 0632 o0627] 0388 0467] 0428] 0687 0613 0650 0751 0501 0626
771 0206] 0227] 0217 0203 o0266] 0235] 0404 0479 o0442] 0482 0589 053] 0503 0757 0630 053] 0439 0485
78] 0289] 0109] 0199 0358] 0321 0340 o048s] 0542] 0514] 0531 0458] 0495 0758] 0743] 0751 052] 0626] 0573
w228 0171] 0,195 0,183 024 0225] 0233 0487 0558 0523] o0466] 0447] 0457] 0693] 0831 o762 0758 0752[ 0,755
w231 0103] 0172] 0138 0178 0233[ o0206] 0524 0364] 0444 045] 0483 0467] 0639] 0733 0686 0503] 0525 0514
Wz dub 0282 0295] 0289 0387] 0367] 0377 038 03s4] 0367 053]  0359] 0445] 0785] 0635 0710 0755] 0719] 0,737
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Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

Szczep ICAN CAN+LAC 40 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC40 CAN+SMKkI+LAC40 LAC 40
MTT I I srednia_|I [ $rednia_ || I $rednia_ || il Srednia_ || I rednia_ || I $rednia_|I 1 érednia
iofilm 24 | 0139 0,101 012

0,256 0,234 0,194 0,542 0,408| 0,475 0,434 0,495 0,465 0,502 0,658 0,580 0,566 0,536 0,551

1

2] 0,13 0,243| 0,187 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,59| 0,519 0,555 0,583 0,594 0,589|SM wz

3 0,197 0,347] 0,355 0,351 0,486 0,427| 0,457 0,388 0,636 0,512 0,631 0,703 0,667 0,746 0,636 0,691]1 | $rednia

4 0,107 0,195 0,151| 0,317] 0,269 0,293 0,475‘ 0,414 0,445 0,551‘ 0,531 0,541 0,689 0,61 0,650 0,742 0,651 0,697] 0,318 0,379  0,3485
5 0,169 0,307 0,238 0,341 0,331 0,336 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,674 0,66 0,667 0,54 0,507 0,524|SM kI
6|

7]

8|

9

0,203 0,184 0,194 0,36 0,327 0,344 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,743 0,732 0,738 0,755 0,697 0,726|1
0,54 0,56 0,550 0,533 0,649 0,591 0,561 0,855
0,204 0,379 0,292 0,582 0,674 0,628 0,512 0,602
0,36 0,342 0,351 0,58, 0,636 0,608 0,51 0,514

srednia

0,795 0,342 0,444 0,393
0,595|SM wz+lac 40
0,532]1 L} $rednia

10 0,325 029| 0308 0,55| 056] 0555 0599 0533 0566] 0549] 0701 0625|0655 0617] 0636] 0457 0414 04355
11 0,321 0,35451 057] 0603] 0587] 0631 0752 069 o776] 0798 0787 0771 0737 o,a‘

12 0,278 0,251 051 0519] 0515] 0646 0548] 0597 0643 0721 0682 0,693

13 025 0224] 0718 058 0649 0664 0617| 0641 0556| 0557 0557|0718  0,626]  0,672|SM ki+lac 40

14 0145] 0152[ 0579 05| 0540 0578 0697] 0638 0588] 0719] 0654] 0644 05[ 05721 1 érednia
15 0237] 0215] 0643] o601 0622 0514] 0573 o544 0677] 0669 0725 0,692 0709 0457 0444 0,505
16| 0265 0248 0662| 0666| 0664] 0612 0518 0565 0,623 0,586| 0589 0511  0,550)

17 021 0251 0,687 062| 0654 0,734

18 0344 048] 0515]  0569] 0,54

19 0329| 0355 0442 044 0441

20 0305| 0229 0381 0344 0363

21| 0213 0309] 0261 0322 0332 0327] 0451 038 0416| 0316] 0403 0360 0643] 0583] 0613] 0672| 0631 0,652
22| 0329 0377] 0353 0,35) 039] 0370] 0434 0353 0394] 0421 0367 0394 0,729 069 0710| 0567| 0468 0518
0244 0299] 0254] 0277] 0311 0418 0,365

0,230 0,277, 0,222 0,250 0,538 0,426 0,482
0,154 0,319 0,344 0,559 0,588 0,574
0,327 0,325 0,394 0,477 0,436

46| 0179 0276] 0322 0517 043] 0474
47] 0,207 0213 0227] 0556] 0449] 0503 0624  0,657] 0641
50.1 0,241 0299] 0339 0429] 0459 0444 0747] _ 0,713[ 0,730
54.1 0,148 0218] 0218] 0427] o0442[ 0435 0,708 066] 0684
56| 0,149 0321] 0,342 063 0642 0,636 0662 0681 0672
63 0,17] 0392 0371 0481] 0449] 0465 0602] 0583 0593
64| 0223 0395 039 0449] 0492[ 0471 0541] 0614 0578
65| 0,176] 0331] 0281 0476] 0527 0502 0,459 061 0535
69 0,287 0391] 0310 0529 0561 0545 0554] 0,621 0588
72| 0,298] 0285 0253] 0469] 0483 0476 0578]  0,719] 0,649
75| o211 0351] 0350 0341] 0387 0364] 0391] 0657 0524] 0757 0669 0713] 0721] 0586 0654
76| 0,122] 0271 0324] o0621] 0632] 0627 0388 0467 0428] 0763 0651 0707] 0663 0604] 0634
77| 0,208] 035 0297] 0404 0479 0442] 0482[ 0589 0536 0664 0611] 0638] 0439 0454  0,447]
78] 0,289 0224 0303] 0485] 0542 0514] 0531 0458] 0495] 0,716 058 0648] 0673 0684] 0,679
w228 0,171 0333 0331 0487] 0558 0523] o0466] 0447 0457] 0733] 0629 0681 0,755 068 0718

0,207 0,194 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,661 0,625 0,643 0,553 0,473 0,513
0,321 0,310 0,38, 0,354 0,367 0,53, 0,359 0,445 0,618 0,761 0,690 0,859 0,606 0,733

Z ie wy -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 43 CAN+SMwz CAN+SMkI CAN+SMwz+LAC43 CAN+SMKkI+LAC43 LAC 43
MTT ‘I I srednia || I srednia || I srednia__ || I srednia I 1l srednia_ |l 11 srednia__|I n Srednia
iofilm 241 0,107 0,158  0,1325
1 0,175 0,337 0,256 0,139 0,244 0,192 0,542 0,408] 0,475 0,434 0,495 0,465 0,707 0,724, 0,716 0,528 0,368, 0,448
0,142 0,154 0,14% 0,243 0,263 0,253 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,773 0,733 0,753 0,653 0,777] 0,715|SM wz
0,215 0,179 0,197 0,254 0,285 0,270 0,486 0,427, 0,457 0,388 0,636 0,512 0,776 0,693 0,735 0,678 0,598 0,638 1] érednia

0,107 0,195 0,151‘ 0,188 0,203 0,196 0, 475‘ 0,414 0,445 0,551 0,531 0,541 0,711 0,736 0,723 0,8‘ 0,719 0,760 0,318 0,379 0,3485
0,169 0,307 0,238 0,276 0,157 0,217 0, SOQ{ 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,647 0, 6951 0,673 0,646 0,708 0,677|SM kI
2

2]
3]
4
5|
6 0,203 0,184 0,194 0,209 0,217‘ 0,213 0,54 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,701 0,682 0,692 0,682 0,704 0,693|1 $rednia
7]
8
9|

0,251 0649| 0591 0561] 0855 0708 0669 0519 0594 0696] 0637] 0667| 0342 0444 0,393
0,204 0674] 0628 0512| 0,602 0,599 97| 0,694  0,607|  0,651|SM wz+lac 43
0,636] 0,608 051 0514 0627 0642] 0,693 07]  0697|i 1 érednia

10 0555 0599| 0533] 0566| 0701 0676] 0689 0602] 0662 0632 0629 038 05075
11 0631 0752| 0692 0692 0778 0735| 0763 0715| 0,739
12 0204 0212] os1] o0519] 0515] 0646 0548 0597) o0686] 0656|0671 068 0599  0,640]

13 0496|  0448|  0718] 058 0649] 0664 0617] 0641 0655 0662] 0,659 0632] 0,649  0,641|SM ki+lac 43

14] 0177 013s] o0156] 0292 0261] 0.277] 0579 05/ 0540 0578] 0697] 0638 o0664] 0612 0638 0591 0791 o691l 1 $rednia
0289 0265] 00277] og43] o601l 062 o514 0573] o0544] o0663] o0667] o06s| o0672] 0799] 0736| 0377 038 03815

0241 0294 0268] 0662] 0666 0664 0612 0518/ 0,565 0,644 0,583] 0,545

0,506
0247|0211 0,229 062 0654| 0625 0564 0,595 0677 _o0763] 0777] opt6] 0712
0245 0294 0270 0569 0542 0683 077 0727|0739 072 0730 075] o701] 0726|

01l o0216] 0158] 0442 o044] _0441] 0433 0443 0438] 069%| 0693 0695 0693 062 0657
20 04176] 0102] 04139 0251 093] 0222 0381 0344 0363 0402| 0347] 0375| 0505 056/ 0533] 0,567 059 0579
21|  0213] 0309] 0261 0205 0239 0222 0451 038 0416| 0316] 0403 0360| 0756] 0645 0,701 063 0722  0,676]
22| 0329] 0377] 0353] 0181 0206] 0194 0434 0353] 0394 0421] 0367 0394 0548] 0791 0670 0593 059 0595

24.1 022] 0267 0244] 0215 0243] 0229 0311 0418 0365 0368] 0348] 0358 053]  0774] 0652] 0683 0541 0612

24.2 0,209 025 0230] 0172] 0205] 0189 0538 0426] 0482] 0533] 0499] 0516] 0758 0647] 0703 0653] 0658 0,656
25|  04121] 03186 0154] 0221 0209] 0215 0559 0588] 0574 0529] 0623 0576] 0701 078] 0741] 0663] 0635 0649
44 o0164] 0127 0146 0214] 0175 0195 0394] 0477 0436] 0431] 039 0414] 0,598 051 0554 0519 0718 0619
46] 0179 o0186] 0183] 0234] 0214 0224 0517 043] 0474 0506] 0606] 0556 0688 0586 0637] 0668 0612] 0640)
470 0207] 0185 0196] 0177 0197 0187 0556] 0449] 0,503 076] 0585] 0673] 0695 0654 0,675 0,69) 067] 0,680

50.1 0,241 02| 0221 0197 0208 0203[ 0429] 0459 0444] 0424] 0432 o0428] 0633] 0528 0581 0625 0609] 0617

54.1 o148 0193 0171] 0198 0205] 0202] 0427 0442] 0435] 0495] 0331] o0413[ 0624] 0659 0642] 0653] 0693 0673
s6| 04149 0107] 0128] 0283 0211 0,247 063 0642] 0636] 0307 057 0439] 0571] 0525 0548] 0672] 0664] 0,668
63 017 0224] 0197 0204] 0233] 0219 0481 0449] 0465] 0431] 0401 0416 055 0646] 0598 0553 0612] 0583
64| 0223[ 0249] 0236 0194 0291] 0243 0449 o0492] 0471 o0408] 0401 0405] 0591 0599 0595] 0754 0621 0688
65] 0176 013 0153 019 0195] 093] 0476] 0527] 0502[ 0607] 0356] 0482] 0686] 0601 0644] 0692] 0663 0678
69] 0287] 0146] 0,217 02] 0199 0200 0529] 0561 0545] 0365 0459 0412] 0579] 0749 o0664] 0579] 0675 0627
72| 0298 0188 0,243 015 0206] 0178] 0469 0483] 0476] 0409 0563] 048] 0753 065 0702] 0629] 0654 0642
75| 0211 o03104] o0158] 0291 0268] 0280 0341 0387] 0364 0391 0657 0524 0653] 0553 0603] 0547] 0615 0581
76] 0122] 0157 o0140] 03183[ o0208] 0196] 0621 0632] 0627] 0388] 0467 o0428] 0619 0532 0576] 0517 0583] 0550)
771 0206 0227] 0217] 0278 0227] 0253] 0404 0479] 0442[ 0482 0589 0536 0708] 0561 0635 0621 0781 0701
78] 0289 0109] 0199 0217 0255] 0236] 0485 o0542] 0514 0531 0458 0495 0588] 0522 0555 0603] 0574 0589

Wz28 0,171 0,195 0,183 0,16 0,179 0,170 0,487 0,558 0,523 0,466 0,447 0,457 0,591 0,463 0,527 0,753 0,716 0,735
Wz31 0,103 0,172 0,138 0,181] 0,188 0,185 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,578 0,582 0,580 0,753 0,655 0,704
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,214 0,219 0,217 0,38 0,354 0,367 0,53 0,359 0,445 0,673 0,744 0,709 0,74 0,728 0,734]
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Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

189

Szczep ICAN CAN+LAC 44 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC44 CAN+SMkI+LAC44 LAC 44
MTT ‘I n $rednia || n $rednia || I $rednia || I $rednia | I} $rednia | I $rednia |l n srednia
iofilm 24} 0,301 0,313 0,307
1 0,175 0,337 0,256/ 0,252 0,238] 0,542 0,408 0,475 0,434] 0,495 0,465 0,511} 0,524 0,518, 0,573 0,512} 0,543
2| 0,142 0,154 0,148 0,104, 0,154 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,703 0,793 0,748 0,594 0,589 0,592|SM wz
3 0,215 0,179 0,197 0,304 0,223 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512 0,711 0,64 0,676 0,605 0,645 0,625| I srednia
4 0,107 0,195 0,151| 0,224 0,241 0,475‘ 0,414 0,445 0,551‘ 0,531 0,541 0,721 0,759 0,740 0,745 0,738 0,742 0,318 0,379 0,3485
5 0,169 0,307 0,238 58| 0,375 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,601 0,635 0,618 0,51 0,% 0,524|SM kI
6| 0,203 0,184 0,194 0,223 0,233 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,777 0,699 0,738 0,65/ 0,619 0,635|1 n srednia
7] 0,349 0,303 0,264 0,244 0, 53j 0,649 0,591 0,561 0,855 0,708 0,524 0,519 0,522 0,578 0,559 0,569 0,342 0,444 0,393
8| 0,192 0,128 0,204 0,221 0,582 0,674 0,628 0,512 0,602 0,557 0,651 0,67 0,661 0,661 0,518 0,590|SM wz+lac 44
9 0,104 0,132 0,303 0,322 0,58 0,636 0,608 0,51 0,514 0,512 0,621 0,666 0,644 0,603 0,635 0,619]1 I $rednia
10| 0,129 0,169 0,149 0,179 0,195 0,55 0,56 0,555 0,599 0,533 0,566 0,682 0,623 0,653 0,698 0,696 0,697 0,532 0,466 0,499
11 0,151 0,181 0,166 0,228 0,246 0,57 0,603 0,587 0,631 0,752 0,692 0,778 0,73 0,754 0,688 0,769 0,729
12| 0,185 0,231 0,244 0,51 0,519 0,515 0,646 0,548 0,597 0,771 0,722 0,747 0,761 0,634 0,698
13 0,378, 0,331 0,313 0,315! 0,718 0,58 0,649 0,664 0,617, 0,641 0,477 0,569 0,523 0,652 0,639 0,646|SM kl+lac 44
14 0,177‘ 0,135 0,156 0,129 0,126 0,579 05 0,540 0,578 0,697 0,638 0,679 0,65 0,665 0,512 0,623 0,568|! I Srednia
15| 0,14% 0,162 0,155 0,342 0,295 0,643 0,601\ 0,622 0,514 0,573 0,544 0,603 612 0,608 0,545 0,698 0,622 0,461 0,418  0,4395
16 0,155 0,182 0,169 0,237] 0,257 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,558 486 0,522 0,559 0,559 0,559
17| 0,114‘ 0,178 0,146 0,24 0,247 0,687 0,62 0,654 0,625 0,595 0,72 0,707] 0,714 0,679 0,789 0,734
18] O,ZAﬂ 0,123 0,186 0,230 0,515 0,569 0,542 0,683 0,727 0,695 0,687 0,691 0,846 0,852 0,849
19 0,127 0,197 0,162 0,330 0,442 0,44 0,441 0,433 0,614 0,648 0,631 0,607 0,511 0,559
20 0,176 0,102 0,139 0,318 0,381 0,344 0,363 0,402 0,347 0,375 0, 652[ 0,675 0,664 0,457 0,546 0,502
21 0,213 0,309 0,261 0,271 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360 0,628 0,525\ 0,627 0,49 0,585 0,538,
22| 0,329 0,377 0,353 0,232, 0,219 0,434 0,353 0,394 0,421 0,367, 0,394 0,591 0,486 0,539 0,309 0,554 0,432
24.1 0,22 0,267 0,244 0,288, 0,277 0,311 0,418 0,365 0,368 0,348 0,358 0,511 0,581 0,546 0,51 0,599 0,555
24.2 0,209 0,25 0,230 0,181 0,210 0,538 0,426 0,482 0,499 A 0,722 0,683 0,778 0,741 0,760
25 0,121 0,154 0,356 0,559 0,588 0,574 X ! 0,509 0, 0,654
44 0,164 0,257 0,394 0,477 0,436 0,604 0,556 0,547
46 0,179 0,202 0,517 0,43 0,474 0,542 0,544 0,547
47, 0,207 0,231 0,556 0,449 0,503 0,564 0,561 0,533
50.1 0,241 0,245 0,429 0,459 0,444 0,59 0,564 0,631
54.1 0,148 0,253 0,427 0,442 0,435 0,507, 0,534 0,551
56 0,149 0,272 0,63 0,642 0,636 0,678 0,652 0,689
63 0,17 0,195 0,481 0,449 0,465 0,652 0,666 0,723
64 0,223 0,236 0,449 0,492 0,471 0,538 0,588 0,612
65| 0,176 0,169 0,476 0,527, 0,502 0,555 0,516 0,451
69] 0,287 0,230 0,529 0,561 0,545 0,556 0,546 0,524
72| 0,298 0,205 0,469 0,483 0,476 0,565 0,535 0,517
75| 0,211 0,201 0,341 0,387, 0,364 0,608, 0,595 0,722
76| 0,122 0,387 0,621 0,632 0,627 0,584 0,602 0,635 0,564 0,600
77| 0,206 0,254 0,404 0,479 0,442 0,524 0,515 0,632 0,579 0,606
78] 0,289 0,187 0,485 0,542 0,514 0,595 0,570 0,609 0,666 0,638
Wz28 0,171 0,204 0,487 0,558, 0,523 0,685 0,680 0,782 0,69 0,736
wz31 0,103 0,221 0,524 0,364, 0,444/ 0,413 0,523 0,702 0,711 0,707,
Wz dub 0,282 0,333 0,302 0,38 0,354 0,367 0,683 0,714 0,703 0,696 0,700
Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 46 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC46 CAN+SMKkI+LAC46 LAC 46
MTT ‘I I srednia_ || I srednia__ |l I Srednia__ |l 1 srednia_|I 11 srednia__|I I srednia_|I n $rednia
biofilm 24| 0,147 0,147 0,147
1 0,175 0,337 0,256 0,284, 0,179 0,232 0,542 0,408] 0,475 0,434 0,495 0,465 0,654 0,605 0,630 0,538 0,557 0,548
2 0,142 0,154 0,148 0,259 0,273 0,266 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,648 586 0,617 0,645 0,749 0,697|SM wz
3] 0,215 0,179 0,19?‘ 0,311 0,355 0,333 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512 0,614 0,626 0,620 0,697 0,668 0,683|1 n srednia
4 0,107 0,195 0,151‘ 0,313 0,343 0,328 0, 475‘ 0,414 0,445 0,551 0,531 0,541 0,76 0, 607‘ 0,684 0,622 0,604 0,613 0,318 0,379 0,3485
5| 0,169 0,307 0,238 0,376 0,341 0,359 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,531 0,608 0,570 0,518 0,603 0,561|SM kI
6 0,203 0,184 0,194 0,389 0,301 0,345 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,669 0,761 0,715 0,578 0,625 0,602|1 n Srednia
7 0,349 0,303 0,346 0,235 0,291 0,533 0,649 0,591 0,561 0,855 0,708 0,582 0,584 0,583 0,669 0,649 0,659 0,342 0,444 0,393
8| 0,192 0,128 0,204 0,203 0,204 0,582 0,674 0,628 0,512 0,602 0,557 0,584 0,596 0,590 0,73 0,719 0,725|SM wz+lac 46
9| 0,104/ 0,132 0,273 0,302 0,288 0,58 0,636 0,608 0,51 0,514 0512 0,565 0,544/ 0,555 0,722 0,633 0,678 1] érednia
10 0,129 0,169 0,149 0,284 0,265 0,275 0,55 0,555 0,599 0,566 0,518 0,527 0,629 0,605 0,617 0,634 0,415 0,5245
11 0,151 0,181 0,166 0,202 0,267 0,235 0,57] 0,631 0,681 0,619 0,675 0,645 0,660
12| 0,185 0,186 0,186 0,235, 0,217| 0,226 0,51[ 0,519 0,515 0,646 0,548, 0,597 0,659 0,626 0,549 0,519 0,534
13 0,378, 0,331 0,355] 0,232 0,209 0,221 0,718 0,58 0,649 0,664 0,617, 0,641 0,577 0,559 0,512 0,512 0,512|SM kl+lac 46
14] 0,177, 0,135 0,156 0,215 0,249 0,232 0,579 0,5 0,540 0,578 0,697, 0,638| 0,55 0,541 0,558 0,734 0,646 1] érednia
15 0,148, 0,162 0,155 0,253, 0,329 0,291 0,643] 0,601 0622 0,514] 0,573 0,544 0,779) 0,425 0,388  0,4065
16 0, 15;‘ 0,182 0,169 0,284 0,250 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,524
17 0, 114‘ 0,178 0,146 0,227 0,236 0,687 0,62 0,654 0,625 0,564 0,595 0,607
18] 0,248, 0,123 0,186 0,283 0,312 0,515 0,569 0,542 0,683 77 0,727 0,723
19| 0,127, 0,197 0,162 o,ﬁ‘ 0,276 0,442 0,44 0,441 0,4@ 0,443 0,438 0,535
20 0,176 0,102 0,139 O,ZOA‘ 0,243 0,381 0,344 0,363 0,402 0,347] 0,375 0,593
21 0,213 0,309 0,261 D,Zﬂ 0,276 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360 0,771
22| 0,329 0,377 0,353 259 0,254 0,434 0,353 0,394 0,421 0,367 0,394 0,572
24.1 0,22 0,267 0,244 39 315 0,327 0,311 0,418 0,365 0,749
24.2 0,209 0,25 0, @4 0,335 0,25 0,293 0,538 0,426 0,482
25 0,121 0,186 0,154 0,255 0,284 0,270 0, 559 0,574 i{
44 0,164, 0,127 0,146[ 0,253 0,216 0,235 0,394 0,477, 0,436 0,431[ 0,396, 0,414 0,631
46 0,179 0,186 0,183 0,276 0,283 0,280 0,517 0,43 0,474 0,506 0,606 0,556 0,638
47| 0,207 0,185 0,196 0,311 0,217 0,264 0,556 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,677
50.1 0,241 0,2 0,221 0,24 0,213 0,227 0,429 0,459 0,444 0,424 0,432 0,428 0,528
54.1 0,148 0,193 0,171 0,29 0,138 0,214 0,427 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,634
56 0,149 0,107 0,128 0,21 0,239 0,225 0,63 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,609
63| 0,17 0,224 0,197 0,199 0,189 0,194 0,481 0,449 0,465 0,431 0,401 0,416 0,509
64| 0,223 0,249 0,236 0,224/ 0,322 0,273 0,449 0,492 0,471 0,408 0,401 0,405 0,624
65 0,176 0,13 0,153 0,28 0,154 0,217 0,476 0,527 0,502 0,607 0,356 0,482 0,516
69 0,287 0,146 0,217 0,324 0,264 0,294 0,529 0,561 0,545 0,365 0,459 0,412 0,595
72| 0,298, 0,188 0,243 0,322 0,354 0,338 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,774
75 0,211 0,104 0,158 0,293 0,255 0,274 0,341 0,387 0,364 0,391 0,657 0,524 0,575
76 0,122 0,157 0,140 0,117 0,221 0,169 0,621 0,632 0,627 0,388 0,467 0,428 0,52
77 0,206 0,227 0,217 0,37] 0,337 0,354 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,622
78| 0,289 0,109 0,199 0,317, 0,315 0,316 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495 0,58
Wz28 0,171 0,195 0,183 0,36 0,28 0,320 0,487 0,558 0,523 0,466 0,447 0,457 0,772
Wz31 0,103 0,172 0,138 0,319 0,324 0,322 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,701
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,267, 0,255 0,261 0,38 0,354/ 0,367 0,53 0,359 0,445 0,654 0,772 0,597 0,592 0,595



Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

190

LAC 50

1} srednia

0,141 0,173 0,157

I $rednia

0,318 0,379  0,3485

n $rednia

0342 0444 0393

SM wz+lac 50

L} srednia

0,653 061 0,6315

SM kl+lac 50

L} $rednia

0,441 0,419 0,43

Szczep ICAN CAN+LAC 50 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LAC50 CAN+SMkI+LAC50
MTT I 1 $rednia_|I 1 $rednia_ || I $rednia_ || il Srednia_ || [ rednia_ || I rednia_|I
biofilm 24h
1 0,175 0,337 0,392 0,311 0,542 0,408| 0,475 0,434 0,495 0,465 0,55 0,679 0,615 0,604 0,635| 0,620
2] 0,142 0,154 0,108 0,144 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,601 0,571 0,586 0,685 0,522 0,604|SM wz
3 0,215 0,179 0,316 0,338 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512 0,621 0,631 0,626 0,645 0,698 0,672|
4 0,107 0,195 D,lSl‘ 0,253 0,258 0,475‘ 0,414 0,445 0,551‘ 0,531 0,541 0,412 0,403 0,408 D,797| 0,607 0,702
5 0,169 0,307 0,238 0,372 0,331 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,563 0,621 0,592 0,586 0,578 0,582|SM kI
6| 0,203 0,184 0,194 0,275 0,199 0,237 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 O,SE‘ 0,493 0,524 0,644 0,65 0,647|1
7] 0,349 0,303 0,326 0,335 0,277 0,306 0, @‘ 0,649 0,591 0,561 0,855 0,655 0,695
8| 0,192, 0,283 0,244 0,582 0,674, 0628 0,512 0,602, 0,525
9 0,104 0,289 0,279 0,58‘ 0,636 0,608 0,51 0,514 0,440 |
10| 0,129 0,262 0,234 0,55 0,555 0,599 0,533 0,483
11 0,151 0,224 0,223 0,57, 0,631 0,752 0,627
12 0,185 0,295 0,268 0,51 0,515 0,646 0,548 A 0,615
13 0,378 0,324 0,328 0,718 0,58 0,649 0,664 0,617 0,641 0,68 0,663 0,672
14| 0,177] 0,296 0,276 0,579 05 0,540 0,578 0,697 0,638 0,481 0,478 0,480 |
15| 0,148 0,162 0,153{ 0,241 0,268 0,255 0,643 0,501‘ 0,622 0,514 0,573 0,544 0,532 0,521 0,527
16| 0,155 0,182 0,169 0,295 0,252 0,274 0,662 0,666 0,664
17| 0, 114‘ 0,178 0,146 0,237] 0,271 0,254 0,687 0,62 0,654
18 0, 24ﬂ 0,123 0,186 0,245 0,227 0,236 0,515 0,569 0,542
19 0,127 0,197 0,162 0,134] 0,106 0,120 0,442 0,44 0,441
20 0,176 0,102 0,139 0,257] 0,251 0,254 0,381 0,344 0,363
21 0,213 0,309 0,261 0,254 0,259 0,257 0,451 0,38 0,416
22| 0,329 0,377 0,353 0,23 0,228 0,229 0,434 0,353 0,394
24.1 0,22 0,267 0,244 0,251 0,244 0,248 0,311 0,418‘ 0,365
24.2 0,209, 0,25 0, 23% 0,227, 0,199 o,zd 0,538 0,426 0,482
25 0,121 0,186 0,154 0,102 0,287 0,588 0,574
44 0,164, 0,127 0,146[ 0,156 0,139 0,477, 0,436
46| 0179|0186 0,183| 0,283 0,12 0,43 0,474
47, 0,207 0,185 0,196 0,268 0,256 0,449 0,503
150.1 0,241 0,2 0,221 0,333 0,303 0,459 0,444 0,424‘ 0,432 0,428 0,497 0,497
54.1 0148 093] oa7a| 0215] 0279 0442 _0435] 049s] 0331] o413 0,466
56 0,149 0,107 0,128 0,294 0,296 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,697 0,569 0,633 0,535 0,562 0,549
63 0,17 0,224 0,197 0,285 0,13 0,449 0,465 0,431 0,401 0,416 0,442 0,447 0,445 0,499 0,426 0,463
64 0,223 0,249 0,236 0,243 0,292 0,492 0,471 0,408 0,401 0,405 0,547 0,567 0,557 0,745 0,701 0,723
65| 0,176 0,13 0,153 0,262 0,253 0,527, 0,502 0,607 0,356 0,482 0,329 0,371 0,350 0,351 0,39 0,371
69] 0,287 0,146 0,217 0,25 0,217 0,561 0,545 0,365 0,459 0,412 0,456 0,451 0,454 0,448 0,356 0,402
72| 0,298 0,188 0,243 0,184 0,223 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,314 0,392 0,353 0,501 0,357 0,429
75| 0,211 0,104 0,158 0,239 0,281 0,387, 0,364 0,391 0,657, 0,524 0,482 0,465) 0,474/ 0,471 0,531 0,501
76| 0,122 0,157 0,140 0,274/ 0,25 0,262 0,621 0,632 0,627 0,388 0,467 0,428 0,586 0,605 0,596 0,538 0,568 0,553
77| 0,206 0,227 0,217 0,258 0,281 0,270 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,403 0,495 0,449 0,404 0,43 0,417
78] 0,289 0,109 0,199 0,1 0,261 0,181 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495 0,543 0,596 0,570 0,601 0,595 0,598
Wz28 0,171 0,195 0,183 0,236 0,265 0,251 0,487 0,558, 0,523 0,466 0,447, 0,457 0,491 0,331 0,411 0,625 0,669 0,647
Wz31 0,103 0,172 0,138 0,237] 0,181 0,209 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,473 0,322 0,398 0,341 0,42 0,381
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,318 0,306 0,312 0,38 0,354 0,367 0,53 0,359 0,445 0,494 0,486 0,490 0,632 0,64 0,636
Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 56 CAN+SMwz. CAN+SMKkI CAN+SMwz+LAC56 CAN+SMKI+LAC56
MTT ‘\ I srednia__|I I} Srednia || I srednia || I $rednia | I} Srednia || I srednia |l n
biofilm 24h 0,172
1 0,175 0,337] 0,256 0,325 0,311 0,318 0,542] 0,408 0,475 0,434 0,495 0,465’ 0,773 0,511 0,642 0,506 0,697 0,602
2| 0,142 0,154 0,148 0,285 0,231 0,258| 0,503 0,535 0,519) 0,405 0,534 0,470 0,529 0,529 0,529 0,628 0,584 0,606/SM wz
3 0,215 0,179 0,197 0,304 0,13 0,217 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512] 0,698 0,686 0,692 0,618 0,689 0,654|1 n
4| 0,107 0,195 0,151 0,275, 0,255 0,265 0,475 0,414 0,445 0,551} 0,531] 0,541 0,68 0,681} 0,681] 0,656 0,608 0,632] 0,318
5 0,169 0,307 0,238 0,156 0,22 0,188 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,448 0,662 0,555 0,65 0,609 0,630|SM kI
6 0,203 0,184 0,194 0,291 0,278 0,285 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541] 0,582 0,506 0,628 0,567 0,761} 0,792 0,777]1 I
7| 0,349) 0,303 0,326 0,312 0,258 0,285) 0,533 0,649 0,591 0,561 0,855) 0,708 0,755 0,55) 0,653 0,508 0,638 0,573 0,342
8| 0,192 0,128 0,160, 0,204 0,222 0,213 0,582 0,674 0,628 0,512] 0,602] 0,557 0,771 0,668 0,720 0,604 0,651 0,628
9| 0,104 0,132 0,118 0,228 0,232 0,230 0,58 0,636 0,608 0,51 0,514 0,512 0,512 0,594/ 0,553 0,623 0,613 0,618|SM wz+lac 56
10 0,129 0,169 0,149 0,242 0,245 0,244 0,55 0,56 0,555 0,599 0,533 0,566 0,534 0,575 0,555 0,597] 0,581 0,589|1 n
11 0,151 0,181 0,166 0,243 0,227| 0,235 0,57 0,603 0,587| 0,631 0,752| 0,692 0,521 0,537| 0,529 0,692 0,849 0,771 0,668
12 0,185 0,186 0,186 0,282 0,22 0,251 0,51 0,519 0,515 0,646 0,548 0,597 0,437 0,646 0,542 0,589 0,516 0,553
13 0,378 0,331 0,355 0,228 0,229 0,229 0,718| 0,58 0,649 0,664 0,617 0,641 0,587 0,652 0,620 0,626 0,741 0,684/
14 0,177] 0,135 0,156 0,228 0,214 0,221 0,579 0,5 0,540 0,578 0,697 0,638 0,582 0,683 0,633 0,648 0,635 0,642|SM kl+lac 56
15 0,148| 0,162| 0,155 0,204 0,264/ 0,234 0,643 0,601 0,622 0,514/ 0,573 0,544 0,471 0,488| 0,480 0,533 0,579 0,556]1 1]
16 0,155 0,182 0,169 0,242 0,244 0,243 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,483 0,567 0,525 0,609 0,665 0,637 0,666
17 0,114 0,178 0,146/ 0,22 0,219 0,220 0,687 0,62 0,654 0,625 0,564 0,595 0,512 0,541] 0,527] 0,581 0,589 0,585
18 0,248 0,123 0,186 0,236 0,236 0,236 0,515 0,569 0,542 0,683 0,77 0,727 0,676 0,646 0,661 0,73 0,744 0,737
19 0,127] 0,197| 0,162 0,118 0,11 0,114 0,442 0,44 0,441 0,433] 0,443 0,438 0,354 0,347] 0,351] 0,69 0,567 0,629
20| 0,176 0,102 0,139 0,279 0,211 0,245) 0,381 0,344 0,363 0,402 0,347, 0,375 0,326 0,387, 0,357, 0,574 0,623 0,599)
21 0,213 0,309 0,261 0,264 0,267 0,266 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360, 0,321 0,338 0,330 0,65 0,692 0,671
22| 0,329 0,377, 0,353 0,311 0,273 0,292| 0,434 0,353 0,394/ 0,421 0,367, 0,394 0,385 0,389) 0,387 0,702| 0,619 0,661
24.1 0,22 0,267 0,244, 0,268 0,25 0,259 0,311 0,418 0,365 0,368 0,348 0,358 0,416 0,549 0,483 0,62 0,67 0,645
24.2 0,209 0,25 0,230 0,241 0,217| 0,229 0,538 0,426 0,482 0,533 0,499 0,516 0,507 0,515) 0,511 0,658 0,653 0,656
25 0,121 0,186 0,154, 0,238 0,215 0,227] 0,559 0,588 0,574 0,529 0,623 0,576, 0,519 0,52 0,520 0,781 0,746 0,764
44 0,164/ 0,127 0,146 0,249 0,218| 0,234 0,394 0,477 0,436 0,431 0,396 0,414 0,526 0,566 0,546 0,426 0,507 0,467|
46| 0,179 0,186 0,183 0,255 0,23 0,243 0,517 0,43 0,474 0,506 0,606 0,556 0,613 0,419 0,516 0,653 0,763 0,708
47 0,207| 0,185) 0,196 0,228 0,176| 0,202 0,556 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,6 0,697 0,649) 0,759) 0,718 0,739)
50.1 0,241 0,2 0,221] 0,184 0,161 0,173 0,429 0,459 0,444 0,424 0,432] 0,428 0,505, 0,579 0,542 0,611 0,437 0,524|"
54.1 0,148 0,193 0,171] 0,206 0,236 0,221 0,427 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,611 0,523 0,567 0,508 0,594 0,551
56 0,149 0,107 0,128 0,216 0,275 0,246 0,63 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,619 0,663 0,641 0,56 0,589 0,575
63 0,17 0,224 0,197 0,254 0,201} 0,228 0,481] 0,449 0,465 0,431] 0,401} 0,416 0,406 0,39 0,398 0,489 0,639 0,564
64] 0,223 0,249) 0,236 0,225 0,239) 0,232| 0,449 0,492 0,471 0,408 0,401 0,405 0,673 0,632 0,653 0,532 0,647 0,590
65 0,176 0,13 0,153 0,23 0,2 0,215 0,476 0,527 0,502 0,607 0,356 0,482 0,398 0,389 0,394 0,602] 0,523 0,563
69| 0,287| 0,146 0,217 0,246 0,25 0,248 0,529 0,561 0,545 0,365) 0,459) 0,412 0,366 0,357| 0,362 0,515 0,546 0,531
72 0,298 0,188 0,243 0,271 0,213 0,242 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486, 0,541 0,507 0,524 0,54 0,524 0,532
75 0,211 0,104 0,158 0,255 0,266 0,261 0,341 0,387 0,364 0,391 0,657, 0,524 0,537 0,434/ 0,486 0,601 0,654 0,628
76 0,122 0,157] 0,140, 0,103 0,259 0,181 0,621 0,632 0,627 0,388 0,467 0,428 0,319 0,389 0,354 0,651 0,506 0,579
77| 0,206 0,227 0,217 0,227 0,222| 0,225 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,443 0,448| 0,446 0,659) 0,569 0,614/
78 0,289 0,109 0,199 0,239 0,24 0,240 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495/ 0,54 0,525 0,533 0,68 0,65 0,665
Wz28 0,171 0,195 0,183 0,241 0,221 0,231 0,487 0,558 0,523 0,466 0,447 0,457 0,485 0,496 0,491 0,656 0,802 0,729
Wz31 0,103} 0,172] 0,138 0,236 0,256 0,246 0,524 0,364, 0,444 0,45 0,483 0,467 0,484 0,406 0,445 0,58 0,601 0,591
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,273 0,196 0,235 0,38 0,354 0,367] 0,53 0,359] 0,445 0,555 0,511 0,533 0,755 0,677 0,716

LAC 56
érednia
0174 0173

Srednia
0379  0,3485
$rednia

0,444 0,393

érednia
0599 06335

$rednia
0,444 0,555
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Szczep ICAN CAN+LAC 61 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LAC61 CAN+SMKI+LACE1
MTT i 1 érednia || 1 $rednia_ || 1 érednia_ || Il érednia_ || I rednia_ || I rednia
biofilm 24h
1| 0175]  0337] 0256 014 0321] 0231 0542 0408] 0475 0434 0495 0465 0,604 057 0587| 0609 0651 0,630
2| 0142] 0154 0,148 012 0106] 0113] 0503 0535 0519] 0405 0534 0470 059| 0339] 0468 0603] 0599 0,601
3 0,215 0,179 0,197 0,189 0,104 0,147 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512 0,355 0,329 0,342 0,693 0,518 0,606
4| 0107 0195 o151 0205 016] 0183 o0475] 0414 o0445] 0551 0531 0541 0506 0558  0532) 0546 0,602
s| 0169 0307 0,238 38| 299] 0269 0506] 0571 0539 0518] 0474 0496] 0524 0404 0464] 0554 0,608
6| 0203 0184 0194] 0265 0288 0277] 0542 0467] 0505 0622 0541 0,582 057 0793 0682 0727 0,737
7| 0349] 0303 0309 0292] 0301 0 @‘ 0649| 0591 0561 0855 0404| 0675 0556  0,616]
8 0192 0233] 0582 0674 0628] 0512 0602 0,557 0386] 0612| 0536 0574
9 0,104 0,163 58| 0,636 0,608 0,51 0,514 0,512 0,242 0,582 0,603 0,593
10| 0,129 0,205 55 6| 555]  0,599] 0533] 0,566 0250 0,787] 0549 0,668
11 0,151 0,202 0,57, 0,603 0,587 0,631 0,752 0,692 0,440 0,67
12| 0485 0,211 051 0519| 0515| 0646 0548] 0,597 0,430 0,817,
13| 0378 0,267|  0,718] 058 0649 0,664 0617 0,641 0534 0616 0619 0,618
14| 04177 0235] 0,579 05/ 0540 0578] 0697] 0638 0533| 0637| 0627] 0632
15 0,148 0,190 0,643 0,601‘ 0,622 0,514 0,573 0,544 0,539 0,642 0,567 0,605
16| 0,155 0,182 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,549
17| 0114 0,170| 0,687 062 0654| 0625 0564 0595 0425 0424 0,425
18| 0,248 0,180|  0515| 0569  0542|  0,683] 077 0727| 0416] 0444 0,430
19| 0,127 0267 0,442| 044) 0441 0433] 0443 0438] 0298] 0446 0372
20| 0,176] 0226] 0381 0344 0363 0402 0347] 0375 0299 0259 0,279
21 0,213 0,309 0,261 0,232 0,@ 0,220 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360 0,263 0,25 0,257
22| 0,329 0,377 0,353 0,201 0,19 0,196 0,434 0,353 0,394 0,421 0,367 0,394 0,228
24.1 0,22 0,267 0,244 0,223 0,214 0,219 0,311 0,418‘ 0,365 0,368 0,348 0,358 0,481
24.2 0,209 025 o 23% 0193 0131 o162] 0538 0426| 0482 0533 0499 0,516] 04
25| 04121] 0186 0154] 0194 0246| 0220| 0559 0588 0574 0529 0, sz% 0,576 0,605|
44| o164 0127 | 0246] o266] o0256] 0394] 0477] 0436] 0431] o039 0414 0,502|
46, 0,179 0,186 41 0,183 0,212 0,517 0,43 0,474 0,506 0,606 0,556 0,409
47, 0,207 0,185 0,196 0,203 0,172 0,188 0,556 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,42
150.1 0,241 0,2 0,221 0,253 0,137 0,195 0,429 0,459 0,444 0,424‘ 0,432 0,428 0,343 0,51 0,427
54.1 0,148, 0,193 0,171 0,184 0,239 0,212 0,427 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,42 0,511 0,466 0,646
56 0,149 0,107 [ 0,128 0,123 0,285 0,204 0,63 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,695 0,666 0,681
63 0,17 0,224 0,197 0,219 0,127 0,173 0,481 0,449 0,465 0,431 0,401 0,416 0,329 0,476 0,403
64] 0223[ 0249] 0236 0318 0183] 0,18 0449 0492 0471] 0408 0401] 0405] 0501 0545 0523
65| 0,176] 013 0153 0215 0258 0237] o0476] 0527] 0502] 0607 0356] 0482] 0469 0461 0,465
69] 0,287 0,146 0,217 0,221 0,248 0,235 0,529 0,561 0,545 0,365 0,459 0,412 0,453 0,445 0,449
72| 0,298 0,188 0,243 0,207 0,204 0,206 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,489 0,464 0,477
75| o211 o03104] o0158] 0236 0209] 0223 0341 0387] 0364 0391] 0657 0524 0343 031 0327
76] 04122 03157] o140] 0223[ 0259 0241 o621 0632] o0627] 0388 0467] 0428 0285 0299 0292
77| 0,206 0,227 0,217 0,224 0,249 0,237 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,234 0,269 0,252
78] 0,289 0,109 0,199 0,204 0,245 0,225 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495 0,886 0,834 0,860
w228 0171 0195] 0183] 0233 0264] 0249] 0487 0558] 0523 0466] 0447] 0457] 0428] 0521 0475
Wz31 0,103 0,172 0,138 0,176 0,204 0,190 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,423 0,438 0,431
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,276 0,287 0,282 0,38 0,354 0,367 0,53 0,359 0,445 0,602 0,548 0,575
Z ienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 65 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LACE5 CAN+SMKI+LACES
MTT II 1] srednia_ | I srednia |l I Srednia |l I Srednia |l ] Srednia || I Srednia
biofilm 24h
1] 0,175 0,337 0,256 0,215 0,284 0,250 0,542 0,408 0,475 0,434 0,495 0,465 0,433 0,93 0,682 0,682 0,625 0,654
2 0,142 0,154 D,lq 0,181 0,165 0,173 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,689 0,505 0,597 0,65 0,595 0,623
3 0215 0179 0197 o0163] 0211 0187] o048 0427 0457] 0388 0636 0512 0562 0671] 0617 0533] 0638 0,586
a] 0107] 0195] 0151 0243 0209 0226] o0475] o414 o445 ossi| o531 osa1] 0357 0529 0443 o0447] o0a400] o0a28
5| 0169 0,307 o,zg‘ 015 0211 0,181 0,50% 0571 0539 0518] 0474| 049| 0373| 0374] 0374 0418/ 0232| 0325
6| 0203 0184 0194 0,2 024 0220 0542 o0467] 0505 o0622] 0541 0582 0582] 0525 0554 0425 0449 0437
7l 0349 0472] 0317 0395| 0533] 0649 o0591] o561 0855 0708] 0328 0598] 0463 0518] 0502] 0510
8 0192 0204 0125| 0,165 0582 0674] 0628 0512 0602] 0557 0556| 0447] 0502| 0,697| 0592] 0645
9 0,104 0,12 0,238 0,179 0,58 0,636 0,608 0,51 0,514 0,512 0,47, 0,56 0,515 0,44 0,646 0,543
10| 0,129 0,169 0,149 0,201 0,213 0,207 0,55 0,56 0,555 0,599 0,533 0,566 0,582 0,663 0,623 0,639 0,635 0,637
11 0,151 0,181 0,166 0,194 0,225 0,210 0,57 0,603 0,587 0,631 0,752 0,692 0,479 0,485 0,482 0,654 0,609
12| 0,185 0,172 0,211 0,192 0,51 0,519 0,515 0,646 0,548 0,597 0,44 0,512 0,476
13 0,378 0,211 0,21 0,211 0,718 0,58 0,649 0,664 0,617 0,641 0,487 0,484 0,486 0,615 0,624
14| 0,177] 0,135 0,156 0,292 0,233 0,263 0,579 05 0,540 0,578 0,697 0,638 0,446 0,477] 0,462 0,452 0,458
15| 0148] 0162] 0,155 021 0232] 0221 o0643] o601 0622 o514 0573] o0544] 0672 0622] o0647] o062 0632 0627
16 0,155 0,182 0,169 0,196 0,205 0,201 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,607 0,69 0,649 O,Sﬁ 0,571 0,552
17| 0,114‘ 0,178 0,146 0,284 0,243 0,264 0,687 0,62 0,654 0,595
18] 0,248 0,123 0,186 0,169 0,139 0,154 0,515 0,569
19| 0427 0197] o162| 0248 0177] 0213] 0442] 0,44]
20 0476|0102 o, 13% 0241 0241 0241 0381 0344
21| 0213 0309] 0261 0213 0253] 0233 0451 0,38]
22| 0,329 0,377 0,35% 0,2 0,189 0,195 0,434 0,353
24.1 0,22 0,267 0,244 0,122 0,147, 0,135 0,311 0,418
24.2 0,209 0,25 D,Z')ﬁ{ 0,202 0,21 0,206 0,538 0,426
25 0,121 0,186 0,154 0,232 0,153 0,193 0,559 0,588
44| 0164 0,1;" 0,146 016 0157 0159 0394 0477
46| 0179 0186] 0183 0277] 0272 0275| 0517 0,43|
47| 0207| 0185] 019| 0193] 0192] 0193 0556  0,449]
50.1 0,241 02 0221 0205 018 0,197 0,4zj 0,459
54.1 0,148 0,193 0,171 0,196 0,206 0,201 0,427‘ 0,442 0,495 0,331
56 0,149 0,107 0,128] 0,12 0,118 0,119 0,@ 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,538 0,621 0,580 0,667
63 017 0224] 0197 03133 0199] o03166] 0481] o0449] 0465] 0431] 0401 0416] 0676] 0651 0664 0,554
64 0,223 0,249 0,236 0,215 0,295 0,255 0,449 0,492 0,471 0,408 0,401 0,405 0,579 0,557 0,568 0,595
65|  0,176] 013 0153 0205 018 0197] 0476] 0527] 0502[ 0607 0356] 0,482 064 0673] 0657 0,646
69] 0287 0146 0,217 019 0173] 018 0529 0561 0545] 0365 0459 0412] 0327] 0279 0303] 0515
72] 0,298 0,188 0,243 0,187 0,202 0,195 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,292 0,336 0,314 0,268
75| 0,211 0,104 0,158 0,175 0,108 0,142 0,341 0,387 0,364 0,391 0,657 0,524 0,367 0,434 0,401 0,614
76] 04122 0157] 0140 03104 0263] 0184 0621] 0632] 0627 0388 0467 0428] 0451 0479 0465 0,562
771 0208 0227] 0217] 0272 018 0226] 0404 0479] 0442] 0482[ 0589 0536 0392 0517] 0455 0604
78] 0,289 0,109 0,199 0,203 0,161 0,182 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495 0,592 0,326 0,459 0,604
w228 0171 0195] 0183] 04199 0197] 0198] 0487 0558] 0523[ 0466 0447] 0457 0773] 0729 0751 0758
w231 0103 0172 0138] o168 0183] 0176] 0524 0364 0,444 045 0483] 0467] 0409 0539 0474 0424
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,278 0,302 0,290 0,38 0,354 0,367 0,53 0,359 0,445 0,39 0,552 0471 0,65 0,559 0,605

191

LAC61
| 1} srednia
0,241 0,228  0,2345
SM wz
| I $rednia
0,318 0,379  0,3485
SM kl
| 1l srednia
0,342 0444 0,393
SM wz+lac 61
| 1} srednia

SM kl+lac 61

| 1} srednia
0,569 0,487 0,528

LAC 65

| i $rednia
0,341 0,409 0,375

SM wz

| 1l Srednia
0,318 0379  0,3485

SM ki

| | srednia
0,342 0,444 0,393

SM wz+lac 65

| n $rednia
0,703 0,695 0,699

SM kl+lac 61

| I srednia
0,548 0644 0,59



Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

Szczep ICAN CAN+LAC 76 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LAC76 CAN+SMKI+LAC76
MTT i 1 srednia || 1 rednia || 1 srednia || I srednia || I srednia || I srednia
biofilm 24h
1 0475| 0337] 0256| 0278] 0187| 0233| 0542] 0408 0475| 0434] 0495 0465 0542] 0552| 0547| 0502 0652| 0577
2| 0142 0154/ 03148 0221] 0145 0183 0503] 0535| 0519| 0405 0534] 0470] 0558 0446] 0502| 0597| 0,585 0,591
3 0,215 0,179 0,197 0,197] 0,266 0,232 0,486 0,427| 0,457 0,388 0,636 0,512 0,592 0,609 0,601 0,636 0,658 0,647]
4 0,107] 0,195 D,lSl‘ 0,193] 0,278 0,236 0,475‘ 0,414 0,445 0,551‘ 0,531 0,541 0,4% 0,462 0,474 0,579 0,652 0,616
5 0,169 0,307 0,238 0,296 0,141 0,219 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,219 0,324 0,272 0,532 0,573 0,553]
6| 0203] 0184 0194 0249 0243 o0246] 0542 o0467] 0505 0622 0541 0582 0244] 0276 o0260] 0566] 0532 0549
7| 0349] 0,303 0277| 0235] 0256| 0533] 0649 0591| 0561 0855 0708] 0269] 0394 0332] 0,697 0624 0661
8 0192 0,128 0,204 01| 03152| 0582 0674 0628 0512| 0602 0557 04| 0386 0393 0617 0539 0578
o 0104 0132 0177 0154| 0,166 058 0636 0,608 051 0514 0512 0472 052  049| 0598 0762] 0,680
10 0,129 0,109 022| 0,165 0,55, 056] 0555 0599 0533 0566] 0581 0546] 0,564 0,6ﬂ| 0649 0,632
11 0,151 0,27, 0,254 0,57, 0,603 0,587 0,631 0,752 0,692 0,369 0,498 0,678
12| 0185 0,107| 0135 051] 0519] 0515| 0646] 0548 0597| 0238 032 0279
13| 0378 0271 0,718 058 0649| 0664 0617] 0641 0492| 0607| 0,550
14| 0477 0,209 0,579 05/ 0540] 0578] 0697 0638 0471 0502 0487
15 0,148| 0,211 0,643 0,601‘ 0,622 0,514 0,573 0,544 0,665 0,673 0,669 0,635' 0,652 0,644/
16 0,155 0,152 0,139 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,501 0,663 0,582 0,698 0,7] 0,699
17 0,114] 0,215 0,201 0,687 0,62 0,654 0,625 0,564 0,595 0,387 0,464 0,426 0,675 0,684 0,680
18] 0248 0123[ 0, 1Q 0177| 0149] 0,163 0515| 0569] 0542| 0683 077] 0727|0439 061 0, szj 0,785| 0698 0,742
19| 0127|0197 0162 0109] 0179| 0,144 0442 044| 0441 0433 0443 0438 0,791 0585| 0538] 0599 0658 0,629
20, 04176 0102] 0139] 0164] 0229] 0197| 0381 0344 0363 0402] 0347 0375 0,6 056| 0580 0658 0612 0635
21 0,213 0,309 0,261 0,273 0,254 0,264 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360 0,474 0,466 0,693 0,674 0,684
22 0,329] 0,377 0,353 0,302 0,259 0,281 0,434 0,353 0,394 0,421 0,367] 0,394 0,475‘ 0,637] 0,562 0,701 0,632
24.1 022 0267] op4a] 0257 0357] 0307 0311] o418 0365 0,358 0,631 0665  0,648]
24.2 0,209 025 o, 23% 0245| 0204] 0,225 0538 0426] 0,482 0516| 0542| 0692 0617| 0524] 0569 0547
25| 0421 03186 0154 0277] 0153| 0215| 0559 0588 0574 % 0576| 0 xsoj 0457| 0533| 0537| 0692 0615
44] 0164 0127 | 0,1& 0180 0394] 0477] 0436] 0431 0396 o414 o0388] 0364 o0376] 0683 o0504] 0594
46, 0,179 0,186 0,265 0,43 0,474 0,506 0,606 0,556 0,796 0,961 0,879 0,534 0,539 0,537]
47, 0,207] 0,185 0,196 0,136 0,155 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,674 0,58| 0,627 0,652| 0,719 0,691
|50.1 0,241 0,2 0,221 0,207, 0,169 0,459 0,444 0,424‘ 0,432 0,428 0,459 0,582 0,521 0,625 0,742 0,684
54.1 0,148, 0,193 0,171 0,23] 0,244 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,567 0,529] 0,548 0,665 0,692 0,679
56 0,149 0,107 [ 0,128 0,121 0,165 0,143 0,63 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,464 0,528 0,496 0,61 0,63 0,620
63 0,17, 0,224 0,197 0,118 0,191 0,155 0,481 0,449 0,465 0,431 0,401 0,416 0,501 0,632 0,567 0,674 0,548 0,611
64| 0223 0249 0236] 0193] 0116] 0155] 0449] 0492] 0471] 0408 0401 0405 055| 0621 0586 0469 0628 0549
65 0,176 013 0153 0123 0103 0113 0476 05270 0502 0607] 0356] 0482] 0682 0458 0570 0521 0661 0591
69] 0,287 0,146 0,217 0,338 0,309 0,324 0,529 0,561 0,545 0,365 0,459 0,412 0,341 0,448 0,395 0,621 0,718 0,670
72 0,298 0,188 0,243 0,265 0,22 0,243 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,38 0,367 0,374 0,459 0,627 0,543
75| 0211 o04104] 0158 0115 0118 0117 0341] 0387 0364] 0391 0657 0524 035] 0307 0329] 0597 0515 0556
76| 0122] 0157] 0,140 027] 0102 o018 0621 0632 0627 0388 0467 0428] 0308 0311] 0310 0631 0571 0601
77 0,206 0,227 0,217 0,254 0,169 0,212 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,605 0,349 0,477] 0,62 0,669 0,645
78 0,289 0,109 0,199 0,104 0,21 0,157 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495 0,307 0,48, 0,394 0,517 0,731 0,624
w228 0171] 0195 0183 0204 0251 0228 0487 0558 0523] 0466] 0447] 0457] 0821 0908] 0865 0793 0674] 0,734
Wz31 0,103 0,172 0,138 0,173 0,191 0,182 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,463 0,446 0,455 0,487 0,733 0,610
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,273 0,282 0,278 0,38 0,354 0,367 0,53 0,359 0,445 0,28 0,316 0,298 0,621 0,566 0,594
Z ynikéw -AKTYWOSE METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 69 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LAC69 CAN+SMKI+LAC69
MTT [I 1} Srednia || 11} Srednia || 11} Srednia || 10} Srednia |1 1] Srednia |1 1} $rednia
biofilm 24h
1] 0,175 0,337 0,256 0,211] 0,246 0,229 0,542 0,408| 0,475 0,434 0,465 0,612 0,657] 0,635 0,547 0,533| 0,540
2 0,142 0,154 0,148 0,148] 0,186 0,167 0,503 0,535 0,519 0,405 0,470 0,454 0,524 0,489 0,548 0,534 0,541
3] 0215 0179 0197] 0248 0296] 0272 0486 0427 0457 0,388 0512] 0589 0548 0569 0584 0517] 0551
a] 0107] 0195] 0151 o146 o0138] 0142 o0a7s| o414 oaas| o5 0541 0595|0515 0555| 0382] 0389 0386
5| 0169 0307 0238 0289 0283] 0286 0506 0571] 0539] 0518 0496| 0386 0553| 0470 0402| 0,795 0,599
6 0,203 0,184| 0,194 0,112 0,258 0,185 0,542 0,467| 0,505 0,622 0,582 0,622 0,639 0,631 0,416 0,512 0,464
7] 0349 0,303 0359 0309 0334 0533 0649 0591 0,561 0,708 0626 0557 0592] 0529 0537 0,533
8 0192] 0,128 0,204 015| 0177| 0582 0674] 0628 0512 0,557 043| 0429] 0430] 0462| 0475 0469
9] 0104 0132[ 0118 0202 0263 0233 058  0,636] 0,608 0,51 0512| 0537| 0539] 0538 0373| 0458 0416
10 0,129 0,169 0,149 0,303 0,282 0,293 0,55, 0,56 0,555 0,599 0,566 0,521 0,517] 0,519 0,566 0,539 0,553
0,221 0,57 0,603 0,587 0,631 0,752 0,692 0,639 0,656 0,648 0,605 0,797 0,701
0,320 051 0519] 0515 0646] 0548 0597| 0669 0664] 0667 0524] 0541 0533
0247 0,718 058 0649] o664] 0617 o0641] 0s562] 0592 0577 o601 0497] o0549)
0,236| 0,579 05 0540] 0578] 0697 0638 0524] 0561] 0543] 0506 0574| 0,540
O,ﬁ1 0,643 0,601 0,622 0,514 0,573 0,544 0,581 0,617 0,529 0,62 0,575
0,138 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,517] 0,529 0,521 0,579 0,550
0,149 0,687 0,62 0,654 0,625 0,564 0,595 0,617] 0,641 0,613 0,686 0,650
0,164 0,515 0,569 0,542 0,683 0,77, 0,727 0,728 0,705 0,598 0,515 0,557
0,162 0,442 0,44, 0,441 0,433 0,443 0,438 0,51 0,519 0,464| 0,612 0,538]
0172| 0381] 0344 0363| 0402] 0347 0375| 0521| 0567| 0544] 0274] 0313| 0,294
21| 0213 0,288 0,210| 0,451 038 0416] 0316 0403  0360] 06| 0623] 0652 0599
22| 0329 0,157| 0,108 0434 0353| 0394 0421 0367] 0394 0579 0649] 0614 0543
24.1 0,22 0,259 0,134 0,311 0,418 0,365 0,368 0,348 0,358 0,502 0,598] 0,550 0,549
24.2 0,209 0,229 0,27] 0,538 0,426 0,482 0,533 0,499 0,516 0,51 0,537] 0,524 0,561
25 0,121 0,197] 0,127] 0,559 0,588 0,574 0,529 0,623 0,576 0,709 0,717] 0,713 0,777
44 0164 ;. 0,146] 0148  0,218] 0394 0 0436] 0431] 0,39 0,591  0,606]
46| 0179 0119 0,205 0,517| 0,45{ 0,506] 0,606 0,594 0581
47| 0207|0185 0,196 0,22|  0,157] 0,556 0,503] 0,76| 0,585 0,599 0567
50.1 0,241 02| 0221] 0166 0186 0,429 0444 0424 0432 0592 0562] 0659 0673 0,666
54.1 0,148, 0,193 0,171 0,125 0,147, 0,427 0,435 0,495 0,331 0,514 0,548 0,63 0,652 0,641
s6| 0149 0107 0128 0,148 0151 0,63 0,636 0,307 0,57, 0501] 0546] 0662 0666] 0,664
63 017 0224 0197 0222] 0132 0,481] 0465| 0431  0,401] 068 0660 0552] 0585 0,569]
64 0,223 0,249 0,236 0,209 0,208 0,449 0,471 0,408 0,401 0,621} 0,636 0,626 0,573 0,600
65 0,176 013 0153 0208 0126 0,476] 0502|  0607|  0,356] 0,685| 0,690 0,687, 0,54] 0,614
69| 0287 04146] 0217 0198 0,191 0,529) 0,545| 0365  0459) 0566| 0549] 0589 0551  0,570]
72 0,298 0,188 0,243 0,18, 0,118 0,469 0,476 0,409 0,563 0,624 0,631 0,405 0,435 0,420
75 0,211 0,104 0,158 0,164 0,156 0,341 0,364 0,391 0,657] 0,523 0,587 0,536 0,554 0,545
76| 0122 0157 0140 0111] 0,104 0,621] 0627| 0388 0467 0,683 0652 042[ 0496] 0458
771 0206] 0227 0217 0156 0119 0,404] 0442| 0482 0,589 0491] 0406] 0417] 0474]  0,446|
78 0,289 0,109 0,199 0,196 0,189 0,485 0,514 0,531 0,458 0,474 0,500 0,589 0,542 0,566
Wz28 0,171 0,195 0,183 0,16, 0,119 0,487 0,523 0,466 0,447| 0,626 0,660 0,659 0,598 0,629
w231 0103] 0172 0138 019 0,19 0,524] 0,444 045] 0483 0593] 0592 0477] 0505| 0491
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,119 0,244 0,182 0,38 0,354 0,367 0,53 0,359 0,445 0,561 0,686 0,624 0,525 0,492 0,509

192

LAC76

| 1} srednia
0,353 0,301 0,327

SM wz

| I $rednia
0318 0379 03485

SM kl

| 1l srednia
0,342 0444 0,393

SM wz+lac 76

| 1} srednia
0,674 0,776 0,725

SM kl+lac 76

| 1} srednia
0,608 0,689  0,6485

LAC 69

| } $rednia
0,272 0,188 0,23

SM wz

| 1l Srednia
0,318 0379  0,3485

SM ki

| 1} srednia
0,342 0,444 0,393

SM wz+lac 69

| I $rednia
0,485 056  0,5225

SM kl+lac 69

| 1} $rednia
0,487 0,505 0,496



Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

193

Szczep ICAN CAN+LAC 68 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC68 CAN+SMkI+LAC68 LAC 68
MTT I I srednia || [ir srednia || I srednia |1 Il srednia [ I srednia [ I srednia_ || I $rednia
biofilm 24h | 0,337 0,251 0,294
1 0,175 0,218, 0,239 0,542] 0,408 0,475 0,434] 0,495 0,465 0,568 0,459 0,514 0,53 0,425 0,478,
2| 0,142 0,152 0,164 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,673 0,72 0,697, 06 0,626 0,613|SM wz
3 0,215 0,205 0,239 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512 0,534 0,353 0,444 0,56 0,652 0,606|! I $rednia
4 0,107 0,204 0,196 0,475‘ 0,414 0,445 0,551‘ 0,531 0,541 0,407 0,487 0,447 0,516 0,56 0,538 0,318 0,379 0,3485
5 0,169 0,258 0,253 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 D,@' 0,54 0,619 0,594 0,613 0,604|SM ki
6| 0,203 0,185 0,22 0,203 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,775 0,775 0,775 0,652 srednia
7] 0,349 0,304 0,389 0,347 0, 53j 0,649 0,591 0,561 0,855 0,708 0,639 0,516 0,444 0,393
8| 0,192 0,204 0,189 0,197 0,582 0,674 0,628 0,512 0,602 0,557 0,601 0,674
9 0,104 0,148 0,157 0,153 0,58 0,636 0,608 0,51 0,514 0,512 0,633[ 0,645 X $rednia
10| 0,129 0,114 0,148 0,131 0,55 0,56 0,555 0,599 0,533 0,566 0,553 0,669 0,611 0,492 0,527‘ 0,510‘ 0,582 0,56 0,571
11 0,151 0,212 0,17] 0,191 0,57 0,603 0,587 0,631 0,752 0,692 0,667 0,527 0,597 0,666 0,586 0,626
12| 0,185 0,203 0,197 0,200 0,51 0,519 0,515 0,646 0,548 0,597 0,607 0,631 0,619 0,516 0,577 0,547
13 0,378 0,262 0,234 0,248 0,718 0,58] 0,649 0,664] 0,617, 0,641 0,618] 0,54] 0,579 0,626 0,405} 0,516|SM ki+lac 68
14 0,177‘ 0,287 0,112 0,200 0,579 05 0,540 0,578 0,697 0,638 0,569 0,667 0,618 0,639 0,697 0,668|! I Srednia
15| 0,14% 0,272, 0,261 0,267 0,643 0,601\ 0,622 0,514 0,573 0,544 0,557 0,653, 0,605 0,572 0,54| 0,556 0,579 0,481 0,53
16 0,155 0,259 0,163 0,211 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518 0,565 0,515
17| 0,114‘ 0,175 0,201 0,188 0,687 0,62 0,654 0,625 0,564 0,595 0,661
18] 0,248 0,275 0,175 0,225 0,515 0,569 0,542 0,683 0,77 0,727 0,766
19| 0,127] 0,58| 0,572 0,576 0,442 0,44 0,441 0,433 0,438
20 0,176 0,151 0,214 0,183 0,381 0,344 0,363 0,402 0,347 0,375 0,631
21 0,213 0,274 0,272 0,273 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360 0,432
22| 0,329 0,239 0,388, 0,314 0,434 0,35? 0,394 0,421 0,367, 0,394 0,444
24.1 0,22 0,209 0.246‘ 0,235 0,311} 0418 0,365 0,368 0,348 0,358 0,649
24.2 0,209 0,291 02[ 0246 0,538 0,426 0,482 0,533] 0,499 0,516 0,73]
25 0,121 0,255, 0,268, 0,262 0,559 0,588, 0,574 0,529) 0,623 0,576 0,716}
44 0,164 0,17| 0,214 0,192 0,394] 0,477, 0,436 0,431 0,396 0,414 0,678]
46 0,179 0,237, 0,105 0,171 0,517 0,43 0,474/ 0,506 0,606 0,556 0,594
47, 0,207 0,142 0,17 0,156 0,556 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,608
50.1 0,241 0,291 0,182 0,237 0,429 0,459 0,444 0,424 0,432 0,428 0,465
54.1 0,148 0,101 0,135 0,118 0,427 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,649
56 0,149 0,165 0,109 0,137 0,63 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,457
63] 0,17 0,177] 0,121 0,149 0,481 0,449 0,465 0,431 0,401 0,416 0,512
64 0,223 0,158 0,152 0,155 0,449 0,492 0,471 0,408 0,401 0,405 0,569
65| 0,176 0,16 0,188 0,174 0,476 0,527, 0,502 0,607 0,356 0,482 0,573
69| 0,287 0,169 0,152 0,161 0,529 0,561 0,545 0,365 0,459 0,412 0,549
72| 0,298 0,221 0,169 0,195 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,492
75| 0,211 0,141 0,225 0,183 0,341 0,387, 0,364 0,391 0,657, 0,524 0,526
76| 0,122 0,114 0,148| 0,131 0,621 0,632 0,627 0,388 0,467, 0,428| 0,627
77 0,206 0,114 0,25 0,182 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,5)
78] 0,289 0,25 0,157 0,204 0,485 0,542 0,514 0,531 0,458 0,495 0,589
wz28 0,171 0,125 0,191 0,158 0,487 0,558, 0,523 0,466 0,447, 0,457 0,706 0,654, 0,680 0,61 0,539 0,575
wz31 0,103 0,172 0,138 0,189 0,187 0,188 0,524 0,364, 0,444/ 0,45 0,483 0,467 0,555 0,478 0,517 0,501 0,661 0,581
Wz dub 0,282 0,295 0,289) 0,269 0,245 0,257 0,38] 0,354 0,367, 0,53] 0,359 0,445 0,687| 0,782 0,735 0,617 0,491} 0,554,
Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 82 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC82 CAN+SMKkI+LAC82 LAC 82
MTT ‘I I Srednia_ |l I Srednia__ || I Srednia || 1l srednia |l 11 srednia_|I 1 srednia__|I n srednia
biofilm 24h 0,138 0,148 0,143
1 0,175 0,337 0,256/ 0,178 0,162 0,170 0,542] 0,408] 0,475 0,434 0,495 0,465 0,63| 0,506 0,568, 0,406 0,441} 0,424,
2| 0,142 0,154 0,14% 0,147, 0,158 0,153 o,soﬂ 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,589) 0,695, 0,642 0383 0,324 0,354|SM wz
3| 0,215 0,179 0,197 0,141 0,116 0,129 0,486 0,427, 0,457 0,388 0,636 0,512 0,568 0,515 0,542 0,361 0,368 0,365 1] érednia
4] 0,107, 0,195 0, 151[ 0,176 0,12 0,148 0, 475\ 0,414, 0,445 0,551 0,531 0,541 0,619 0,52 0,570 0,351 0,411 0,381 0,318 0,379  0,3485
5| 0,169 0,307 0,238 0,233, 0,282 0,258 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474, 0,496 0,548 0,719 0,634, 0,387 0,678 0,533|SM ki
6 0,203 0,184 0,194 0,202 0,166 0,184 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,598 0,507 0,553 0,476 0,444 0,460|1 I $rednia
7| 0,349 0,303 0,326} 0,302 0,301 0,302 o,sg{ 0,649 0,591 0,561} 0,855 0,708| 0,505} 0,471 0,488 0,566 0,617| 0,592 0,342 0,444 0,393
8| 0,192 0,128 0,160} 0,204 0,129 0,167, 0,582] 0,674 0,628 0,512} 0,602 0,557 0,537| 0,689 0,613 0,411 0,458] 0,435
9 0,104 0,132 0,118 0,149 0,147 0,148 0,58] 0,636 0,608 0,51] 0,514 0,512 0,63] 0,524 0,577, 0,403 0,384] 0,394|SM wz+lac 82
10 0,129 0,169 0,149 0,133 0,134 0,134 0,55 0,56 0,555 0,599 0,533 0,566 0,602 0,605 0,604 0,347 0,373 0,360|! 1l srednia
11 0,151 0,181 0,166 0,134, 0,175 0,155 0,57 0,603 0,587 0,631 0,752, 0,692 0,692 0,693, 0,693 0,636 0,632 0,634 0,643 049  0,5665
12 0,185 0,186 0,186} 0,138 0,166 0,152! 0,51] 0,519 0,515 0,646 0,548 0,597 0,507| 0,507, 0,507 0,611 0,511} 0,561
13 0,378, 0,331 0,191 0,718] 0,58] 0,649 0,664] 0,617, 0,641 0,507| 066 0,584 0,622 0,653 0,638,
14 0,177, 0,135 0,101 0,579) 05 0,540 0,578] 0,697, 0,638 0,647, 0,527, 0,587 0,492 0,416} 0,454|SM ki+lac 82
15| 0,148 0,162 0,155 0,182 0,147 0,165 0,643 0,601 0,622 0,514 0,573 0,544/ 0,649 0,651 0,650 0,443 0,36 0,402 1] srednia
16| 0,155 0,182 0,169 0,145, 0,179 0,162 0,662 0,666 0,664 0,612 0,518, 0,565 0,595 0,563, 0,579 0,39 0,494 0,442 0,558 0,589  0,5735
17| 0,114, 0,178| 0,146 0,137, 0,113 0,125 0,687 0,62 0,654 0,625 0,564, 0,595 0,708 0,738, 0,723 0,623 0,624 0,624,
18 0,248 0,123 0,186/ 0,167 0,164 0,166 0,515 0,569 0,542 0,683 0,77 0,727 0,745 0,752 0,749 0,539
19| 0,127] 0,197 0,162 0,199 0,121 0,160 0,442 0,44 0,441 0,433 0,443 0,438 0,502 0,61 0,556 0,511
20| 0,176 0,102 0,139 0,24 0,104 0,172 0,381 0,344 0,363 0,402 0,347] 0,375 0,507 0,474 O,E‘ 0,601
21 0,213 0,309 0,261 0,121 0,153| 0,137 0,451 0,38 0,416 0,316 0,403 0,360 0,559 0,576 0,5@ 0,416
22 0,329 0,377 0,353 0,324 0,285 0,305 0,434 0, 35‘ 0,394 0,421 0,367 0,394 0,547 0,502 0,525 0,691
24.1 0,22 0,267 0,247‘ 0,128 0,211 0,170 0,311 0,418] 0,365 0,368 0,348| 0,358 0,619 0,608, 0,614 0,478
24.2 0,209 0,25 01@4 0,165, 0,29 0,228 0,538 0,425\ 0,482 0,533 0,516 0,655 o,soj 0,632 0,637
25 0,121 0,185' 0,154 0,137] 0,193 0,165 0,559 0,588 0,574 0,529 0,623 0,576 0,547 0,516‘ 0,582 0,624
44 0,164 0,127 0,146 0,123 0,115 0,119 0,394 0,477] 0,436 0,431‘ 0,396 0,414 0,504 0,523 0,514 0,656
46 0,179 0,186 0,12 0,124 0,122 0,517 0,43 0,474 0,506 0,606 0,556 0,607 0,596
47| 0,207 0,185 0,164 0,143| 0,154 0,556| 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,615 0,546
[50.1 0,241 0,2 0,221 0,145 0,113 0,129 0,429) 0,459 0,444/ 0,424/ 0,432 0,428 0,458 0,435 0,447
54.1 0,148, 0,193 0,171 0,116 0,177, 0,147 0,427 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,445 0,537, 0,491 0,576
56 0,149 0,107 0,128 0,188 0,112 0,150 0,63 0,642 0,636 0,307 0,57 0,439 0,545 0,435 0,490 0,573
63 0,17 0,224 0,197 0,286 0,125 0,206 0,481 0,449 0,465 0,431 0,401 0,416 0,693 0,586 0,640 0,39
64] 0,223 0,249 0,236 0,183 0,297 0,240 0,449 0,492 0,471 0,408 0,401 0,405 0,501 0,559 0,530 0,443
65 0,176 0,13 0,153 0,105 0,148 0,127 0,476 0,527 0,502 0,607 0,356 0,482 0,668 0,65 0,659 0,491
69 0,287 0,146 0,217 0,149 0,127 0,138 0,529 0,561 0,545 0,365 0,459 0,412 0,667 0,658 0,663 0,449
72| 0,298, 0,188 0,243 0,145 0,179 0,162 0,469 0,483 0,476 0,409 0,563 0,486 0,5 0,696 0,598 0,311
75 0,211 0,104 0,158 0,214 0,182 0,198 0,341 0,387 0,364 0,391 0,657 0,524 0,68 0,526 0,603 0,549
76| 0,122 0,157 0,140 0,194 0,118 0,156 0,621 0,632 0,627 0,388 0,467 0,428 0,538 0,63 0,584 0,374
77| 0,206 0,227 0,217 0,191 0,212 0,202 0,404 0,479 0,442 0,482 0,589 0,536 0,594 0,576 0,585 0,329
78| 0,289 0,109 0,199 0,195) 0,199 0,197 0,485 0,542 0,514/ 0,531 0,458 0,495 0,56 0,569 0,565 0,418
Wz28 0,171 0,195 0,183 0,242 0,248 0,245 0,487 0,558 0,523 0,466 0,447 0,457 0,67, 0,623 0,647 0,353
Wz31 0,103 0,172 0,138 0,24 0,226 0,233 0,524 0,364 0,444 0,45 0,483 0,467 0,577 0,584 0,581 0,252
Wz dub 0,282 0,295 0,289 0,292 0,227| 0,260 0,38 0,354/ 0,367 0,53 0,359 0,445 0,489 0,611 0,550 0,626 0,414 0,520



Szczep ‘CAN CAN+AC 83 CAN+SMwz cAN+sMKd cAN+sMwz+LACS3 CAN+SMKI+LAC83
MTT i I srednia_|1 I srednia_|1 I srednia |1 I srednia |1 I srednia |1 I srednia
biofilm 24h
1| 0175|0337 0256 013] 0159 0542] o0408] 0475] 0434 o0495] o465
2| o142] o1s4] o8 0123 o141 o0503] 0535] 0519] o405 053] 0470
3| o0215] o479 0197 0129 0129 0486 0427] 0457 o0388] 0636 0512
a] 0107] 0195] 0151 0121] o186] 0154 o0a7s| o414 oaas| ossi| os3n] osadl
s| o169] 0307] 0238 06 148] 0,127 o,so% 0571 0539  0518] 0474|049
6] 0203] o184 0104 o0,19] 192]  0195] 0542 0467] 0505] 0622 0541] 0582
7] o0349] 0303 0165 0533] 0649] 0501] 0561 0855 0708
8| 0192 o128 0175|0582 o674 628 0s512] o0602[ 0557
o o104] 0132 o116] o058] 0636] 0608 051 os14] o512
10]  0129] 0169] 0149 0144 0178 0161 055  056] 0555 0599 0,533] 0566
ul o151 0,149 057] 0603|0587 0631 0752 o069
12| o185 0519]  0515|  o646] 0588 0,507
13| 0378 0649] o664] 0617] 0641 0,62
1] 0177 0540 o0578] 0697] 0,638 0,64
15] 0,148 0622] _0514]  0573] 0544 0,506
16] 0,155 0664 0612] 0518] 0,565 0,601
17| o4 0,654 0625 0564 0,595 0,616
18] 0,048 o542 o83  o77] 0727
19] 0,127 0441 0433 0,438
200 0176 ) 13% 0182 o141 0363 0402| 03471 0375 0724 0,724] 0,564
| o213 0261] o115] 0133 oa16] 0316] 0403] 0360] 059 0636 0555 0606] 0581
2] 0329 0,35% 0159  0,168] 0394 0421] 0367] 0394 op18 0630 0513 0642 0578
241 0,22 0244] 0136] 0,166 0365 0368] 0348] 0358 0676 0,651 0,572
242 0,209 0,23% 0135] 0,148 0482 0533] 0499 o516] 071 0,754 0,550
25| o121 0,154] 0,147] 0,108 0574 0529 0623 0576] 0819 0,747 0,749
44| oa64 0146] 0,146] 0,181 0436] 0431] 0396] 0414] 0,689 0,630 0,564
46| o0a179] o0a86] o483 oas7] oa11 0474] _0506] 0606] 0556 0515 0508] 0555] 0573] o564
47 0207 o0a8s| 0196] 0192] o164 0503 o76] 0585 0673 0543 0580 o671 o676] 0674
50.1 0,241 02 o022 0195 0192 0444 0424] 0432] 0428] 0593 o548 o711 0626] 0669
54.1 0148] 0193] oa71] 0158] 0186 0435] _0495] 0331] 0413] o0614] 0686 0650 0615 0595 0605
se|  0149] 0107] 0128 0157 o0,108] 0636 0307  057] 0439] 0503 0655 0579 0s521] o062 o571
63 017] 0224 0197 o0102] o141 0465 0431] 0401] 0416] 0593 0653 0623 0635  066] 0648
64]  0223] 0249] 0236 0186 0122 0471 0408] 0401] 0405] 0713 o061 o0662] 0571 0537 0554
65] 0176] 013] 0153 0143 0145 0502] 0607] 0356] 0482 0546 0672 0609 0562] 0613 0588
69] 0287] o0146] 0217] 0107 o072 0545]  0365] 0459] 0412] 0517 0659 o0588] 0564 0588 0576
72| 0298] 0188] 0243 0175 o0,108] 0476] _0409] 0563] 0486 0567 0547] 0557 0628 063 0629
75 o0211] 0104] 0158 0116 017§ 0364] 0391 0657] 0524] 0675 0628 0652 052 0582 0551
76]  0122] 0157] 0140 0167 0128 0627] 0388] 0467] 0428] 0652 0617 0635 0547] o614 0s81
77]  0006] 0227] 0217] 0149 o167 0158 0479] o0a442] 0482] 0589 0536] 0697 0556 0627] 0598 0525 o0s62
78] 0289] 0109] 0199 0105 0129 0117 0542 0514] 0531  0458]  0495] 0675 0555 0615 074 0704 0722
w228 0171 0495|0183 0489 0174] 0182 0558] 0523  oae6] 0447] 0457] 054 0583 0562 054 058 0560
W23t 0103 04172] o0138] 0449] 0,153 0,151 0364 0444]  o0a4s] 0483] 0467] 0569 0534] 0552] 0444 o614 0529
Wz dub 0282]  0295] 0289 0485 0192] 0,189 0354 0367 053] 0359 0445 0819 08 0810 0563 0512 0538
Zestawienie wynikéw -AKTYWOSE METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 45 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LACAS CAN+SMKI+LACAS
MTT i I srednia |1 I srednia |1 I srednia |1 il srednia |1 i srednia_ |1 i srednia
biofilm 241
1] 0337]  o0256] o116] 0207] 0162 0542] 0408 o0475] 0434 o0495| oaes| o0737] o74] 0739 0,629] 0,686
2 0154  0148] 0182] 0159] 0a71] 0503] 0535] o519] 0405|0534 o470 0543] o661] o602 0513 0553
3 0179 0197] o0156] 0161] 0159 0486 0427] 0457 o0388] o0636] 0512 0673 0671] 0672 0,638] 0,655
4 0195 0151 0123] 0115] 0119] 0475 o0414] o044s] oss1] 0531 o541  oes| oee9 0,623
5 0307 0238] 0196] 0192] 0194] o508 0571] 0539 o0s518] 0474 o0496] ogs1| o675 0603 0682 0643
6 0194] 0183] 0187] o0185] 0542] o0467] 0505] 0622] 0541 0582 0677] 0656 0551 0532
7 0184] 0a56] 0170] 0533 o649 0591 o0s561] 0855 o708 074] o711] 0618] 0,681
8 0204 0115|0160 0582] o0674] 0628] 0512 0602 0557] 0705 0693 0699 o521 o571
9 0,1%2 0157 0158]  058] 0636] o0608] 051 o514 0512 0,7% 0702 0729 059] 0,580
10 0135 o0186] o161  055]  056] 0555 0599 0533 0566 0749 0687 0718 0,793] 0,746
11 0,156 0603 0587] 0631 0752 0692 0683 0652 o068 065 0,662
12 o051] 0519] 0515|0646 0548 0597 o714 0695 o705 0716] 0718
13 01671 0718]  058] 0649 0664|0617 0641 0808 081 0809 0684 0,718
14 0152] 0,579 05| 0540 0578 0697] 0638 0729 o7 0,632 0678
15 0180 0643] 0601] 0622] 0514 0573 0584 0755 0749 0752 0,793] 0,727
16 0161 0662| 0666] 0664] 0612 0518 0565 0734 o719 0727] 07%5| 0594 05675
17 0150 0687] o062 o654] 0625 0564 0595 0735 0731 0733] 0692] o0605] 0629
18 0196 0515] 0569] 0542] 0683 077 0727] o0601] o0698] o0695] ose9| 0598] o584
19 0172] _o0a442|  oaa] o04s1] 0433 0443 o438 081 0837] 0824 0573 o0613] 0593
20 0102 0139] oa4s] 0217] o181 0381 0344] o0363] o0402] 0347] 0375] o0674] 0687] 0681 0638 069 0667
21 0309] o061 o114] 0179] o0147] 04s1] o38] o0a416] o0316] o0403] o360 0774 _0730] op49] 0584 0617
2) 0377] 053] o0184] o146] 0165 0434 o,é‘ 0,394 o711 o708] og09] 0717] o,663|
201 022]  0267] o244 0222 0127 oa7s| o311 oa418] oges 0701 o748] oe78] osa5] op12
242 0209 025 op30] 0108] 0207] o158 0538 0426 o042 0533 o0499] os16] 0797 07| o7as] o826 o60a] o715
25| o121] o186 0154 0197 0126 o0162] 0559 os588] o0574] 0520] o0623] 0576] 0825 0737 o781 o611] o574 0593
44| o164] 0127] oa46] 0127] 0187] 0157] 0394] 0477] o0436] 0431] o039%| o0414] o0554] 0665] 0610 0509] 059 0553
46| 04179] o0a86] 0483] o0149] 0143] ou46] 0517]  043] o0474] os506| o606] o0s556] 0692] 0714] 0703] 0765] 0629 0,697
471 0207] o0a85| 0196] o0146] 0193] 0170] 0556 0449 0503  o76] o0585] 0673 o0602] 079] 069| o0646] 0702 0674
s0.1 0,241 02| 021 0157 0163 o160] o0420] o04s0] o0444] o042a] 0432] o0428] 072] 0697 o709 0587 0734 o0p61]
541 0148 0193 o171] 0194] 0185] o190 0427 o0442] o0435] o0a49s| 033 o413 o731 o7l o716 o762 o067 o716
se] 0149] 0107] 0128 0135 o167 0151  063] o0642] 0636] 0307] 057 0439] 0752 0635 0694 0566] 0581 0574
63|  017] 024] 0197 o0167] 0175 0171 0481 o0449] oaes| 0431 os01] o416] 0682 0744 0713 0648 055 059
64]  0223] 0249] 0236 0159 0145 o0152] o0449] 0492] o0a71] o408] o401] o405] 0689 0783 0736 078 0786 0783
65] 0176] 03] 0153 0152 0147 0150 0476] 0527] 0502] 0607] 0356] 0482] 0772 0727 0750 0605 05%| 0601
69] 0287] 0146] 0217] 0157 0157 0157 0529 o061 0545] 0365] 0459] 0412] 0862 0784 0823 0729 056] 0645
72]  0298] o188] 0243 0174 0192] 0183 o0469] o0483] o0476] 0409] 0563] o0486] 0755 0687 0721 0663 0704 o0e84
75| o0211] 0104] 0158 0177] 0145 o161 0341 0387] o0364] 0391 0657 0524] 0728] 067 0699 0717] 0664 0691
76]  0122] 0157] o140 0173 o0138] o0156] 0621] 0632] 0627] 0388] 0467] 0428] 0695 0692 0694 0642] 0568 0605
771 00206] 0227] 0217] 0156 0197 0177] 0404 o0479] o0442] o0482] 0589 0536] 0706 0692 0699 068 0548 o614
78] 0289] 0109] 0199 0179 o185 o0182] o048s| o0542] o0514] 0531 0458] 0495] 0646 065 0648 0554 0505 0530
w228 0171 04195 0183|0185 0175] 0180 0487 0558 0523 o0d466] 0447] 0457 0737] 0714] 0726] 076 0784 0772
W23t 0103 0472] 0138] 0468] 0135] 0152] 0524 0364 0444  045| o0483] o0467] 0716] 0702] 0709] 0648 0616 0632
Wz dub 0282]  0p295] o0089] 0183] o0183] 0183 038 0354 0367 053] 0359] o044s] o0878] 0672] 0775] 0975 0863 0919

194

LAC 83

! I srednia
0,166 0,162 0,164

SM wz

I 1 érednia
0318 0379 03485

SM kI

1 1 $rednia
0342 0444 0393

SM wz+lac 83

| " Srednia
0,491 0,6 05455

SM kl+lac 83

| I Srednia

0,489 0,508  0,4985

LPA45
1 1 érednia
0,151 014  0,1455
SM wz
1 1 érednia

0,318 0,379  0,3485
SM kl
I

Srednia
0342 0444 0393

SM wz+lac 45
I n $rednia

0379 0513 0446

SM kl+lac 45
I n srednia

0,499 0,481 0,49



Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

Szczep ICAN CAN+LAC 52 CAN+SMwz CAN+SMK CAN+SMwz+LAC52 CAN+SMKkI+LAC52 LFE 52
MTT I 1 $rednia_|I [ $rednia_ || I $rednia_ || il Srednia_ || [ rednia_ || I rednia_|I 1 $rednia
biofilm 24h | | 0143 0162 0,525

0,175 0,337
0,142 0,154
0,215 0,179

0,159 0,542 0,408| 0,475 0,434 0,495 0,465
0,165 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470
0,189 0,486 0,427| 0,457 0,388 0,636 0,512

0,107] 0,195 D,lSl‘ 0,17, 0,165 0,168 0,475‘ 0,414 0,445 0,551‘ 0,531 0,541 0,65 0,674 0,662

1 0,659 0,655
2]

3

4

5 0,169 0,307 0,23&{ 0,17, 0,174 0,172 0,506 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,774 0,649 0,712

6|

7]

8

9

0,752 0,715 0,521 0,618|SM wz
0,747] 0,671 0,626 0,649|1

0,573

0,726

$rednia
0,318 0,379  0,3485

SM kl

|

68
0203 0184 0194] 04179 0172] 0176] 0542 0467] o0505] 0622 0541] 0582[ o0642] 0552[ 0597] 0478
0,186

srednia
0,177 0,533 0,649 0,591 0,561 0,855 0,708 0,702 0,785 0,744 0,659 0,342 0,444 0,393

0191 0582| 0674 0628] 0512 0602 0,557 077 0883 0827] 0641 0658
0,168 058 0636 0,608 051 0514 0512] 0678] 0711 0695 059| 0617 SM wz+lac 52
0,175 0,55| 056] 0555 0599 0533 o0566] 0656] 0671 0664] 0574] 0621 05981 1 érednia

0,349 0,303

0,192
0,104

10| 0,129
11| 0451 0,174 057 0603 0587| 0631 0752| 0692 0744] 0703| 0724] 0841 0605 0723 0321 0337 0329
12| 0485 0,201 051 0519] 0515| 0646 0548] 0597 0701 0702| 0702] 0628/ 0554 0591

13| 0378 0331 0132| 0166 0,718 058 0649 0,664 0617 0,641 076] 0774| 0767| 0,603 05 0552

14| 04177] 0135] 0156| 04123] 0123] 0123] 0579 05/ 0540 0578) 0697 0638 0828 0825 0827| 0529 0,601  0565|SM ki+lac 52

15| o148] o162[ 04155 0199 04197] 0198 0643] 0601 o0622] 0514] 0573 0544 074 0751 o746] 0527] 0632] 0580|1 1 érednia

16| 04155| 0182] 0,169 0174 0117| 0146] 0662 0666] 0664 0612| 0518 0565 0,702] 0706] 0,704| 0,707| 0692 0,700 048 0403 04415
17| 04114] 0178] 0146] 04169] 0103| 0,136] 0,687 062 0654| 0625 0564/ 0595 0819 0717| 0768] 0778| 0539 0,659,
18| 0248 0123| 0186 0183 0177| 0180]| 0515 0569 0542] 0,683 077 0727| 0726] 0557| 0642
19| 0127 0197) 0162] 0104 0157| 0,131 0,442 044) 0441 0433] 0443 0438] 0764 0797 0781
20 04176] 0102] 0139 0137 0129] 0133] 0381 0344] 0363] 0402| 0347 0375 0594 o,szj 0,711

21 0,213 0,309 0,261 0,115 0,195 0,155 0,451 0,38, 0,416 0,316 0,403 0,360 0,702 0,726 0,714
22 0,329] 0,377 0,353 0,211] 0,183 0,197 0,434 0,353 0,394 0,421 0,367] 0,394 0,713 0,713 0,713

24.1 022] 0267] o244 0157 0177] oa167] o0311] o418] o0365| o0368] o0348] 0358] 0719 069 0706 ,
24.2 0,209 025| o 13% 0,199 021| 0205| 0538 0426] 0482 0533 0499 0516 0735 0721 0571
25| 0121 0186 0154 0, 16<81 0184 0176] 0559 0588] 0574 0529 o sz% 0576] 0,717 06%| 058

44| 0,164 0,127 0,146 0,178 0,144 0,161 0,394 0,477 0,436 0,431[ 0,396 0,414 0,579 0,543 0,561
46, 0,179 0,186 0,183 0,515‘ 0,185 0,350 0,517 0,43 0,474 0,506 0,606 0,556 0,609
47, 0,207] 0,185 0,196 0,156 0,154 0,155 0,556| 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,569

|50.1 0,241 0,2 0,221 0,15] 0,158, 0,154 0,429 0,459 0,444 0,424‘ 0,432 0,428
54.1 0,148, 0,193 0,171 0,177, 0,177, 0,177 0,427 0,442 0,435 0,495 0,331 0,413 0,517 0,503 0,510

56| 0149] 0107] o04128] 0145 0,189 0167 063 0642] 0636 0307 057] 0439] 0623] 0722 0673
63 017] 0224] 0197 0193 0175 0184 0481] 0449] 0465] 0431 0401 0416] 0631 0677 0654
64] 0223[ 0249] 0236 o04166] 0165 0166] 0449 0492] 0471] 0408 0401 0405] 0577] 0654 0616
65| 0,176] 013[ 0153 0183 o03164 0174] o0476] 0527] 0502] 0607 0356] o0482[ 0783 0586] 0,685
69] 0287 0146] 0217] 0158 0179] 0,169] 0529 0561 0545 0365 0459] 0412] 0532] 0674 0603
72| 0298 0188 0,243 018 0162] 0171[ 0469 0483] 0476] 0409] 0563] 0486] 0625 064 0633
75| 0211 0104] 0158] 0,183] 017 0177] 0341] 0387 0364] 0391 0657] 0524 0503 0585 0,544
76] 04122 0157] 0140] 0,149 018 0165] 0621 0632 0627 0388 0467] 0428 0654 0705 0,680
771 0208 0227] 0,217 017 0163] 0167] 0404] 0479] 0442 0482] 0589 0536 068 0688 0,684
78] 0289 0109] 0199 04152 0128] 0140 0485 0542] 0514 0531] 0458 0495 0517 055 0534
w228 0171] 0195] 0183 018 o0185] 018[ 0487] 0558 0523 0466] 0447] 0457] 0692] 0683 0688
w231 0103 04172 0138 0475] 0198 0187] 0524 0364] 0444 045 0483 0467] 0673 0438] 0556
Wz dub 0282 0295] 0289 017[ 0159] 0,165 038 0354] 0,367 053 0359] 0445 0687] 0768 0,728]

Zestawienie wynikéw -AKTYWOS$C METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 24h

Szczep ‘CAN CAN+LAC 58 CAN+SMwz CAN+SMK| CAN+SMwz+LAC58 CAN+SMKI+LAC58 LPL58
‘I I srednia |l I $rednia | I $rednia || 1} srednia || I srednia_|I I $rednia || 1 srednia
biofilm 24h 0,189 0,223 0,206
1 0,175 0,337 0,256 0,197 0,149 0,173 0,542 0,408 0,475 0,434 0,495 0,465 0,712 0,798 0,755 0,725 0,725 725
2 0,142 0,154 0,148 0,112 0,167 0,140 0,503 0,535 0,519 0,405 0,534 0,470 0,676 0,729 0,703 0,708 0,60t HSM wz
3 0,215 0,179 0,19# 0,159 0,152 0,156 0,486 0,427 0,457 0,388 0,636 0,512 0,717 0,749 0,733 0,709 0,72 715(1 1 $rednia
4 0,107 0,195 0,151‘ 0,135 0,199 0,167 0,475 0,414 0,445 0,551 0,531 0,541 0,766 0,697 0,732 0, 605‘ 0, 781‘ 0,318 0,379 0,3485
5 0,169 O,S(F‘T O,Bi] 0,102 0,179 0,141 0,506| 0,571 0,539 0,518 0,474 0,496 0,546 0,79 0,668
6| 0,203 0,184r 0,194 0,128 0,165 0,147 0,542 0,467 0,505 0,622 0,541 0,582 0,819 0,834 0,827 1 $rednia
7] 0,349 0,326 0,197 0,18 0,189 0,533 0,649 0,591 0,561 0,855 0,708 0,826 0,805 0,816 0,908} 0,342 0,444 0,393
8| 0,192 0,160 0,204 0,138 0,171 0,582 0,674 0,628 0,512 0,602 0,557 0,762 0,772 0,767 0,704
9 0,104 0,132 0,118 0,131 0,119 0,125 0,58 0,636 0,608 0,51 0,514 0,512 0, 7@ 0,781 0,769 0,617 0,748|SM wz+lac 58

100 0129] 0169 0149 0117 0,127 0,122 0,55 056] 0555 0599 0533 0,566 082 0788 0804] 0676

11) 0151 0181] 0,166 012( 0,181 0,151 057| 0603 0587| 0631 0752 0692 0659 0834 0747] 0762

12|  0185| 018 018 0185 0148 0,167 051 0519 0515 0646| 0548] 0597| 0745 0734] 0740  0,766] 0,932| 0,849
0,188

1 érednia
053 0544 0537

13| 0378 0331 0355 0117 0,153 0,718] 058] 0649 0664 0617] 0641 0661 0844 0753| 0825 0701 0,763
14 0177|0135 0156] 0151 0156 0,154 0,579 05| 0540| 0578] 0697] 0638 0701 0736 0719] 0831 0575  0,703|SM ki+lac 58
15]  0148] 0162 04155 0194] 0171 0183 0643 0601 0622 0514] 0573] 0544 0702 0755] 0729] 0624 0851 0,738]l 1 $rednia

16| 0155|0182 0169] 0168 0187 0178]  0,662] 0666] 0664 0612] 0518/ 0,565 0,777, 076 0769] 0729] 0535 0632 0533 0608 05705
17) o114] o0178] o0146] 0118 0134 0,126] 0,687 062 0654 0625 0564 0595 0875 0811 0843] 0692] 0851 0,772
18] 0248|0123 018 0195 0132 0164] 0515| 0569 0542 0,683 077 0727] 0777] 0841] 0809| 0766] 0848 0,807
19 0127 0197] 04162] 0151 0149 0,150| 0,442 044 0441 0,4@' 0443 0438] 0713 0863 0788 0875 0793 0834
20 04176] 04102 0139] 0193 0,198 0196] 0381 0344 0363 0402| 0347] 0375 0,782 069 0736 0783 0741 0,762,
21] 0213 0309 0261 0,196 12 0,154 0,451 038 0416 0316] 0403| 0360| 0691 0764 0,728 067| 0741  0,706|
22| 0329 0377] 0353 0164 0,1(% 0,136] 0,434 0,35j 0394 0421 0367] 0394 0704 0701 0703] 0789 0665 0,727
24.1 022 0267 0244 0127] 0,161 0144] 0311 0418] 0365 0368 0348] 0358] 0795 0742] 0769 0,704 065 0677
24.2 0,209 025] o0230] 0286[ 0119] 0203] 0538 0482 0533 0,499 516| 077 0848 0809 0688 0879 0,784

25| 04121 03186 0154| 0,186| 0,166 0,176] 0,559 0574 0529 0623 0576 0672 0,8151 0,746] _ 0,555|  0,803| 0,679
44| 0,164 0,151 0,146] _ 0,107|  0,149] 0128/ 0394 0477] 0436 0431 039| 0414] 0536] 0753 0645| 0741 0713] 0,727
46| 04179| 04186] 0183 0145| 0,151 0,14j 0,517 0,43 o,aﬁ 0,506|  0,606]  0,556] 0,834 0,707] _ 0,775| _0,766| 0,771

47| 0,207 0,185 0,196 0,118 0,129 0,124 0,556 0,449 0,503 0,76 0,585 0,673 0,71 0,742 0,726 0,703 0,591 0,647
50.1 0,241 0,2] 0,221 0,157 0,186 0,172 0,429 0,459 0,444 0,424 0,432 0,428| 0,552 0,528 0,540 0,657 0,693 0,675

54.1 0148 0193 oa71] 0139] 0145 0142 0427] o0442] 0435] o405 0331 o413] o788 067] _0729] o057] o087 o721
s6| 0149] 0107] o0128] 0129] 0113 0,121 063| _0642] 0636] 0307 057 0439 0688 0728 0708] 0786] 0751 0,769
63 017] 0224 0197] o198 0146 0172] 0481 0449] 0465| 0431 o0401] o0416] 0618] 0654 0636 0746 077] 0758
64| 0223] 0249] 0236 o0116] 03139 0128] 0449] 0492 0471 0408 0401 0405 074] 0689 0715] 0673 0578 o,szj
65| 0176 013 0153 0137] 0143 0140 0476] 0527] 0502] 0607] 0356] 04s2] 0654 0677] 0666 0591 0798] 0,695
69 0287 o0146] 0217] o017 0175 0173] 0529|0561 0545| 0365] 0459] 0412] 0,739 062] 0680 0618 0704 0661
72| 0298 0,1Q 0243| 0176] 0183 0180 0469| 0483 0476] 0409 0563] 0486] 0,772 079 0781 0587 0715] 0651
75| 0211] 0104 o0158] o0478] 0113 0146| 0341 0387] o0364] 0391 0657] 0524 0666 0813] 0740] 0552] 0759 0,656
76| 0122] 0357 0140 0106|0357 0132] 0621 0632 o0627] 0388 0467] 0428] 0702 0793 o0748] 0729] 0658 0,694
771 _0206] 0227 0217] o©0a64] 03188  0176] 0404] 0479 0,442 0,4842‘ 0589 0536 0898 0798 0848] 0553 0631 0592
78] 0289 0109 0199 0207] 0,02 0155| _0485| 0542] 0514 0531 o04ss| o49s| o762] 0777] 0770] 0757] 0675] 0716
w228 0171 0195 o0183] 03124] 0,109 0117] _0487] 0558 0523 o,a% 0447 0457|0811 0808] 0810 0518 0562 0540
w231 0103] 0172] 0138 0138 0125 0132] 0524 o,aej 0444 045| 0483] 0467| 0851 0863| 0857] 0568 0,675 o,szj
Wz dub 0282 0295] 0289 0138 0195 0,167 038] 0354 0367 053] 0359] 0445 0731 0879 0805 ﬁ‘ 0867] 0834

195



wynikéw -AKTYWOSE METABOLICZNA- d

posrednia z MTT BIOFILM 48h

szczep ‘CAN CAN+LAC wz CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC wz CAN+SMKI+LACWZ LAC wz
MTT I I ¢rednia_ || 1 $rednia_|I I srednia_|I I ¢rednia_ || [ $rednia_|I [ srednia__ |1 1 $rednia
biofilm 48h 0226 023 0228
1| 0344 032[ 0332 029| 0274] 0282 0247 0218] 0233] 0284 0221 0253 058 0458] 0519 0396
2| 0318 0322 032] 0327 0272 0300 66]  0208] 0237] 0201 0261 0231 0352 0416 0384 0,421|SM wz
3 033] 0318 0324 0394] 0316] 0355 81] 0337] 0309 0307] 0297] 0302] 0379 0334 0,357 0,542]1 I $rednia
4 o, 3% 035]  0327] 0319 o0320] o032a] o026 o038 o03n 0269] 0315|0514 0415 0432 0369 0363 0366
s| o0218] 0221] o022 o0167] 0171] o0169] o0347] 0219] 0283 0330 0433 0533 SM ki
6] 0254 0257 0225] 0257] 0241 0225 0268 0247 0275] 0364] 0337 [ I érednia
7] 0307 0324 0344] 0324] 0334 0227 o0212] 0220 0274] 0559 0578 0392 0335 03635
8 0395 0373] 0252] 0301 0277 0215 0282 0249 0272 0503|0524
9 0303 0310 03| 0349] 0325 0261 0337] 0299 0224 0467|0479 SM wz+lac wz
10] 0301 0328 0302] 0354] 0328 0294 o0262] 0278 0309 059%| 0399 [ It $rednia
1] 0301 0328] 0,358 025 0304] 0,263 028 0272 0317| 0367] 0316 053 0681 0,6055
12| 0381 0371] 0367| 0278] 0323] 0261 0299 0280 0270 0322| 0318
13| 0302 0320 032 026§ 0233 0232 0233 0267| 0586 0533
14| 039% 0,388 0317] 0209|0275 0242 0232 0557|0554 SM kl+lac wz
15| 0,376 0354 0333 o288 0311 0231 0214 0223 0227] 0303] 0466 [ It érednia
16| 0,308 0307] 0,203 032] 0307 0383 0377] 0380 0304 0302] 0332 0584 0557 05705
17 0,306 0337] 0314] 0336 0325 0275 0283 0279 0283 0583 0421
18] 0378 0344 0363] 0307 0335] 0389 0213 o301 0266 0,556 0,544
19] 0321 0323 0322] 0263 0293 0277 0234 0256 0227] 0526] 0531
20 0318 034s| 0307] 0311] o0309] 0228 o0216] 0222 0226] 0538 0417
21] 0368 0336] 0346] 0317] 0332] 0232 0229 0231 0331] 0446] 0461
22| 0382 0365] 0324] 0278] 0301 0284 0218 0251 0228] 0374] 0578
24.1 037 0379 0324] 0321] 0323 0316 0315] 0316 0348] 0444] 0525
24.2 0323 0335] 0255] 0253] 0254] 0326 034 0333 0411 0522 0577
25] 0305 0342 o0252] 0261 0257 0287 0247] 0267 0258 0494 0575
44| 0387 0393 0348] 0285 0317 0252 o218 0235 0248 0309] 0533
46| 0314 0321 0313] 0268 0291 024] 0388 0314 0288 0408] 0388
471 0353 0341 0347 034] 0267 0304 0289 0208 0294 025 0291 o0271] o0316] 0367] 0342 o464 0432 0,448
50.1 0319 039 0,358 025] 0284 0267 0246 0379] 0313 0294 0288 0,201 036] 0366] 0363 0327] 0447 0,387
54.1 031] 0348 0329] 0203] 0257 0275 0223 0209 0216 0273 0237 0255 0406] 0467] 0437] 0374] 0468 0,421
s6| 0357 0399 0378] 0259 0279] 0269 0291 0215 0253 0337 0263 0300 0537 0597] 0567] 0325 0309 0317
63| 0312 0388 0350 0254 0311 0283 0255 0251 0253 0251 0224 0238 0398 0375] 0387] 0312] 0341 0327
64| 0369 0322[ 0346 0255] 0266] 0261 0228 047] 0349] 0273[ o0216] 0245 0375 o0346] 0361 0434] 0435 0435
65 0309 0389 0349] 0305 0305 0305 0214 0388 0301 0207 0218 0213 0339 0378 0359 0432] 0439 0436
69] 0337 0361 0349] o0306] 0313 0310 0297 o0212] 0255 0399 o0.204] 0302] 0461 0492 o0477] 0498 0384 0,441
72| 0349 0369 0359 0307 0319] 0313 0203 0209 0206 0252 o0264] 0258 0505 0526] 0516] 0385 0385 0,385
75| o0311] 0341 0326 0328 032] 0324 0282 0236] 0259 0249 0282 0266] 0599 0581 059 0447] 0414 0,431
76] 0346] 0336] 0341 0264] 0326] 0295 0,295 033] 0313 0342 0231 0287 0309 0524 0417] 0386 0477 0,432
771 _0371] 0398 o0385] 0318 0275 0297 0242 0335 0289 0293 0209 0251 0369] 0467 0418] 0397] 0417 0,407
78] 0338 0323 0331 0325 0327 0326 0202 0316] 0259 0399 o0.267] 0333 0434 0382 o0408] 0348] 0403 0376
wz28 032] 0377 0349] o0257] 0329 0293 0334 o0248] 0291 0391 0247] 0319] 0498 0479 0489 0375 0545 0,460
wz31 0367 0373 0370 027] 0306] 0,288 02 032a] o0262] 0229 0233 o0231] o0578] 0599 0589 0433 0387 0410
Wz dub 0349 0335 0342] 0263 033 0297] 0213 o0246] 0230] 0291 0257 o0274] o0554] 0541 0548 0444 0418 0431
Zestawienie wynikéw -AKTYWOS$C METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
szczep CAN CAN+LAC 39 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC39 CAN+SMKI+LAC39 LAC 39
MTT | i Srednia_ |1 it srednia |1 i Srednia_|I it srednia |1 [ rednia |1 I srednia_ |1 1 $rednia
biofilm 48h | 0144 0167 01555
1| o344 032]  0332] o0245] 0326] o0286] 02471 0218 0233] o0284] 0221] 0253] 0336 o0349] 0343] 0439 oa48] o444
2| o318 0322 o032 o0242] 0257] 0250] 0266] 0208 0237] 0201 o0261] 0231 0420 o0427] 0428] 0327 o,@ 0,318/SM wz
3 033 0318] 0324] 0295 0295 0295 0281 0337 0309 0307] 0207] 0302] 0474] 0349] 0412 0491 039 0444 1 $rednia
4 0303 o03s[ 03271 o0257] 0221 0239 026 0382 0321 028] 0257] 0269] 0329 0314 0322] 0483 0482 0483 0369 0363 0366
s| o0218] 0221 0220 019 0183 o019| 03471 0219 0283 0336] 0323 0330 0336 0318 0327 0329 041 0370[smKk
6] 0,254 026]  0257] 0218] 022] 0219] 0225 o0268] 0247 0268 0282] 0275] 0302] 0385] 0344] 0324] 0328] 0326l 1 $rednia
7| o307l 03| o3a] 0225 o208 0217] 0227 o0212] 0220 0248] 0299] o0274] o546] 0377 o0a462] o0582] 0339 o0a461] 0392 0335 03635
8 0395| 0351 0373] 0236 0216] 0226] 0215 0282 0249 0261 0283] 0272] 0471 0413] 0442] 0402[ 0466| 0,34
9| 0303 0317] 0310 0206] 0287] 0247] 0261 0337 0299 0239 0208 0224 0457] 0324 0391 043| 0364  0397|SM wz+lac 39
10| 0301 o03ss] 0328] 0253] 0246] 0250 0294 0262[ 0278 024 o,ﬁ‘ 0309 059%| 0412] 050a] 0454] 0456] 0455|i 1 srednia
11 0301 0355|0328 0242| 0235 0239 0263 028 0272 033] 0303 0317] o494 o571 0533 0358 047| 0414] 0564 0526 0545
12| 0381 0361 0371 0265 0277] _0261] 0299] o0080] 0282] 0258] 0270] o0365] 0317 0418 0360]
13 0302 [ 0320 0327 0233 0232 0233 0267 0267] 0267] 0349 0554/ 0452] 0388] 0,389 0,389
14| 0,39 038 0388 0303 0209] 0275 0242] 0211 0252] 0232] 0309] 0391 0350 0,469 0,368  0,419|sM ki+lac 39
15| 0376 3] 03s4] 0,279 0231 0214 0223 o0246] 0208 0227] 0499 0494 0497 0394] 0454 0,424 1 $rednia
16] 0308 o030s[ 0307] 0248 o,sﬁ{ 0377 0380] 0337] 0271 0304 0487] 0458 0473] 0304 0316 0310 0505 0573 0539
171 0306] 0367] 0337] 0264 0275 0283 0279 0,295 027] 0283 0455 o,saj 0494 0342 0337 0340
18 0378 0309 0344 029 028| 0285 0389 0213 0301 0266] 0266 0266 0521 0,523 0525 0,544
19 0321 0325 0323 0332 0334 0333 0277 0234 0256 025 0204 0227] 0353 0445 0410|
20 0318 0371 0345 024] 0281 opa| 0208 o216 0202] 0221 023] 0226 0392
21] 0368 030a] 0336 0256 025| 0253] 0232] 0229 0231 o,zs;s{ 0376 0313
22| 0382 0347] 0365 0284 0218 0251 0,225 023 0,443
24.1 037| 0387] 0379] 0219] 0318] 0269] 0316] 0315 0316 0328 0368 0365
24.2 0323 0347 0335 0263] 0262 0263 0326 034 0333 0371 045] o0411] o362] 0378 0370 0479] 0375] o427
25| 0305] 0379] 0342] 0294 0322 0308 0287 0247] 0267] 0218] 0297] 0258] 0452 044 0446] 0392) 0341 0367
24| 0387 0399 0393 0247] 0316] 0282 o0252] 0218 0235] 0204 0292[ o00248] 0303 0309] 0306] 0443 0331 0387
46| 0314 0327 0321] o0262] 0297] 0,280 024 0388] 0314 0288 0287 0288 0303 0347] 0325] 0353] 0362] 0358
471 0353 0341 0347, 023 0236] 0233 0289 0298 0294 025 0291 0271 0493[ 0351 o042 034 038 0360
50.1 0319 0396] 0358 0276] 0217] 0247] 0246] 0379 0313 0294 0288 0201 0332 o0446] 0389 0479] 0462[ 0471
54.1 031] 0348] 0329] 0222 0209 o0216] 0223 0209 o0216] 0273] 0237] 0255 0437 0306 0372] 0497] 0344] 0421
s6]  0357] 0399 0378 0313 0318 0316] 0291 o0215] 0253] 0337] 0263] 0300[ 0447] 0442[ 0445 043 0325] 0378
63 0312] 0388] 0350 0266] 0256 0261 0255 0251 o0253] 0251 0224] 0238 0363] 0353 0358 0443] o0385] 0414
64] 0369] 0322] 0346] 0323 0234 0279 o0.228 047 0349] 0273 o216 o0245] 0352] 0429] 0391 0325 0364 0345
65] 0309] 0389 0349 0232 023 0231] 0214 0388 0301 0207 0218 o0213] 0354 0315 0335 0332] 0338 0335
69 0337] 0361 0349 0198] 0217 0208 0297 o0212] 0255 0399 0204 0302[ o0469] 0479 o0474] 0371] o0321] 0346
72| 0349] 0369 0359 023] 0224] 0227 0203 0209 0206 o0252] o0264] 0258 0343 0473] 0408 0363 0431 0397
75| o0311] o0341] o0326] 0268 0277 0273 0282 0236 0259] 0249] 0282[ 0266] 0492] 0311 o0402] o0429] 0347] 0388
76] 0346] 0336] 0341] 0221] 0225 0223 0.295] 033 0313 0342 0231 0287 0314 0332 0323 039 0473 0435
771 0371] 0398 0385 021] 0209 0210 0242 0335] 0289 0293] o0209] 0251 0494 o0463] 0479] 0483 0324 0,04
78] 0338 0323] 0331 0251 0216 0234 0202] 0316 0259] 0399 0267] 0333 0384] 0453 0419 0436] 0455 0446
wz28 032] 03771 0349] 0193] 0219 0206 0334] 0248 0201] 0391 0247 0319 0302] 0353 0328 o0425] o0448] 0437
wz31 0367 0373 0,370 023 0198 0214 02  0324] o0262] 0229 0233 0231 0469] o0476] 0473 o0441] o0418] 0430
Wz dub 0349 0335 0342] o0278] 0328 0303 0213[ 0246 0230 0291 o0257] o0274] o0352] 0382 0367 0365 0302 0334
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Zestawienie wynikoéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

Szczep ICAN CAN+LAC 40 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC40 CAN+SMKI+LAC40
MTT I I $rednia_|I I $rednia_|I I $rednia_ || il rednia_ || [ rednia_ || [ $rednia
biofilm 48h |
1 0,344 0,32 0,332 0,227 0,267 0,247 0,247 0,218 0,233 0,284 0,221 0,253 0,452 U,Sij 0,37]
2] 0,318 0,322 0,320 0,235 0,262 0,249 0,266 0,208 0,237 0,201 0,261 0,231 0,417 0,403 0,431
3 033 0318 0324 0272 025] 0261 0281 0337 0309] 0307 0297] 0302 0423 0457 0468
4] 0303 035] 03270 025 0243 0247 026] 0382 o3n 028 0257 0,269 0409| 0494] 0334
s| o0218] 0201 0200 0214 0242 0228] 0347 o0219] 0083 336| 0323 0330] 0416 0411 0414 0299 0369
6| 0,254 0,26 0,257 0,235 0,269 0,252 0,225 0,268 0,247 0,268 0,282 0,275 0,403 0,395 0,399 0,387 0,343
7] 0,307 0,341 L 0,324 0,248 0,266 0,257 0,227 0,212 0,220 0,248 0,299 0,274 0,406 0,472 0,439 0,358 0,374
8| 0,395 0,351 0,373] 0,23] 0,264, 0,247| 0,215 0,282 0,249 0,261] 0,272 0,451} 0,411 0,431 0,431} 0,499
9 0,303 0317 0,310 0216 0,239 0,228 0,261 0,337 0,299 0,239 0,224 0,474 0,403 0,439 0,327] 0,385,
10 o301 0355] 0328 0223 0259 1| 0204 0262 o278 0,24 0309] 0358 0365 0362] 0424 0383
11] o301 o03ss[ 0328 025] 0244] 0247 0263 028 0272 033 0317] _0405| 0401 0403] 0318 0309
12 0,381 0,361 0,371 0,284 0,282 0,283 0,261 0,299 0,280 0,282 0,258 0,270 0,384 0,439 0,412 0,481 0,314
13 0,302 0,337 0,320 0,276 0,264 0,270 0,233 0,232 0,233 0,267 0,267 0,267 0,484 0,499 0,492 0,429 0,426
14 0,396, 0,38 0,388] 0,247, 0,252 0,250) 0,209} 0,275 0,242 0,211} 0,252 0,232 0,473] 0,463 0,468|
15| 0376] 0331 0354 026 0258] 0259 0231 0214] 0223 0246] 0208 0227] 0366 0369
16| 0308 os[ 0307] 0,235 0383] 0377 0380 0337] 0271] o0304] 0489 0444
17| 0306] 0367] 0337] 0231 0275] 0283 0279 027] 0283 0356 0491
18 0,378 0,309 0,344 0,244 0,261 0,389 0,213 0,301 0,266 0,451 0,394
19 0,321 0,325 0,323 0,314 0, Zﬂ 0,297 0,277 0,234 0,256 0,204 0,227 0,464 0,475
20 0,318, 0,371 0,345 0,29] 0,272 0,281] 0,228/ 0216 0,222 0,23 0,226 0,463] 0,431
21 0368|0304 0336] 0265 0241 0253 0232] 0229 0231 o,zs;s{
22 0382 0347 0365 032 0481 0401 0284 0218] 0251 0225
24.1 037] 0387] 0379 0355 0404 o380] o0316] 0315] o0316] 0328
24.2 0323] 0347] o0335] 0429 0311 o370 0326 034] 0333 0371
25 0,305 0,379 0,342 0,241 0,247 0,244 0,287 0,247 0,267 0, Zlﬂ 0,297 0,258 0,36 0,417 0,389
4] 0387] 0399 0393 0258] 0247 0253] 0252 0218 0235] 0204 0292 0248 0323 0467] 0395
46] 0314 0327 0321 0263] 0233 0248 024 0388 0314] 0288 0287] 00288 0423 04 0412
47| 0,353 0,341 0,347] 0,244 0,23 0,237] 0,289] 0,298 0,294] 0,25 0,291 0,271 0,447] 0,486 0,467
50.1 0,319) 0,396 0,358] 0,229 0,258| 0,244] 0,246] 0,379 0,313 0,294] 0,288 0,291 0,473] 0,452 0,463
54.1 031 0348] 0329 0267 0292 0280 0223] 0209 0216] 0273 0237] 0255 o0408] 0354 0381
56| 0357] 0399 0378] 0327] 0318 0323 0291 0215 0253 0337 0263 0300] 0409 0414] 0412
63 0,312 0,388 0,350) 0,293 0,249 0,271] 0,255 0,251 0,253 0,251] 0,224/ 0,238 0,332] 0,402 0,367
64|  0369] 0322 0346] 0279 0263 0271 0228 047] 0349|0273 0216 0245] 0344 0402] 0373
65| 0309] 0389 0349] 0255 0263 0259 0214 0388 0301 0207 0218 0213] 0473 0438] 0456|
69 0,337 0,361 0,349 0,292 0,271 0,282 0,297 0,212 0,255 0,399 0,204 0,302 0,397 0,355 0,376
72 0,349 0,369 0,359) 0,282 0,263 0,273] 0,203] 0,209 0,206 0,252] 0,264 0,258 0,363] 0,439 0,401
75| 0311] 0341 o0326] 0219 0278] 0249 0282 0236 0259 0249] 0282] 0266] 0438 0452] 0445
76 0346] 0336] 0341 0262 0279] 0271 029 033 0313 0342 0231 0287] 0324 0491 0408
77 0,371 0,398 0,385 0,237 0,243 0,240) 0,242] 0,335 0,289 0,293] 0,209 0,251 0,386 0,391 0,389
78 0,338 0,323 0,331] 0,308 0,292 0,300) 0,202] 0,316 0,259! 0,399) 0,267 0,333 0,455] 0,415) 0,435
w228 032] 0377] 0349 o0266] 0247] 0257 0334] 0248 0291 0391 0247] 0319 0395] 0394 0395
w231 0367] 0373|0370 0243] 0263 0253 02 0324] 0262 0229 0233 0231 0334 0354 0344 0362] 0378
Wz dub 0,349 0,335 0,342] 0,222 0,237 0,230) 0,213] 0,246 0,230 0,291] 0,257 0,274] 0,431] 0,44] 0,436 0,425] 0,424]
Z y -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 43 CAN+SMwz CAN+SMkI CAN+SMwz+LAC43 CAN+SMkI+LAC43
MTT ‘I I Srednia__ || I srednia__ || I $rednia__ || I $rednia__ || Il srednia | 1l Srednia
biofilm 48h
1| 0344 032[ 0332] 0249 0294] 0272 0247] 0218] 0233 0284 0221 0253 0301 0414 s8] 0471 o461
2 o0318] o032 0266| 0208 0237] 0201 0261 0231 0392 0343 68 46 77,
3| 0,33 0,318 0,281 0,337 0,309 0,307 0,297 0,302 0,347 0,438 93 0,357 0,332
4 0,303 0,35 0,327 0,321 0,28 0,257 0,269 0,472 0,322 0,397 0, 412‘ 0,405
5| 0,218, 0,221 0,220) 0,283 336 0,323 0,330 0,461} 0,409 0,438] 0,431
6 0254 026] 0257 0247] 0268 0282 0275 0355 049% 0473] 0,313
70307 o034 0324 0220 0248] 0299 0274 0327] 0428 0471] 0,49,
8 0395|0351 0373 0249| 0261 0283 0272 0357] 0343 5 0344]  0355] 0350
9| 0,303 0,317 0,310 0,299 0,239 0, ZIE‘ 0,224 0,453 0,484 0,41 0,409
10] 0301 0355 0328 0278 024] 0378] 0,309 0,451 0307 0462] 0353
11 0301 03ss] 0328 0272 033]  0303] 0317] 0341] o049 0464 0,355,
0280 0282] 0258] 0270 033 0487 0416 0,325,
0233] 0267 0267] 0267 0494 0452 0466 0,425,
0242] 0211 025 0232 0465 0437 048 0492|0486
0223] 0246] 0208] 0227 0582 0463 0379] 0346|0363
0,380 0,337] 0,271 0,304 0,484] 0,44% 0,471
0279 0,295, 027] 0283 0379 0492 0474
0301 0266] 0266] 0266 0368 0448] 0,329
0,256 025] 0204 0,227
0,222 0,221 0,23 0,226 0404‘ 0,438|
0,231 028;5’ 0,376 0,331 0,491 0,412 0,458 0,437
0,251 0,225 0,23\ 0,434] 0,409
0316] 0328 0368 0491 0479
0333 0371 045
0,267 0,21% 0,297
0,235 0,204 0,292 0,414 0,436|
0,388 0,314 ozzj 0,287 0,426 0,451
0,341 0,347[ 0228] 0,219 0,289] 0,298, 0,294] 0,25/ 0,291 0,343] 0,393, 0,368
50.1 0319] 0,39 0,3% 0218] 0285] 0252| 0246 0379] 0313] 0294] 0288 0407] 0,431 y
54.1 031 0348] 0329 0259] 0249 o0254] 0223] 0209 0216] 0273 0237 0417] 0354
se| 0357] 0399] 0378 0261 0271 o0266] 0201] o0215] 0053 0337] 0263 034] 0464
63 0,312 0,388 0,350 0,24 0,247 0,244 0, ZSJ 0,251 0,253 0,251 0,224 0,494 0,457]
64| 0369] 0322 0346] 0236 o0258] 0247 0228 047] 0349|0273 0216 047] 0494
65| 0309] 0389 0349] 0265 0254 0260 0214 0388] 0301 0207] 0,218 0491 0,489
69 0,337 0,361 0,349) 0,232| 0,263 0,248] 0,297] 0,212 0,255 0,399] 0,204 0,452] 0,307
72 0,349 0,369 0,359) 0,241 0,245 0,243] 0,203] 0,209 0,206 0,252] 0,264 0,411} 0,49]
75| 0311] 0341 o0326] 0212 0305 0259 0282] 0236 0259 0249] 00282 0,469 037,
76 0346] 0336 0341 0218 0281 0250 0295 033 0313 0342 0231 0415] 0,402
77 0,371 0,398 0,385 0,21] 0,249 0,230) 0,242] 0,335 0,289! 0,293] 0,209 0,449] 0,432|
78] 0338] 0323 0331 0287 0238 0263 0202 0316] 0259 0399] 0,267 0458] 0,398
w228 032 0377] 0349 0234 0234 0234 0334 o248 0291 0391 0247 048] 0312
wz31 0,367 0,373 0,370) 0,22] 0,246 0,233] 0,2] 0,324 0,262 0,229] 0,233 0,366 0,379)
Wz dub 0,349 0,335 0,342] 0,278 0,328 0,303] 0,213] 0,246 0,230 0,291] 0,257 0,346] 0,378
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LAC 40

| ) $rednia
0,156 0,126 0,141

SM wz

| I Srednia
0,369 0,363 0,366

SM kl

| 1l srednia
0,392 0335  0,3635

SM wz+lac 40

| 1} $rednia
0,533 0,528  0,5305

SM kl+lac 40

| 1} $rednia
0,556 0,601  0,5785

LAC43
| 1l srednia
0,13 0118 0,124

SM wz

| 1l srednia
0,369 0363 0,366

SM ki

| 1l $rednia
0,392 0,335 0,3635

SM wz+lac 43

| 1 Srednia

0,58 0,568 0,574

SM kl+lac 43

| 1l $rednia
0,532 0,488 0,51



y

-AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

Szczep ‘CAN CAN+LAC 44 CAN+SMwz cAN+sMKI CAN+SMwz+LACA4 CAN+SMKI+LACA4
MTT i i srednia |1 I srednia |1 I srednia |1 i srednia |1 il srednia_ |1 i srednia
biofilm 48h
1| o3aa] 032 0332 o029 o0261] 0255] o00247] o0218] 0233] o028a] 0221] 0253 0324 o0355] o340 o0304] 0337] o321
2| o0318] 0322] 0320 0236] 0263 0250 o0266] 0208 0237] 0201 o0261] 0231] 0286 0359 0323 0,3% 0344 0362
3| o033] o0318] 0324 0202 0313 0303 0281 0337] 0309] 0307] 0297] 0302] 0415 0285 0350 0371] 0431 o401
4| o0303] o03s] 03270 o0247] o0276] 0262 o026] o0382[ o3n 8|  0257] 0269] 0478 0362 0420 0400
s| o218] 021 0200 0217 o0283] 0250 0347 o0219] 0283 o0336] 0323] 0330] o0264] 0268 o0266] 0319 034 0330
6]  0254] 026] 0257 0249 0206 0228 0225 0268 0047 28] 0282] 0275 0373] 0338 56
7] 0307] o03am o032 0202] 0259 o0276] 0227] 0212] 0220 0248 0209] 0274 0442 04 o421
8| 0395] o0351] 0373 026 032 0290 0215 0282 o00249] o261] o0283] 0272] 0425 0366] 039
o 0303] o0317] 0310 0252 0271 0262 0261] 0337] 0299] 0,39 o,zls‘ 0224 0,393 0,350
10]  0301] 0355] 0328 0226] 025 0238 0204 0262 o00278] 024] 0378] 0309] 0265 0,341
1]  o301] 0355] 0328 o0284] o248 o0266] 0263 028] o0272] 033] o0303] o0317] 032 0337]  oa7a] o0a49] 0462
12| o381 o361] 0371] 0274 o0241] 0258 0261 o0299] 0280 o0282] 0258] 0270] 0283 0295 o0349] 0397] 0373
13| 0302 025] 0256 0233 0232) 0233] 0267 0267 0267] 0348 0379]  036] 0432] 039
14] 0,39 0241 0225] 00209] 0275] 0242] 0211] 0252 0232 0337 0403 0378] 0398] o388
15| 0376] 0331] 0354 0233 0267 0250 0231] 0214 0223] o0046] 0008] 0227] o0416] 0428 0422 0439] 0333] 0386
16| 0308] 0305] 0307 0276] 023] 0253 o0383] o0377] o380 0337] o0271] o0304] 0483 0355 0419 0403 o0412] o408
17]  0306] 0367] 0337 0287 o0275] 0281 o0275] 0283 o079 366 0380 0385| 0394] 0390
18]  0378] 0309] 0344 0233] o208 0221 0389 0213 o03m1 328 o0312] o032 o0427] oa16] 0422
19]  0321] 0325] 0323 0202 0313 0,30% 0277] _0234] 0256 , 04771 _0303] 039%] 0476 0468 0472
20 0318] 0371 o0345] 0205 0322] 0309 0228 o0216] 0022 0342  0364] 0337] 0367] 0352
21| o368]  0304] 0336 o034 o031 0,32% 0232] 0209 0231 0464] 0458 ; ,
2| o038 03470 0365 0239 o0254] 0247 o0284] 0018 0051
201 037] 0387] o379 0341 0316 o 32% 0316] 0315|0316 0,315 0467] 0,429
2.2 0323 0347] o0335] 0322] 0263] 0203 0326 034 0333 0385]  0331] 0358] 0437 0323] 0380
25| 0305] 0379] 0342] o041] o0286] 0348 0287 0247 o067 0402] 0404] 0403] 0402 0423 o413
44 0387] 0399] 0393 0063] 0262] 0263 0252 0218 0235 0412] 0386 0399 0322 0365 0344
46| 0314 0327] 0321] o0061] 0257] 0259 024 0388 0314 0288 0287 o088 033]  033] 0330] 0397 0409 0403
47 0353] 0341 0347] 0304] 0326] 0315 0289 0298 0294 025] 0291 0271 0453] 0355 0404] 0483  047] 0477
50.1 0319] 039%| 0358] 0303] 0228] 0266 0246 0379 0313 0294 0288] 0291 0329] 0282] 0306] 039 0407 o401
54.1 031] 0348] 0329 0232 o018 0211 0223 o0209] o0p16] 0073] 0237] 0255] 0353 0417 o0385] 031 0293 0302
s6]  0357] 0399] 0378 035 0341 0346] 0291] o0215] 0253 0337] 0263] 0300] 0439 0449 0444 0368 0392] 0380
63]  0312] 0388 0350 0378 0245] 0312] 0255 0251 0253] 0251 0224] 0238]  042] 0406 0413 o0415] 0417 o416
64]  0369] 0322] 0346 0321 0283 0302] 0228 047] 0349] 0073] o0016] 0245] 0418 o448 0433 0477] 0402] o440
65  0309] 0389 0349 0247] 0253 0250 0214 o0388] 001 0007] o0218] 0213] 0382 0203 0338 0383 0387 o385
69] 0337] 0361] 0349 0271] 0238 0255 0297 o0212] 0255 0399] 0004] 0302] 0282 0276 0279  049] 0455 0473
72]  0349] 0369] 0359 0242 022 0231 0203 0209] 0206] 0252] 0264] 0258] 0269 0292] 0281 o0445] o0428] 0437
75 os311] o0341] 0326] 0239 0207 0268 0282] 0236] 0259 0049] 0282 o0266] 0373 0427 0400 0288 0305 0297
76]  0346] 0336] 0341] 0225 0245 0235] 0295 033] 0313] 0342] 0231] o0287] 0498 0367] 0433 0361 o0488] 0425
77 0371 0398] 0385 0279 0244 0262] 0242] 0335] 0289 0293] 0209] 0251] 038 0332 0356 0277] 0276] 0277
78] 0338] 0323] 0331 0286 0278 0282 0202] o0316] 0259] 0399 0267] 0333] 0414 0345 0380 0276] 0301 0289
w228 032] 0377] 0349 0317 025 0284 0334 o0p248] 0291 0391] 0047] 0319] o0384] 0345 0365] 0384 0359 0372
a3t 0367 0373]  0370] 0046] 0215 023]] 02| 0324 o262 0229] 0233] 0231] o0454] 0087] 0371] 0275 0205 0285
Wz dub 0349] 0335] 0342] 0327] 0312] 03200 0213 0246 0230] 0291 0257 0274] 034] 0438] 0389 039 0524 0459
ieni yniko -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
szczep lCAN CAN+AC 46 CAN+sMwz cAN+sMKI cAN+sMwz+ACAS CAN+SMKI+ACAE
MTT \I ] srednia || I Srednia || I srednia || I Srednia |1 1l Srednia |1 ] Srednia
biofilm 48h
1| o03s4] 032 o033 o028 027 o0277] o0047] 0218] 0233 0221 053] 0552 0535] 0544|0302 o0464] 0383
2| o318] 0322 0320 0268 0283 o0276] 0266] 0208] 0037 0261 0231 o586] 0551 0569] 0338 0315 0327
3| 033] 0318] 0324 028 0268 0274 0281 0337] 0309 0297 0302] 0544]  0425] 0485] 0392 0335] 0364
al o0303] o035] 0327 0253 03] 0277] o026 o038 0321 0257 o0269] 0595] 0413] 0504] 0482 0308 0395
s| o0218] 021 0220 o168 0211] o019%| 0347] 0219] 0283 0323] 0330 0502] o0416] 0459] 0357 0361 0359
6] 0254] 026] 0257 0208 021 0209 0225 o0p68] 0047 0282]  0p75]  0552] o0426] 0489 0345 0326 0339
7| 03071 o341 0324 0257 0201 0274 0227] o0212] 00220 o0048] 0299] 0274] 0476 0358]  0439] 0,399
8| 0395] 0351] 0373 0345 o0208] 0322 o0215] o0282] o0249] op61] o0283] o0272] o554 0364] 0379] 0372
o 0303] 0317] 0310] 0257 0387 0322] o0261] 0337] 0299] 0239] o0208] 0204 o444 0366] 0325|0536
10]  0301] 0355] 0328 0254 0305 0280 0294 0262 0278 024] 0378] 0309 0538 0342] 0331 0337
1]  o301] 0355] 0328 o0241] o0314] 0278 0263 o028 0413] 0462|0438
12| o8] o361 0371] 0334 031 0322 o261 0299 0428] 0364] 0,39
0287 oo71| o, 23% 0,232 0317]  0387] 0352
033] 0342 0209 0275 0385] 0324] 0355
0275 0300 0231] 0,214 0,3774 0391 0369
0267 0261 0383 0377 0328] 0394 0361
0307 0297] 0275] 0,283 0339]  0313] 0326
0259 00294] 0389 0213 0,391
0275 0073]  0277] 0234 0,331
0321 0295| 0208] 0216 0,424
0265 0292] 0232] 0229 0,447
0297] 0315] o0084] 0218 0,474
, , 0357 0339] o0316] 0315 0,497
24.2 0323] 0347] o0a3s| 0273] 0297] o285 0326 034 0,492
25| 0305] 0379] 0342 0255 0320 0292 0287 0047 0,318
4a]  0387] 0399] 0393] 0337] 0349] 0343 0252 0218 0,434
46| 0314 0327] o021 0p7] 0277] 0274 024] 0388 0,312
47 0353] o041 0347] 0305] 0291] 0208 0289 0,29] 0,316
501 0319]  039| 0358] 0275] 0346] 0311] 0246 0379 0,392
541 031] 0348] 0329] 026 07208 0279 0223 o209 0,335
56| 0357] 0399] 0378 0307 0349 0328 0291 o215 0,494
63]  0312] o0388] 0350 0205 029 0203 0255 o051 0,436
64] 0369] 0322] 0346 0319 07287 0303 0228 047] o0349] 0073] o0216] 0245] 0353 o401 0377] o441
65]  0309] 0389 0349 0205 0223 0259 0214 0388 0301 0207 0218] 0213] 0541] 0451 0496 0486
69] 0337] 0361] 0349 0201 0243 0222 0297 o0p12] 0255 0399] 0204] 0302] 0425 0311 0368 0459
72| 0349] 0369] 0359 0247 0235] 0241 0203 o0p209] 0006] 0052] o0264] 0258] 0307 0419 0363 0479
75| o0311] 0341] 0326] 0221] 07208 0260 0282] 0236] 0259] 0049] 0282] o0266] 0372] 0353 0363 0374
76] 0346] 0336] 0341] 0244 0244 0244 0295 033] 0313] 0342] 0231] 0287] 0439 0454 0447] 0469
77 _0371] 0398] 0385 0247] 0207 0272] 0242] 0335] 0289] 0093] 0009] o0251] 0445 0312 0379 03%
78] 0338] 0323] 0331] 0264 0284 0274 0202] o0316] 0259] 0399] 0267] 0333] 0435 0523 0479 0407
w228 032] 0377] 0349 0224] 0283 0254 0334 0248 0291 0391 0247] 0319] 0429 0526 0478 0523
w231 0367 0373]  0370] 0229] 0261] 0,245 02 0324 o262 0229] 0233] 0231 o0314] 0457] 0386 0384
Wz dub 0349]  0335] 0342] 00219] 0214] 0217] 0213 0246 0230 0291 0257 0074] o0a18] 0577] 0498 0545

198

LAC44
| 1l srednia
0,208 0,201  0,2045
SM wz
| 1} srednia
0,369 0,363 0,366
SM ki
Srednia
0,335 0,3635
srednia
0,587 0499 0,543
SM kl+lac 44
| 1l srednia
0,51 0532 0521
LAC 46
| I Srednia
0,187 0,239 0,213
SM wz
| I $rednia
0,369 0363 0,366
SM ki
| 1} $rednia
0392 0335 03635
SM wz+lac 46
| I Srednia
0,577 0,552 0,5645
SM kl+lac 46
| I Srednia
0,537 0,442 0,4895



z ienie wynikéw -AKTYWOSE METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

0,307] 0,341 0,324 0,474 368 dl 0,227 0,212 0,220 0,248 0,299 0,274 0,384 0,395 0,390 0,237] 0,288 0,392 0,335 0,3635
0,395 0,373 0,46 X 0,215 0,282 0,249 0,261 0,283 0,272 0,399 0,388 ) 0,342

0,303 0,317 0,310 0,281 0,277 0,279 0,261 0,337 0,299 0,239 0, ZIE‘ 0,224 0,357 0,353 ) 0,430|SM wz+lac 50

10| 0,301 0,355 0,328 0,215 0,223 0,219 0,294 0,262 0,278 0,24 0,378 0,309 0,318 0,355 0,380|! 1 $rednia

11 0,301 0,355 D,SZ&‘ 0,301 0,277 0,289 0,263 0,28, 0,272 0,33 0,303‘ 0,317 0,305 0,357] 0,322 0,564 0,492 0,528
12 0,381 0,361 0,371 0,351 0,251 0,301 0,261 0,299 0,280 0,282 O,ZSj 0,270 0,371 0,385 X 0,355

o
rS
S
(=
&

Szczep ‘CAN CAN+LAC 50 CAN+SMwz ICAN+SMkI CAN+SMwz+LAC50 CAN+SMkI+LAC50 LAC 50
MIT i I srednia_ || 1 srednia_ || I rednia_ || I srednia_ |1 T srednia_ || T rednia_ |l 1 $rednia
biofilm 48h | | 0,185 015 0,675
1| o344 032 0332 o415] o0287] 0351 0247] 0218 0233] o0284] 0221] 0253 o0346] o041 0378] 0368 0382 0375
2| o0318] 032 032 s8] 0344 0351] 0266] 0208 0237] 0201 0261 0231 0399 o034s] 0372] 0344 0244] 0,294[smMwz
3] 0,33 0,318 0,324 07| 0,289 0,248 0,281 0,337 0,309 0,307 0,297 0,302 0,403 0,459 0,431 0,489 0,451 0,470|1 1 Srednia
4] 0303 035 0327] 0223 02| 0212 026/ 0382 0321 8| 0257| 0269] 0499 0406 0453] 0339 0451 0395 0369 0363 0366
s| o0218] 0221 0220 0241 0322] 0282 0347] 0219 0283 336] 0323 0,330 034 0325 0333 0,485|  0,446|SM ki
6| 0254] o026[ 0257 0376] 0201 0289 0225 0268 0247] 0268] 0282 0275 0313] 0392 0353 0567 05211 I $rednia
7
8
9|

13| 0302 0337] 0320] 0228 0219] 0224 0233 0232 0233 0267] 0267] 0267| 0306] 0343 0381 0408
14| 0,396] 038 0388 0251 0325 0288 0209 0275| 0242] 0211 0252| 0232 0307 0325| 0316] 0348 0318  0,333|SMki+lac 50
15| 0376 0331] 0354] 0261 0251 o0256] 0231 0214 0223 0246] 0208 0227 0376] 0325 0351] 0475 0534 05051 1 $rednia

16| 0308 0305/ 0307] 0201 0257 0229] 0383 0377 0380 0337] 0271 0304 0307| 0359 0333 0329 068 0505|0547 0405 0476
17| 0306] 0367] 0337] 0279 036] 03200 0275 0283 0279 0,295 027] 0283 0373 036] 0367 0632 0614 0623

18| 0378] 0309] 0344] 0399 0229] 0314] 0389 0213] 0301 0266| 0266] 0266 0332| 0389 0361 039] 0329] 0360

19| 0321 0325 226| 63| 0277] 0234|0256 0204 0227| 0307| 0324 0316] 0446 036] 0403

20| 0318 0371 316 63| 0,228] 0,222 0316| 0338 0327

0313 0,232 , , 0317] 0339] 0328

21 0,368 0,304
0,338 0,387]

0,231

22 0,382 0,347 0,221 0,284 0,251 0,363
24.1 0,37, 0,387 0,305 0,277 0,316 0,316 0,384 0,354
242 0323] 0347 0345 0,355 0,326] 0,333 03| 0356
25| 0305|0379 0386] 0348 0287 0,267
0399 0399 0382 0252 0235
0314 0327 o031] 0315] 024 0314
47| 0,353| 0,341 0,347 0,32 0,29 0,294
501 0319  039%| o03s8] 0308 039 0313
54.1 031 0348] 0,329 026]  0368] 0216
56 357| 0,399 0378] 0,394 0,221 0,308} 0,291} 0,253 0,491} 0,414

63| 0312] o0388] 0350 0226] 0357 0202 0,55
64| 0369] 0322 03a6] 0326 0305 0316 0,228]
65| 0309 0389 0349 0335] 0304 0320 0214
69 0337] 0361 o0349] 0314 0352 0333 0,007
72| 0349] 0369] 0359] 0271] 0284 0278 0,003
75| 0311 o0341] 0326 o0268] 0381 0325 0282
76]  03a6] 0336] 0341 o0361] 0301 0331 0295
77l 0371] 0398] o038s| 0323] 0201 0307 0,089
78] 0338] 0323] 0331 0352 0373 0363 0202
w228 032] 0377] 0349 o0306] 0219 0263 0334
w231 0367] 0373 0370] 0215 0262] 0,239 0,2
Wz dub 0349]  0335] 0342] 0341 0338 0340 0,13

0253 0251 0224 0238 0487] 0415 0451 0459 0,369
0349] 0273| 0216| 0245 0375 039%| 0386 0318 0,397
0301] 0207 0218] 0213 0398 0465 0432[ 0469 0,408
0255] 0399 0204 0302] 0304 045  0377] 0459 0368
0206] 0252 0264] 0,258 044 0445] 0443[ 0344 0,319
0259] 0249 0282] 0,266] 0359 037] 0365] 0475] 0482
0313] 0342 0231] 0287] 0364 037 0367] 0376] 0578
0289 0293 0209] 0251 0385 0506] 0446] 0386 0,391
0259] 0399 0267] 0333 0302] 0352] 0327 0364 0336
0201] 0391 0247] 0319 0354 0344] 0349 0389 0647
0262 0229 0233] 0231 0398 0224] 0311 0472[ 0,409
0230] 0291 0257 0274 0326] 0429 0378 0316] 0,305

Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

szczep ‘CAN CAN+LAC 56 CAN+SMwz CAN+SMIKI CAN+SMwz+LACS6 CAN+SMKI+LACS6 LAC 56
MTT I srednia_|1 it srednia I i srednia |1 I srednia |1 it srednia |1 il srednia_|I 1 srednia
biofilm 48h 0,186 019 0188
1| 0344 032 0332] 0252 0243 0284 0221 0253 0374] 0359 0,367 0329
2 0318 0322 0320 0249] 0251 0201 0261 0231 0313 0337] 0,325 0,360|SM wz
3 033 0318 0324 0243 o241 0307 0297] 0302[ 0389 0303 0451I 1 érednia
4] 0303 035 0327] 0244 0,229 0257| 0269 0324] 0375 0356| 0,369 0363 0,366
5| 0218 0221] 022] 0307 0325 0316 0323 0330 0349 0303 SM kI
6] 0,254 026 0257 0,259 u,zﬁ 0,269) 0282 0275 0334] 0337 0331] 0333)i 1 érednia
7] 03071 0341] 0324 0321] 0254 0,288 0,274 23 83 0373 0420 0392 0335 03635
8 0395| 0351 0373 0275 0296 0286 0,261] 0272| 0261 0344 0375|0346
9 0303 0317 0310 0252 0241 0,247, 0,239 0224| 0473|0225 0,486 0,395|SM wz+lac 56
10 0301 0355] 0328 0226 0333 0280 024 0309 0484]  0218] 0,404]  0,406]I 1 érednia
11 0301 0355 0328 365 0391 037 033] 0303 0317 0351 0369 0444 0415|0541 0587 0564
12| 0381 0361 0371 , 0282 0258] 0270 0391 0391 0431 0437
13 0302 0337 0320| 0267 0267] 0267] 0252 0264 0411 0446
14| 0,39 038 0388 0,275 0211 0252|0232 0203 0321 0357 0,377|sM ki+lac 56
15| 0376] 0331 0354 0,214 0246 0208] 0227] 0333 0258 0454]  0390|i 1 érednia
16| 0307 0377 0337] 0271 0304] 0249] 0408 0411 0395 0578 051 0544
17 0311] 0,327 0344 0346
18 0349] 0,356 0354 0414
19| 0292 0,381 0398 0434
20| 0318 0371 0345 X 0318] 0354 0335
21 0368|0304 0336] 0238 0333 0,337, 0384] 0369
22| 0382 0347] 0365 0393 0351 , 0495 0417
24.1 037 0387 0379 0378] 0357] 0332] 0378] 0355

24.2 0323 0347 0335
25| 0305|0379 0342 027|  0309)
24 0387] 0399 0393 0287] 0,256
a6] 0314 0327 0321 0354] 0,29
471 0353 0341] 0347] 0285 0307
50.1 0319] 0396|0358 035] 0279
54.1 031] 0348 0329 0266 0375
s6| 0357 0399 0378 0231] 0299
63] 0312 0388 0350 0331 0294
64] 0369] 0322 0346] 0354] 0,269
65 0309 0389 0349] 0232 0328
69] 0337 0361 0349 0357 0312
72|  0349] 0369 0359 0277] 0272
75| o311 0341 0326] 0315] 0326
76| 0346] 0336 0341 0208 0313
771 _0371] 0398 0385] 0269 0,269

43 385  0,404|  0406| 0,405
0218 0207] 0258] 0388 0245 0317 0313 0335 0324
0204 0292] 0248] 0287] 0233 0260 0345 0314] 0330
0288 0287 0288] 0201] 0494 0348 0339 0323] 0331

025 0291 0271 o0216] 0371] 0294 0305] 0372 0,339
0204] 0288 0291] 0395 0424] 0410 0371 0348 0360
0273 0237] 0255 o0481] 0408 o0445] 0326] 0405] 0366
0337 0263] 0300 0338 0334 0336 0462[ 0438] 0450
0251 0224] 0238 0487 025 0369 0332[ 0576 0454
0273 0216] 0245 0379] 0333] 0356 0486] 0426] 0456
0207 0218] 0213 o0405] 0417 o0411] 0324 0325] 0325
0399 0204] 0302 0346] 0448 0397] 0344 0302] 0323
0252 0264] 0258 0407] 0406] 0407] 0416] 0467] 0442
0249 0282] 0266] 0239] 0497 0368 0309 0303] 0306
0342 0231] 0287 0465 039 0431 0362[ 0682 0522
0293 0209] 0251 0798] 0343 0571 0321] 0236 0279

78] 0338 0323 0331 0316] 0254 0,285 0399 0267] 0333 0334] 0397 0366 0345 0391 0368
wz28 032 0377 0349] 0267] 0301 0284 0334 0,248 0391 0247] 0319 0438] 0366] 0402] 0337] 0367] 0352
w231 0367 0373] 0370 0272] 0264 0,268 02[ 0324 0229] 0233 0231] 0413 0395 0404 0388] 0451 0420
Wz dub 0349 0335] 0342 o0301] 0246 0274] 0213[ o0246] 0230 0201 0257 o0274] o0468] 0345] 0407 0314 0478] 039

199



Z ynikéw -AKTYWOSE METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 61 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC61 CAN+SMKI+LAC61
MTT I I srednia_ || [ rednia_ || I rednia_ |1 I srednia_ || T srednia_ |1 T $rednia
biofilm 48h |
1| 0344 032 0332] 0256 0319] 0288 0247| 0218] 0233| 0284 0221 0253 0485 0393 0358 0379] 0,369
2| 0318 0322 0,32% 0302] 0291 0297 0266| 0208 0237] 0201 0261 0231 039 0404  0347| 0473] 0410
3 033 0318 0324] 0376] o0264] 03200 0281 0337 0309 0307 0297 0302] 0444 0423 0468] 0488] 0478
4] 0303 035]  0327] 0354 o0377] o366 026] 0382 0321 028] 0257 0269 0461 0435| 0414] 0339] 0377
s| 0218 0221 0220 0286 026] 0273 03471 0219 0283 0336] 0323 0330 0382 034s| 0386] 0307] 0347
6] 0254 026] 0257 039] 0291 0341] 0225 0268] 0247] 0268 0282 0275 0,323 039 0328] 0345] 0337
7| 0307] 0341 0324 0373 0227] 0212| 0220] 0248 0299 0274] 0,383 0362 0369 0448 0,409
8 0395| 0351 0373 0301 0215 0282 0249] 0261 0283 0272] 0,426 0384 0351 0443] 0397
9 0303 0317 0310 025| 0254 0252| 0261 0337] 0299 0239 0208 0224 0,465 0380 0349] 0372] 0361
10 0301 0355] 0328] 0228 0209 0264 0294] 0262[ 0278 024] 0378 0309 0316 0344 0317] 0352[ 0335
11 0301 o03ss[ 0328] 0207 0231 0264] 0263 028 0272 033 0303 0317] 0382 039%] 0357 0375
12| 0381 0361 0371 0261] 0209] 0280 0282 0258 0270 0332 0336 0309 0313]
0233 0232 0233 0267 0267] 0267 0391 0,415
0302 0209] 0275] o0242| 0211 0252] 0232[ 0348 0339] 0345
0279 0231] 0214 0223] 0246] 0208 0,227
0274 0383] 0377 0380 0337 0271 0304
0276] 0275 0283 0279 0295 027] 0283
0297 0389 0213 0301 0266] 0,266 0,266
0349] 0277|0234 0256 025 0204 0227
0305 0208 0228 0216] 0222] 0,221 023 0226
0286 0297|0232 0229 0231 o, zz;s’ 0376] 0,331
0286 0283 0284 0218] 0251 0,225
24.1 037] 0387] o379] 0303 0291 0297 0316] 0315 0316] 0,328
24.2 0323] 03470 o0a3s| 0323] 0304] 0314 0326 034 0333 o037
25| 0305|0379 0342| 0288 0322| 0305 0287 0247] 0267 021 0,297
48] 0387 0399 0393 o0252] 0331 0292 0252 0218 0235 0204 o0202] 0248
46] 0314 0327] 0321 0264] o0.286] 0275 024 0388] 0314] o0288] 0287] o288
471 0353] 0341] 0347] 0266] 0293 0280 0289 0298 0,204 025 0291 0271
50.1 0319 039%| 0358 0285] 0202 0244 0246] 0379] 0313 0294 o0288] 0291
54.1 031] 0348 0329] 0227 0287] 0257 0223 0209 0216 0273] 0237 0255
s6] 0357 0399 0378] 0268 0333 0301 0201] 0215[ 0253] 0337] 0263 0,300
63 0312 0388 0350 0329 0256 0293 0255 0251 0253] 0251 07224 0,238
64 0369 0322] o0346] 0259 0301 0280 0,228 047 0349 0273] 0216 0245 0341 0315] 0328 0355 o0422] 0389
65| 0309] 0389 0349] 0227] o0221] 0224 0214 0388] 0301 0207] 0218 0213] 0349] 0389 o0369] 0312] 0317 0315
69] 0337 0361 0349] 0278 0228] 0253 0297 0212 0255] 0399 0204 0302] 0371 0395] 0383] o0486] 0365 0426
72| 0349] 0369 0359] 0223 o0248] 0236 0203 0209 0206] o0252] 0264 o0258] 0304 0365 0335] 0339 0358 0349
75| o0311] 0341 0326] 0244 0236 0240 0282] 0236] 0259 0249] 0282 o0.266] 0447] 0423] 0435 0475 040a] 0440
76 03a6] 033 0341] 0316] 0254 0285 0295 033 0313 0342 0231 0287] 0454 0501 0478 062 0306] 0463
771 0371] 0398 0385] 0274 031] 0292 o0242] 0335] o0289] 0293 0209 0,251 054] 0369 0455 0492 0494 0493
78] 0338] 0323 0331 0216 03] 0258 0202 o0316] 0259 0399 0267 0333] 0393 0383 0388 0577 036] 0469
w228 032 0377 0349] 0258 0209] 0234 0334 0248 0291 0391] 0247 0319] 0421 0407 0414] 0681 0481 0581
w231 0367] 0373] 0370 0,232 024] 0236 02 0324] 0262 0229] 0233 0231 048] 0372] 0426] 0248 0333 0291
Wz dub 0349] 0335] 0342 o0256] 0347] 0302] 0213[ o0246] 0230 0291 0257 0274 o04s8] 0452 o0455] 0551 0399 0475
Zestawienie wynikoéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 65 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LACE5 CAN+SMKI+LAC65
MTT I I srednia_|I I srednia_|I I $rednia_ || I $rednia_ || [ rednia_ || I $rednia
biofilm 48h
1| 0344 032 0332] 0364 0269 0317 0247] 0218] 0233 0284 0253 0305| 0367 0336 0374] 0622 0498
2| 0318 0322 0320 025 0216] 0233 0266] 0208 0237] 0201 0231 0259] 0315 0287] 0538 049 0514
3 033] 0318 0324] 0324 0447] 0386] 0281 0337 0309 0,307 0302 0558] 0535] 0547] 0452[ 0405 0429
4] 0303 035] 03271 0337 0281 0309 o026] 0382 o3n 0,28 0,269 0,53 03| 0415| 0471] 0475 0473
s| o218] 0201 0200 o0341] 0328 5| 0347  0219] 0283 0336 0,484 037| 0427] 0334 0207 0271
6 0254 026 0257] 0318 o0428] 0373 0225 0268] 0247 0268 047] 0277 0374] o0669] 0337] 0503
7] 0307] o034 0324 0247] 0245 o0246] 0227] 0212 0220 0248] 0209 0274 0257] o0413] 0335[ o04s1] o0371] oam
8 039s| 0351 0373] 0279 0258 0269 0215 0282 0249] 0261 0283 0272] 0302] 0498] 0400 0398 0572 0485
9| 0303 0317 0310 032 0312 0261 0337] 0299 0239 o,zn;s‘ 0224 0352| 0462] 0407| 0316] 0374 0345
10 o301 o03ss[ o328] 0473 0385] 0204] 0262] 0278 024] 0378 0309 0792 037 0581 0459 0458] 0459
11 0301 035s| 0328] 0326] 0241 0284] 0,263 028 0272 033 0303 0317] 0335 037] 0353|0492 0437] 0465
12| 0381 0361 0371 022 022| 0220 0261 0299] 0280 0282 0258 0,270 o,ﬁ‘ 0422 0422|0624 0461  0543|
13| 0302] 0337] 0320 0304 0279 0292 0233] 0232] 0233] 0267] 0267] 0267] 0278 0326 0302 o0403] 0343 0373
14 039% 038 0388 0171 0209 0190 0209 0275 0242] 0211 0252| 0232[ 0223 0271 0247 0388 0306] 0,347
15|  0376] 0331 o0354] 0217 o0261] 0239 o0231] 0214 0223] o0246] 0208 0,227 o,zﬁ 0313] 0207 0329 0323] 0326
16] 0308 0305| 0307] 0215 0197| 0206] 0383 0377] 0380 0385| 0378|0382
17) 0306] 0367] 0337] 0306] 0319] 0313 0275 0283 0279 0365 0321 0343
18] 0378] 0309 0344 025| 0229 0240] 0389 0213 o030
19 0321] 032 0282] 0200 0277] 0234 025
200 0318 0371 0215| 0211 07228 o0216] 0222
21 0368 0304 0228 0263 0232 0229 0231
22| 0382 0347 0229 0231 0284 0218 0251
241 037] 0387 027] 0312] 0316 0315] 0316
24.2 0,323 0,347 0,232 0,236 0,326 0,34 0,333
25| 0305|0379 0383 0445 0287] 0247] 0267 0,21% 0,297
44| 0387 0399 0218 0235 0204 0,292
46| 0314] 0327 0314] 0288 0,287,
47| 0353] 0341 0,294 025 0291
[s0.1 0319] 0,39 0313 0204 0288] 0,291
54.1 031]  0348] 0216 0273] 0237] 0255
56| 0357] 0399 0253] 0337] 0263 0300 0661 0545] 0603 0492 0377] 0435
63| 0312] 0388 0253| 0251 0224 0238 0391 0446 0419] 0437 0327] 0382
64 0369 0322 0349 0273] 0216 0245 0391 0358 0375 0423 o0362] 0393
65| 0309] 0389 0301] 0207 0218] 0213 0343 0574 0459 0511] 048] 0499
69 0337] 0361 0255] 0399 0204 0302] 0314 0245] 0280 0244 0312] 0278
72| 0349 0369 0206 0252] 0264] 0258] 0256] 0.265] 0261 0427 0333 0380)
75| 0311 0341 0259 0249] 0282[ o0.266] 0261 0334 0298 0379 054 0,460)
76| 0346]  0,336) 0313 0342 0231] 0287 0377] 0355 0366] 0556 0303 0430
771 0371] 0398 0289 0203] 0209 0251 0333 0382 0358 0347 0563 0455
78] 0338 0323 0259 0399 0267 0333 0346] 0316] 0331 0559 0376] 0468]
w228 032] 0377 0291 0391 0247] 0319 0461 0303 0382[ 0428 0481 0455
wz31 0367] 0373 0262 0229] 0233 0231 0274 0271 0273] o0476] o0425] 0451
wz dub 0349] 0335 0342 0,239 0240 0,213 0230 0201] 0257 o0.274] 0298 0622 o460 0378 0453] 0416

200

LAC61
| I Srednia
0,22 0,211 0,2155

SM wz

| 1l srednia
0,369 0363 0,366

SM ki

| 1} $rednia
0,392 0,335  0,3635

SM wz+lac 61

| I Srednia
0,504 0,506 0,505

SM kl+lac 61

| I $rednia
0,505 0,573 0,539

LAC 65

| 1l srednia
0,214 018 0,197

SM wz

| 1} $rednia
0,369 0,363 0,366

SM kl

| 1 $rednia
0,392 0335 03635

SM wz+lac 65

| 1 srednia
0,511 052 05155

SM kl+lac 65

| 1l srednia
0,535 0,507 0,521



-AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

Szczep ‘CAN CAN+LAC 68 CAN+SMwz CAN+SMkI CAN+SMwz+LAC68 CAN+SMkI+LAC68
MTT [I I Srednia || I Srednia || I $rednia__ || Il Srednia I 11 Srednia I I $rednia
biofilm 48h
1 0,344 0,32 0,332 0,371 0,279 0,325 0,247 0,218 0,233 0,284 0,221 0,253 0,27, 0,311 0,291 0,304 0,396 0,350
2 0,318 0,322 0,32% 0,281 0,233 0,257 0,266 0,208 0,237 0,201 0,261 0,231 0,363| 0,579 0,471 0,455 0,403 0,429
3] 0,33 0,318 0,324 0,302 0,297 0,300 0,281 0,337 0,309 0,307 0,297 0,302 0,56 0,451 0,506 0,409 0,401 0,405
4 0,303 0,35 0, 327[ 0,289 0,293 0,291 0,26 0,382 0,321 0,38 0,386 0,388 0,25 0,319
5| 0,218 0,220 0,381 0,426 0,404 0,347 0,219 0,283 0,287 0,284 0,281 0,374 0,328].
6 0,254 0,257 0,337] 0,462 0,400 0,225 0,268 0,247 0,228 0,289 0,309 0,268 0,289
7] 0,307 0,324 0,313 0,434 0,374 0,227 0,212 0,220 0,248 0,299 0,274 0,318 0,366 0,342 0,367 0,379 0,373
8 0,395 0,373 0,364 0,275 0,320 0,215 0,282 0,249 0,261 0,283 0,272 0,247 0,295 0,271 0,252 0,214 0,233
9 0,303 0,310 0,262 0,261 0,337] 0,299 0,239 0,@‘ 0,224 0,413 0,286 0,350 0,351 0,334 0,343
10 0,301 0,328 0,258 0,294 0,262 0,278 0,24 0,378 0,309 0,302 0,396 0,349 0,335 0,345 0,340
11 0,301 0,328 0,297 0,263 0,28 0,272 0,33 0,303 0,317 0,348 0,275 0,312 0,362 0,371 0,367
12| 0,381 0,371 0,394 0,261 0,280 0,282 0,258, 0,270 0,378 0,265, 0,322 0,348 0,332 0,340
13| 0,302, 0,344 0,233 0,233 0,267 0,267, 0,267 0,341 0,293 0,317 0,365 0,226 0,296
14 0,396 0,38 0,388 0,277] 0,293 0,285 0,209 0,242 0,211 0,252 0,232 0,491 0,285 0,388 0,343 0,34j 0,343
15 0,376 0,331 0,354 0,263 0,368 0,316 0,231 0,223 0,246 0,208, 0,227 0,316 0,378 0,347 0,305 0,345 0,325
16 0,308} 0,305 0,307 0,426 0,269 0,380 0,337 0,271 0,304 0,398 0,3] 0,349 0,376 0,262 0,319
17 0,306 0,367 0,337 0,309 0,275 0,279 ?‘ 0,357 0,317 0,315 0,367 0,341
18 0,378 0,309 0,344 0,289 0,389 0,301 0,343 0,225] 0,21 0,218
19| 0,321 0,325 0,323 0,37 0,277 0,256 0,406 0,376 0,262 0,319
20 0,318 0,371 0,345 0,282 0,228| 0,222 0,421 0,401 0,401
21 0,368 0,304 0,336 0,295 0,232 0,231 0,352 0,321
22| 0,382 0,347 0,365 0,284 0,251 0,304 0,29 0,332
24.1 0,37 0,387 0,379 0,322 0,316 0,307] 0,295 0,332 0,341 0,337
24.2 0,323 0,347 0,335 0,33 0,333 0,288 0,300 0,271 0,331 0,301
25 0,305 0,379 0,342 0,394 0,267 0,218 0,297 0,258 0,434 0,356 0,395 0,315 0,452 0,384
44 0,387, 0,399 0,393 0,375, 0,235 0,204 0,292 0,248 0,305 0,604, 0,455 0,406 0,396 0,401
46 0,314 0,327 0,321 0,366, 0,566 0,466 0,24 0,314 0,288) 0,287, 0,288 0,352 0,43 0,391 0,324 0,232 0,278
47| 0,353 0,341 0,347 0,581 0,264 0,423 0,289 0,294 0,25 0,291 0,271 0,326| 0,315 0,321 0,371 0,233 0,302
50.1 0,319 0,396 0,358 0,312 0,274 0,293 0,246 0,313 0,294 0,288 0,291 0,387 0,394 0,391 0,321 0,277 0,299
54.1 0,31 0,348 0,329 0,317 0,308} 0,313 0,223 0,216 0,273 0,237 0,255 0,37] 0,479 0,425 0,299 0,337 0,318
56 0,357 0,399 0,378 0,476 0,328 0,402 0,291 0,253 0,337 0,263 0,300 0,386 0,366 0,376 0,267 0,459 0,363
63 0,312 0,388 0,350 0,364 0,462 0,413 0,255 0,253 0,251 0,224 0,238 0,308 0,306 0,307 0,311 0,34 0,326
64 0,369 0,322 0,346 0,697 0,406 0,552 0,228 0,349 0,273 0,216 0,245 0,469 0,464 0,467 0,285 0,359 0,322
65| 0,309 0,389 0,349 0,432 0,486 0,459 0,214 0,301 0,207 0,218| 0,213 0,326 0,31 0,318| 0,34 0,258 0,299
69| 0,337] 0,361 0,349 0,312 0,359 0,336 0,297 0,255 0,399 0,204 0,302 0,328 0,252 0,290 0,369 0,297 0,333
72 0,349 0,369 0,359 0,297 0,28 0,289 0,203 0,206 0,252 0,264 0,258 0,296 0,295 0,296 0,3 0,269 0,285
75| 0,311 0,341 0,326 0,333 0,356 0,345 0,282 0,259 0,249 0,282 0,266 0,363 043 0,397 0,374] 0,434 0,404
76| 0,346 0,336 0,341 0,431 0,437 0,434] 0,295 0,313 0,342 0,231 0,287 0,349 0,512 0,431 0,462 0,447 0,455
77| 0,371 0,398 0,385 0,558 0,444 0,501 0,242 0,289 0,293 0,209 0,251 0,487 0,319 0,403 0,378 0,368 0,373
78] 0,338 0,323 0,331 0,485 0,432 0,459 0,202 0,259 0,399 0,267 0,333 0,343 0,308 0,326 0,365 0,433 0,399
Wz28 0,32 0,377 0,349 0,355 0,405 0,380 0,334 0,248 0,291 0,391 0,247, 0,319 0,378 0,465 0,422 0,317 0,366 0,342
wz31 0,367, 0,373 0,370 0,34 0,577 0,459 0,2 0,324/ 0,262 0,229 0,233 0,231 0,362 0,3 0,331 0,354 0,294 0,324/
Wz dub 0,349 0,335 0,342 0,356 0,264 0,310 0,213 0,246 0,230 0,291 0,257 0,274 0,226 0,302 0,264 0,292 0,346 0,319
Z ynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 69 CAN+SMwz CAN+SMkI CAN+SMwz+LAC69 CAN+SMkI+LAC39
MTT ‘I I srednia_ || I srednia || I Srednia__ || I srednia__ || Il srednia I 1l srednia
biofilm 48h
1 0,344/ 0,32 0,332 0,233 0,203 0,218 0,247 0,218 0,233 0,284 0,221 0,253 0,454 0,256, 0,355 0,298 0,494 0,396
2 0,318 0,322 0,320 33 0,36 0,237 0,201 0,261 0,231 0,481 0,47 0,463 0,308 0,386
3| 0,33 0,318 0,324 0,348 0,384 0,309 0,307 0,297 0,302 0,388 0,345 0,474 0,34 0,407
4 0,303 0,35 0, 327[ 0,215 0,321 0,28 0,257 0,269 0,347 0,246 0,297 0, 347‘ 0,321 0,334
5| 0,218 0,221 0, sz 0,204 0,283 0,336 0,323 0,330 0,363 0,43 0,397 0,298 0,309 0,304}
6 0,254 0,26 0,257 0,228 0,247 0,268 0,282 0,275 0,439 0,431 0,435 0,264 0,253 0,259
7 0,307 0,341 0,324 0,275 0,220 0,248 0,299‘ 0,274 0,321 0,287 0,304 0,374 0,385
8 0,395 0,351 0,373 0,374 0,249 0,261 0,283 0,272 0,357] 0,404
9| 0,303| 0,317 0,310 0,307 0,299 0,239 0,208 0,224 0,375 0,365
10| 0,301 0,355 0,328 0,209 0,278 0,24 0,378 0,309 0,453 0,401
11 0,301 0,355 0,328 0,195 0,272 0,33 0,303‘ 0,317 0,257 0,335 0,296
12| 0,381 0,361 0,3771 0,224 0,280 0,282 O,ZSj 0,270 0,357 0,372 0,365
13 0,302 0,337 0,320 0,2 0,233 0,267 0,267 0,267 0,326| 0,411 0,369
14| 0,396 0,38 0,388 0,209 0,242 0,211 0,252 0,232 0,428 0,403
15 0,376 0,331 0,354 0,184 0,366 0,275 0,231 0,214 0,223 0,246 0,208 0,227 0,443 0,407 0,425
16| 0,308, 0,305 0,307 0,205 0,22 0,213 0,383 0,377 0,380 0,337 0,271 0,304 0,342 0,40% 0,375
17| 0,306 0,367 0,231 0,34 O,Z&' 0,275 0,283 0,279 0,295 0,27 0,283 0,35 0,421
18] 0,378 0,309 0,223| 0,275 0,249 0,389 0,213 0,301 0,266 0,266 0,266
19| 0,321 0,325 0,221 ﬂ{ 0,277 0,234 0,256 0,25 0,204 0,227
20 0,318 0,371 0,211 0,228| 0,216 0,222 0,221 0,23 0,226
21 0,368 0,304 0,21 0,232 0,229 0,231 028;5’ 0,376 0,331
22| 0,382, 0,347 0,205 0,284 0,218| 0,251 0,225 0,23\ u,zz% 0,33
24.1 037 0,387 0,222 0,316 0,315 0,316 0,328 0,368 0,348 0,312
24.2 0,323 0,347 0,256 0,217 0,237 0,326| 0,34 0,333 0,371 0,45 0,411‘ 0,372
0,379 0,253 0,275 0,264 0,287 0,247 0,267 0,215{ 0,297
0,399 0,179 0,312 0,246 0,252 0,218 0,235 0,204 0,292
0,327 0,321 0,281 0,329 0,305 0,24 0,388| 0,314 ozzﬁ 0,287 0,525 0,539 0,452 0,421 0,437
0,341 0,347[ 0,232, 0,243 0,289 0,298, 0,294 0,25 0,291 0,483 0,497 0,449 0,485, 0,467
0,396 0,35% 0202] 0269 0236] 0246] 0379 0313] 0294 0288] 0201 0455 0516 0486 0307 0435] 0371
0,348 0,329 0,186 0214‘ 0,200 0,223 0,209 0,216 0,273 0,237 0,255 0,36 0,619 0,490 0,436 31 0,384
0,399 0,378‘ 0,232 0,256 0,244 0,291 0,215 0,253 0,337 0,263 0,300 0,457 0,396 0,427 0,346 0,402 0,374
0,388 0,350 0,211 0,312 0,262 0, zsj 0,251 0,253 0,251 0,224 0,238 0,386 0,457 0,422 0,307 0,483 0,395
0,322 0,346 0,257 0,298 0,278 0,228 0,47 0,349 0,273 0,216 0,245 0,459 0,369 0,414 0,457 0,411 0,434
0,389 0,349 0,19 0,209 0,200 0,214 0,388 0,301 0,207 0,218 0,213 0,495 0,383 0,439 0,467 0,419 0,443
0,361 0,349 0,178 0,288 0,233 0,297 0,212 0,255 0,399 0,204 0,302 0,256 0,305 0,281 0,346 0,397, 0,372
0,369 0,359 0,185 0,207 0,196 0,203 0,209 0,206 0,252 0,264, 0,258 0,531 0,404/ 0,468 0,373 0,495 0,434/
0,341 0,326 0,217 0,214 0,216 0,282 0,236 0,259 0,249 0,282 0,266 0,282 0,317 0,300 0,382 0,411 0,397
0,336 0,341 0,355 0,32 0,338 0,295 0,33 0,313 0,342 0,231 0,287 0,311 0,289 0,300 0,215 0,435 0,325
0,398 0,385 0,285 0,287 0,286 0,242 0,335 0,289 0,293 0,209 0,251 0,282 0,275 0,279 0,288 0,411 0,350
0,323 0,331 0,272 0,242 0,257 0,202 0,316 0,259 0,399 0,267 0,333 0,349 0,321 0,335 0,495 0,323 0,409
0,377 0,349 0,201 0,194 0,198 0,334 0,248 0,291 0,391 0,247 0,319 0,477 0,427 0,452 0,311 0,464 0,388
0,373 0,370 0,182 0,18 0,181 0,2 0,324 0,262 0,229 0,233 0,231 0,273 0,235 0,254 0,354 0,45 0,402
Wz dub 0,349 0,335 0,342 0,285) 0,319 0,302 0,213 0,246 0,230] 0,291 0,257, 0,274] 0,293 0,304 0,299 0,535 0,335 0,435

201

LAC 68

| I $rednia
0,191 0173 0,182

SM wz

| 1l srednia
0,369 0363 0,366

SM ki

| I $rednia
0,392 0,335 0,3635

SM wz+lac 68

| 1l Srednia
0514 0501 05075

SM kl+lac 68

| 1} srednia
0,571 0,573 0,572

LAC 69

| 1l srednia
0,201 0163 0,182

SM wz

| 1l srednia
0,369 0363 0,366

SM ki

| 1} $rednia
0,392 0,335 0,3635

SM wz+lac 69

| 1l $rednia
0,494 0,551  0,5225

SM kl+lac 69

| 1l $rednia
0,555 0,503 0,529



202

Z ynikéw -AKTYWOSE METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
Szczep [CAN CAN+LAC 76 CAN+SMwz ICAN+SMKI CAN+SMwz+LAC76 CAN+SMKkI+LAC76 LAC 76
MTT [I I Srednia || I srednia || I srednia || I Srednia || [H $rednia |l i} $rednia |l } $rednia
biofilm 48h 0,218 0,195 0,2065
1 0,332} 0,317, 0,447, 0,382] 0,247| 0,218, 0,233 0,284] 0,221 0,253 0,433] 0,302 0,368 0,382 0,410
2| 0,320) 0,276 0,291 0,284 0,266/ 0,208, 0,237 0,201} 0,261 0,231 0,308} 0,448, 78| 0,416 0,422|SM wz
3 O,Sﬁt 0,347] 0,228 0,288 0,281 0,337 0,309 0,307 0,297 0,302 0,425 0,413 0,419‘ 0,437] 0,482|1 1l $rednia
4] 0,3z7| 0,349 0,31 0,330 0,26 0,382 0,321 8| 0,257, 0,269 0,41 0,445 0,428 0,326 0,401 0,364 0,369 0,363 0,366
5 IJ,ZZQ 0,224 0,332 0,278 0,347 0,219 0,283 336 0,323 0,330 0,398 0,382 0,390 0,363 0,338|SM kI
6| 0,257 0,269 0,236 0,253‘ 0,225 0,268 0,247 0,268 0,282 0,275 0,458 0,324 0,391 0,334 0,344|1 1l $rednia
7] 0,324 0,166 0,227 0,212 0,220 0,248 0,274 0,35| 0,412 0,381 0,441 0,408 0,392 0,335 0,3635
8| 0,373 0,215 0,282 0,249 0,261 0,272 0,434 0,413 0,424 0,341 0,336
9| 0,261} 0,337 0,299 0,239 0,224 0,364 0,355 0,360 0,357, 0,347|SM wz+lac 76
10| 0,294 0,262 0,278 0,24 0,309 0,388 0,313 0,351 0,464 0,478“ I $rednia
11 0,263 0,28 0,272 0,33 0,317 0,34 0,402 0,371 0,49 O,A?:j 0,494 0,486 0,49
12| » 0,261 0,299 0,280 0,282 0,270 0,347 0,445 0,374
13 0,320 0,191 0,197 0,194 0, 23% 0,232 0,233 0,267 0,267 0,32 0,331 0,326 0,379
14 0,388] 0,194 0,191 0,193] 0,209 0,275 0,242 0,211 0,232 0,413 0,343 0,378 0,310|SM kl+lac 76
15 0,354 0,306 0,294 0,300 0,231‘ 0,214 0,223 0,246 0,227 0,339 0,367 0,353 0,358 0,347]1 I $rednia
16 0,307 0,194 0,185 0,190 O,Rj 0,377] 0,380 0,337 0,304 0,359 0,365 0,362 0,391 0,501 0,534 0,5175
17| 0,337 0,241 0,261 0,251 0,275 0,283 0,279 0,283 0,381 0,378 0,380
18 0,378 0,309 0,344 0,314 0,221 0,268 0,389 0,213 0,301 0,266 0,336 0,372 0,354
19 0,321 0,325 0,323 0,305 0,308} 0,307 0,277 0,234 0,256 0,227 0,376 0,423 0,400 0,346 0,367
20| 0,318, 0,371 0,345 0,183 186 0,185 0,228 0,216 0,222 u,zz% 0,43[ 0,445 0,438| 0,43 379
21 0,368 0,304 0,336 0,275 0,282‘ 0,279 0,232 0,229 0,231 0,331 O,AZQ 0,397 0,412 0,423 0,477
22| 0,382 0,347 D,SE‘ 0,205 0,228 0,217 0,284 0,218 0,251 0,228 0,424 0,387 0,406 0,316 0,327
24.1 0,37 0,387 0,379 0,218, 0,234 0,226 0,316 0,315 0,316 0,328
24.2 0323] 0347] o0335| 0193 0183 o188 0326 034] 0333 0371
25 0,305 0,379 0,342 0,406 0,329 0,368 0,287 0,247 0,267 0,218
44 0,387, 0,399 0,393 0,3ﬁ 0,257 0,291 0,252 0,218| 0,235 0,204
46 0,314 0,327 0,321 0,26 0,213 0,237 0,24 0,314 0,.
47, 0,353 0,341 0,347 0,232 0,236 0,234 0,289 0,294 0,
150.1 0,319 0,396 0,358| 0,205 0,206 0,206 0,246 0,379 0,313 0,294
54.1 0,31 0,348 0,329 0,209 0,172 0,191 0,223 0,209 0,216 0,273
56 0,357 0,399 0,378 0,27 0,359 0,315 0,291 0,215 0,253 0,337
63| 0,312 0,388 0,350 0,222 0,273 0,2@ 0,255 0,251 0,253 0,251
64 0,369 0,322 0,346 0,252 0,276 0,264 0,228 0,47 0,349 0,273
65| 0,309 0,389 0,349 0,163| 0,161 0,162 0,214 0,388 0,301 0,207
69| 0,337, 0,361 0,349 0,179) 0,189 0,184 0,297 0,212 0,255 0,399
72| 0,349 0,369 0,359 0,171 0,182 0,177 0,203 0,209 0,206 0,252
75 0,311 0,341 0,326] 0,214 0,214 0,214] 0,282] 0,236 0,259! 0,249]
76| 0,346 0,336 0,341 0,287, 0,257 0,272 0,295 0,33 0,313 0,342
77| 0,371 0,398 0,385 0,181 0,177 0,179 0,242 0,335 0,289 0,293
78] 0,338 0,323 0,331 0,208 0,204 0,206 0,202 0,316 0,259 0,399
wz28 0,32 0,377 0,349 0,218| 0,273 0,246 0,334 0,248| 0,291 0,391
wz31 0,367, 0,373 0,370 0,165) 0,167 0,166 0,2 0,324/ 0,262 0,229
Wz dub 0,349 0,335 0,342] 0,235, 0,248 0,242] 0,213] 0,246 0,230 0,291,
Z ynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h
Szczep ‘CAN CAN+LAC 82 CAN+SMwz CAN+SMkI CAN+SMwz+LAC82 CAN+SMKkI+LAC82 LAC 82
MTT ‘I I srednia_ || I srednia || I Srednia__ || I srednia__ || Il srednia | 1l Srednia |l I srednia
biofilm 48h 0,227 0,223 0,225
1 0,344 0,32 0,332 0,252 0,314 0,283 0,247 0,218 0,233 0,284 0,221 0,253 0,447 0,373 0,410 0,522 0,412] 0,467
2 0,318 0,322 0,320 0,247] 0,255 0,251 0,266 0,208 0,237 0,201 0,261 0,231 0,412 0,512 0,462 0,257 0,276 0,267|SM wz
3| 0,33 0,318 O,SZj 0,331 0,31 0,321‘ 0,281 0,337 0,309 0,307 0,297 0,302 0,389 0,484 0,437 0,268 0,258, 0,263|1 1 srednia
4 0,303 0,35 0, 327[ 0,333] 0,321 0,28 0,257 0,269 0,498 0,484 0,491 0,298 0,341 0,320 0,369 0,363 0,366
5| 0,218 0,221 0, sz 0,235 0,283 0,336 0,323 0,330 0,326 0,366 0,346 0, ZE‘ 0,314 0,299|SM kI
6 0,254 0,26 0,257 0,368 0,247 0,268 0,282 0,275 0,421 0,492 0,457 0,284 0,413 0,349|1 I $rednia
7 0,307 0,341 0,324 0,295 D,Zﬁ{ 0,227 0,212 0,220 0,248 0,299‘ 0,274 0,521 0,514 0,518 0,569 0,424 0,497 0,392 0,335 0,3635
8 0,395 0,351 0,373 0,313 0,297 0,215 0,282 0,249 0,261 0,283 0,272 0,515 0,596 56 0,281 0,282 0,282
9| 0,303| 0,317 0,310 0,271 0,295 0,261 0,337 0,299 0,239 0,208 0,224 0,573 0,327 0,26 0,314 0,287|SM wz+lac 82
10| 0,301 0,355 0,328 0,276 0,254 0,294 0,262 0,278 0,24 0,378 0,309 0,382 0,455 0,419] 0,294 0,276 0,285|! 1l $rednia
11 0,301 0,355 0,328 0,298 0,391| 0,263 0,28 0,272 0,33 0,303‘ 0,317 0,465 0,411 0,438 0,384 0,412 0,494 0,522 0,508
12 0,381 0,361 0 0274 0,261} 0,299 0,280 0,282] o,zsj 0,270 0,412] 0,452 0,432 0,337, 0,312
13 0,302 0,320) 0,325, 0233 0232 0,233 0,267| 0,267, 0,267, 0,318} 0,495 0,407 0,364 0,444/
14 0,396 0,38 0,388 0274 0,209} 0,275 0,242, 0,211} 0,252 0,232 0,548] 0,491 0,520 0,367, 0,412|SM ki+lac 82
15 0,376 0,331 0,354 0,285 0,386 0,231 0,214 0,223 0,246 0,208 0,227 0,376 0,463 0,420 0,333 0,392 0,363|1 1l $rednia
16| 0,308, 0,305 0,307 0,293 0,313 0,303 0,383 0,377 0,380 0,337 0,271 0,304 0, 414| 0,411 0,413 0,359 0,362, 0,361 0,555 0,523 0,539
17| 0,306 0,367 0,337 0,365 0,441 0,403 0,275 0,283 0,279 0,295 0,27 0,283 568 0,551 0,560
18] 0,378 0,309 0,344 0,308 0,434 0,371 0,389 0,213 0,301 0,266 0,266 0,266 0,507 0,538 0,523
19| 0,321 0,325 ;‘ 0,276 0,275 0,277 0,234 0,256 0,25 0,204 0,227 0,412‘ 0,339 0,376
20 0,318 0,371 0,257 0,278 0,228| 0,216 0,222 0,221 0,23 0,226 0,533 0, 318‘ 0,426
21 0,368 0,304 0,368 0,344 0,232 0,229 0,231 0, 28;5’ 0,376 0,331 0,512 0,393 0, 45;1
22| 0,382, 0,347 0,282 0,271 0,284 0,218| 0,251 0,225 0,23\ 0,228 0,305 03 0,3@
24.1 037 0,387 0,275 0,262 0,316 0,315 0,316 0,328 0,368 0,348 0,405 0,515‘ 0,460
24.2 0,323 0,347 D,ﬁ{ 0,318 0,331 5 0,326 0,34 0,333 0,371 0,45 0,411‘ 0,353 0,588 0,471
0,379 [ 0,342 0,594 0,434 0,287 0,247 0,267 0,21&{ 0,297 0,258 0,583 0,444 0,514
0,399 0,393 0,369 0,326 0,348 0,252 0,235 0,204 0,292 0,248 0,429 0,449
0,327 0,321 0,36] 0,431 0,396 0,24 0,314 0, Ziﬁ 0,287 0,288 0,437 0,312 0,375
0,341 0,347[ 0,321 0,305 0,313 0,289 0,294 0,25 0,291 0,271 0,516 0,548, 0,532
0,396 0,35% 028 0348 0314] 0246 0313| 0294 0288 0291 0319] 0324 0322
0,348 0,329 0,301 0,327, 0,314 0,223 0,216 0,273 0,237 0,255 0,396 0,513 0,455
0,399 0, 78‘ 0,341 0,377 0,359 0,291 » 0,253 0,337 0,263 0,300 0,591 0,564 0,578 0,333| 0,427] 0,380
0,388 0,350 0,296 0,333 0,315 0, zsj 0,253 0,251 0,224 0,238 0,441 0,393| 0,417 0,299 0,264 0,282
0,322 0,346 0,315 0,292 0,304 0,228 0,349 0,273 0,216 0,245 0,434 0,499 0,467 0,239 0,285 0,262
0,389 0,349 0,222 0,256 0,239 0,214 0,301 0,207 0,218 0,213 0,34 0,305 0,323 0,27, 0,288 0,279
0,361 0,349 0,207, 0,319 0,263 0,297 0,255 0,399 0,204 0,302 0,527 0,378 0,453 0,29 0,306 0,298|
0,369 0,359 0,211 0,255 0,233 0,203 0,206 0,252 0,264, 0,258 0,462 0,468 0,465 0,264 0,348 0,306
0,341 0,326 0,262 0,314 0,288 0,282 0,259 0,249 0,282 0,266 0,311 0,395 0,353 0,274 0,296 0,285
0,336 0,341 0,357 0,359 0,358 0,295 0,313 0,342 0,231 0,287 0,546 0,459 0,503 0,198 0,193 0,196
0,398 0,385 0,368, 0,303 0,336 0,242 0,289 0,293 0,209 0,251 0,356 0,378 0,367 0,221 0,222 0,222
0,323 0,331 0,259 0,291 0,275 0,202 0,259 0,399 0,267 0,333 0,453 0,457 0,455 0,274 0,296 0,285
0,377 0,349 0,229 0,269 0,249 0,334 0,291 0,391 0,247 0,319 0,494 0,388 0,441 0,281 0,239 0,260
0,373 0,370 0,228 0,219 0,224] 0,2 0,262 0,229 0,233 0,231 0,335 0,371 0,353 0,194 0,222 0,208|
Wz dub 0,349 0,335 0,342 0,272 0,265 0,269 0,213 0,230) 0,291 0,257, 0,274] 0,479 0,438 0,459 0,384]  0,4088| 0,396



z ienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

szczep ‘CAN CAN+LAC 83 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC83 CAN+SMKI+LAC83 LAC 83
M i I érednia || I érednia || I srednia || I srednia |1 I srednia || I $rednia_ |1 I $rednia
biofilm 48h 0284 0281 0,2825
1| 0344 032 0332] 0389 0344 0367 0247] 0218 0,233 0221 0253] 0291 0437] 0364] 0491 0368] 0430
2 0320 05| 0323 0314 0266] 0208 0237 0261 0231 0311 0323 0317 0374 63 469|SM wz
3 0324 55| 0363 0359] 0281 0337] 0309 0297] 0302] 0215[ o0211] 0213[ o0428] 0429 04291 1 srednia
4 0327] 0565|0429 0497 026] 0382 0321 0257 0269] 0286] 0278] 0282] 0397] 0393 0395 0369 0363 0366
5 022 0411 o0316] o0364] 03470 0219] 0283 0323] 0330 0347, 04s| 0399 SM kI
6 0257 0425] 0466] 0446 0225 0268 0,247 0282 0275 0561 0493 0527 I 1 $rednia
7 0324 0319] 0392 0356 0227] 0212 0,220 0299 0274 0443] 0487| 0465 0392 0335 03635
8 0373| 0366| 0367] 0367 0215| 0282 0,249 0283 0272] 0322 039%9] 0361
9 0310 0269 0303 0286 0261 0337 0,299 0, ZE‘ 0224 0571 0512] 0542 SM wz+lac 83
10 0328 031] 0312] o0311] 0294 o0262] 0278 0378 0,309 047] 0426 0448] 0503 0406] 0455|i 1 $rednia
11 0384 0479 0432 0,263] 028 0272 033 0303] o0317] o415 0,48| 48| 039 0364 0377] 0464 0426 0445
12| 0376] 0379] 0261] 0299] 0280 0282 0258 0270 o049%2[ o403 48] 0476] 0434 0455
13|

339| 0410 0233 0232 0233] 0267 0267] 0267| 0319 0495 0407| 0577| 0347] 0462
14| 0,396] 038 0331] 0226] 0279] 0209 0275| 0242] 0211 0252| 0232 0413] 0489 0451 0512| 0524]  0518/SM ki+lac 83
15| 0376 0331] 0354 039 0352 0371] 0231 o0214] 0223 0246 0208 0227] 0492 0308 0400 0401 Y 1 1 $rednia

16| 0308 0305] 0307] 0348 0496| 0422] 0383 0377 0380 0337| 0271 0304 0337] 0218 0278 0356
17| 0306] 0367] 0337] 0315 0406| 0361 0275 0283] 0279] 0295 027| 0283] 0555 0559 0557| 0,484

| 033

18 0,378 0,309 0,344 0,351 0,414] 0,383 0,389 0,213 0,301 0,266 0,266 0,266 0,46 0,379 0,420 0,344
19 0,321 0,325 0,323 0,234 0,339 0,287 0,277 0,234 0,256 0,25 0,204 0,227 0,393 0,418] 0,406| 0,324
0,318] 0,371 0,277] 0,372 0,228| 0,216 0,222 ,221 23 0,226 ,391 0,41 0,401 0,343

21 0,368| 0,304 0,276 0,276 0,232 0,229 0,231 0,286 0,376 0,331 0,322 0,440 0,447

0495 0473 0484

.

22| 0382 0347 0363| 0325| 0284 0218 0251  0,225] 0372| 0382 0,502
24.1 037 0387| 0379 0399 0484 0442 0316 0315 0316] 0328 38| 0,448
24.2 0323] 0347] 0335 0344] 0318 0331 0326 034 0333 0371 0,409 0513
25 0,305 0,379 0,342 0,383 0,441 0,412 0,287 0,247 0,267 0,2: 0,425 0,517
44 0,387] 0,399 0,393 0471 0,355 0,413 0,252 0,218 0,235 0,20 0,573 0,392
46 0,314] 0,327 0,321 0471 0,446 0,459 0,24 0,388 0,314} O,Ziﬂ 0,468 0,537
47]  0353] oam| o0347] 04071 0439] 0423 0289 0208 0204 0,25 0,555| 0314
|50.1 0319] 039%| 0358 0424] 0425 0425| 0246] 0379 0313] 0,294 0468 0,531
54.1 0,31 0,348 0,329 0,512 0,456 0,484 0,223 0,209 0,216 0,273 0,475 0,316
56| 0357|0399 0378] 0458] 0422| 0440] 0291 0215 0253 0,337 0,460| 0,451
63 0,312 0,388 0,350 0,323 0,328 0,326 0,255 0,251 0,253 0,251 0,417 0,317
64| 0369 0322 0346 0232] 0354 0293 0228 047] 0349] 0,273] 0,595! 0,56
65 0,309 0,389 0,349 0,474 0,481 0,478 0,214 0,388 0,301 0,207 0,341 0,366

69] 0337 0361] 0349] 0486] 0479] 0483 0297 0212 0255 0399 0,407] 0,383
72| 0349 0369] 0359] 0445 0343] 0394 0203] 0209 0206 0252 0,451 0,46|
75] 0311 0341] 0326] 0552 0522] 0537 0282] 0236 0259 0249 0,436] 0,459
76] 0346] 0336/ 0341] 0352 0376] 0364] 0,295 033 0313] 0342] 0231 0287 0398 055 0474] 0465] 0429] 0,447
771 0371] 0398 0385] 0473 0396] 0435 0242 0335] 0289 0293 0209 0251 o0464] 0379] 0422 o0411] 0412 0412
78] 0338 0323] 0331 03s] 0422] 038 0202] 0316] 0259 0399] 0267] 0333 0389] 0409 0399 0346] 0308 0327

Wz28 0,32 0,377 0,349 0,391 0,423 0,407 0,334 0,248 0,291 0,391 0,247 0,319 0,201 0,377 0,289 0,519 0,341 0,430
Wz31 0,367] 0,373 0,370 0,534 0,426 0,480 0,2 0,324 0,262 0,229 0,233 0,231 0,304 0,304 0,304 0,469 0,32 0,395
Wz dub 0,349 0,335 0,342 0,563 0,436 0,500 0,213 0,246 0,230 0,291 0,257] 0,274] 0,314 0,531 0,423 0,439 0,415 0,427

Zestawienie wynikéw -AKTYWOSC METABOLICZNA-metoda posrednia z MTT BIOFILM 48h

szczep ‘CAN CAN+LAC 45 CAN+SMwz CAN+SMKI CAN+SMwz+LAC4S CAN+SMKI+LAC45 LPA45
MTT | 1 érednia_ |1 1 érednia_ |1 I $rednia_|I I Srednia_ |1 1 $rednia_ |1 I srednia_ |1 1 érednia
biofilm 48h 0321 0263 0292
1| 0344 032[ 0332 0352| 0331 0342] 0247| 0218 0233] 0284 0221 0253 0,687
2| 0318 0322 0320 0342| 0344 0343] 0266| 0208 0237| 0201 0261 0231 0,438|SM wz
3| 033 0318 o,azﬂ 0214] 0237 0226 0281] 0337] 0309] 0307 0297 0302 0,483l 1 érednia
4 0303 035] 0327 0401] 0395 0398 026 0382 0321 028 0257|0269 0452 0420 0369 0363 0366
s| o218 0221 0220)] 0284] 0329] 0307] 0347] 0219 0283 osaj 0323] 0330 0,421 0,531|SM kI
6] 0254] 0,26 0,257, 0372] 0386] 0379] 0225 0268 0247 0268 0282 0275 0,460 0,4951 1 érednia
7| 0307] 028] 0221 o0251] 0227 o0212] 0220 o0248] 0209 0274 0537| 0579] 0507| 0543] 0392 0335 03635
8 0395 0285| 0377 0331] 0215| 0282] 0249 0261 0283 0272 0579| 0664 0601 0633
9 0303 0345| 0319] 0332] 0261] 0337] 0299 0239 0208 0224| 0538 0534| 0536 0534 0696 0615/SM wz+ac4s
10| 0301 0361] 0273 0317 0294 0262 024 0378] 0309 0,454 049 0509]  0,500[i 1 érednia
1] 0301 0322| 0333 0328 0263 033] 0303 0317 0561 0745| 0765|0755 0599 0587 0,593
12| 0381 037 0362 0366] 0261 0299 0280 0282 0258 0270
13| 0302 0201| 0464 0333| 0233| 0232 0233 0267 0267 0267
14|  039% 0,32 047| 0395 0209] 0275 0242] 0211 0252 0232
15| 0376 0469] 0323] 0396] 0231] 0214] 0223] 0246 0208 0227 érednia
16| 0339 036] 0350 0383 0377] 0380 0337] 0271 0304 0426|  0,498] 0,65 0593 0579
17, 0473| 0398] 0436] 0275 0283] 0279] 0295 027| 0283 0406| 0437|0469
18 0365 021 0288 0389 0213 0301 0266| 0266] 0,266 0536 0510 0497
19] 0321 0256 0282 0269] 0277] 0234 0256 025 0204 0227] 0424 059| 0509 0503 0573 0538
20| 0318 0365| 0393 0379 0228 0216 0222 0221 023| 0226] 0406] 0425| 0416] 0627] 0442] 0535
21| 0368 031] 0377] 0344] 0232] 0229 0231 028] 0376 31]  0379] 0588] 0484 0,469 057| 0,520
2| 0382 0303 0327] 0315] 0284] 0218] 0251 0225 023] 0228 0572] o489 0531 o505 059| 0,548
24.1 037 0341 0362] 0352] 0316] 0315 0316 0328 0368 0348 0412 0581 0497 047] 0524|0497,
24.2 0323 0301] 0362] 0332 0326 034 0333 0371 045| 0411] 0551 0508] 0530 0617] 0,673 0,645
25| 0305 0316| 0233] 0275| 0287| 0247 0267| 0218 0297 0258 0451 0547 0499 0613 065 0,632
44] 0,387 0476] 0273 0375] 0252] 0218 0235] 0204] 0292] 0248 0447] 039 0422 0569 0662 0616
46] 0314 0374] 0316] 0345 024 0388] 0314 0288 0287 0288 048] 0435] o04s58] 0661 0539 0,600
47 0353 0368] 0346] 0357] 0289] 0298 0294 025 0201 o271 039] 0365 0378] 058 0606] 0,598
50.1 0319 0358] 0313 0336 0246] 0379] 0313] 0294 0288 0291 0491 0553 0522 0461 0525] 0493
54.1 0,31 0347] 0377] 0362] 0223] 0209 0216] 0273 0237] 0255] 0453] 0509 0481 0624 0491 0558
56| 0357 0317] 0329] 0323] 0291] 0215] 0253] 0337] 0263] 0300] 0411 0499 0455 0673] 0651 0662
63| 0312 0394] 0238 0316] 0255] 0251 0253] 0251 0224] 0238] 0473 0477 0475 0514 0496] 0505
64] 0369 0398] 0319 0359 0,228 047 0349] 0273] 0216] 0245 0482] 0451 0467 041 0501 0,456
65| 0309 0369] 0364 0367 0214] 0388 0301 0207 0218 0213] 0466 055 0513 0509 0504] 0507,
69] 0337 0305] 0326] 0316] 0297] 0212 0255] 0399 0204] 0302] 0429 0529 0479 0468] 0488 0478]
72| 0349] 0369 0359 0311] 0325] 0318] 0203] 0209 0206] 0252 0264] 0258] 0471 0577] 0524 0448 0564] 0506
75| 0311] 0341] 0326 035] 0333] 0342 0282 0236] 0259 0249 0282[ o0266] 0455 0409] 0432[ 0609 0519 0,564
76] 0346] 0336 0341 0374] 0371 0373 0,295 033 0313 0342] 0231] 0287] 0581 0571] 0576] 0554 0579 0567
771 0371] 0398 0385 0309] 0202] 0256 0242] 0335] 0289] 0293 0209 0251 0557 0462 0510 0543 0507] 0525
78] 0338 0323 0331 0308] 0339 0324] 0202] 0316] 025 0399 0267 0333 0626 0629 0628 0664] 0637 0651
w228 032 0377 0349 035 0397 0374 0334 0248 0291 0391 0247 0319 0428] 0483 0456 051 0641  0576]
w231 0367] 0373] 0370 0318] 0368 0343 02| 0324] 0262] 0229] 0233] 0231] 0484 0546] 0515 0679 0421 0550)
Wz dub 0349] 0335] 0342 0303 0343 0323 0213 o0246] 0230 0291 0257 0274] 0434 0473 o04sa] 0591 0655 0,623
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14. ANEKS

KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB - 198/2019

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. powolana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajaca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spotecznej 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 pdzniejszymi
zmianami ) w skladzie:

dr hab. Jacek Daroszewski. prof. nadzw. (endokrynologia. diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szczgkowa. chirurgia stomatologiczna)
mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygtéd, prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miller  (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 poloznictwo. onkologia)

Przesuzegajac w dzialalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej.
PO zapoznaniu sig z projektem badawczym pt.

~Zwalczanie drobnoustrojéw izolowanych z biofilméw jamy ustnej od 0séb z przewlekiymi
zakazeniami”
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zgloszonym przez mgr inz. Magdalen¢ Pajgczkowska zatrudniong w Katedrze i Zakladzie
Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu oraz ztozonymi wraz z wnioskiem
dokumentami, w tajnym glosowaniu postanowita wyrazi¢ zgode na przeprowadzenie badania
w: Poradni Stomatologicznej Prywatnego Centrum Stomatologicznego Maciej Koztowski w
Olesnicy; Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod
nadzorem prof. dr hab. Grazyny Gosciniak pod warunkiem zachowania anonimowosci
uzyskanych danych.

Uwaga: Badanie to zostato objete ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu z tytutu prowadzonej dziatalnosci:

Pouczenie: W ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwotania do Komisji Odwotawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroctawiu

Opinia powyzsza dotyczy: projektu badawczego bedacego podstawa rozprawy doktorskiej

Wroctaw, dnia ‘( marca 2019 r.

, Uniwersytet we'4r_ Jawiy
B K CZNA
prof. Kornafel
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