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Streszczenie

Zakazenia uktadu moczowego (ZUM) nalezg do najbardziej rozpowszechnionych infekcji
wystepujgcych u ludzi. 80% uroinfekcji szpitalnych zwigzanych jest z obecnoscig cewnika
moczowego, a bakterie zdolne przylega¢ do powierzchni biomateriatéw sg obecne
zaréwno w powietrzu sali operacyjnej i sprzecie medycznym, jak i na skoérze chorego
i personelu. Tworzenie biofilmu na powierzchni cewnikéw urologicznych jest niezwykle
istotnym czynnikiem ryzyka wystgpienia infekcji uktadu moczowego zwigzanej
z obecnoscig kateteru (CAUTI, ang. Catheter-associated Urinary Tract Infections).
Celem pracy byfta ocena zdolnosci drobnoustrojow bedacych czestym czynnikiem
etiologicznym ZUM do tworzenia biofilmu oraz mozliwosci jego usuwania z powierzchni

cewnikéw moczowych.

Badaniem objeto 396 klinicznych szczepéw z gatunkdéw Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae i Enterococcus faecium oraz 6 odpowiednich
szczepow referencyjnych, reprezentujgcych wyzej wymienione gatunki. Wybrane izolaty
kliniczne charakteryzowaty sie szerokim profilem lekoopornosci i pochodzity
od pacjentéw przewlekle hospitalizowanych.

Analiza zdolnosci do tworzenia biofilmu prowadzona byta dwutorowo. Oceniano
zaréwno elementy morfotyczne w badanej strukturze, jak réwniez ilos¢ i skfad
zewnatrzkomdrkowej matrix. Badania prowadzone byly za pomocg standardowych
analiz ptytkowych oraz w uktadach doswiadczalnych imitujgcych warunki wystepujgce

u pacjenta z zatozonym cewnikiem do pecherza.

Przesiewowe badanie pomiaru catkowitej biomasy biofilmu utworzonego
na polistyrenie, w petnym medium hodowlanym pozwolito na wstepny podziat
analizowanych drobnoustrojéw na grupy o zréznicowanych zdolnosciach formowania
struktury biofilmu. Pétilosciowa ocena liczby zywych komérek adherujgcych do podtoza
w wyzej wymienionych warunkach wykazata zrdéinicowanie pomiedzy szczepami
wewnatrz wyodrebnionych wczesniej grup. Otrzymane wyniki $Swiadczg o duzym
zréznicowaniu wewnatrzgatunkowym zdolnosci do tworzenia biofilmu oraz istotnym
znaczeniu macierzy zewnatrzkomoérkowej w formowaniu tej struktury. Badane gatunki

Gram-ujemnych pateczek tworzyty biofilm silniej niz analizowanego Gram-dodatniego



ziarniaka, co potwierdza istotny udziat tych drobnoustrojow w zakazeniach
o patogenezie biofilmowe;j.

Wykorzystujgc technike posiewdw ilosciowych wykazano, ze sposrdd analizowanych
gatunkdéw drobnoustrojéw najwyzszym powinowactwem do powierzchni cewnika typu
Nelaton cechowaty sie komorki Escherichia coli. Rowniez w warunkach przeptywu
medium, biofilm E. coli oceniany metodg Richards’a byt znaczgco silniejszy
w eksperymencie z uzyciem kateteru niz utworzony stacjonarnie na polistyrenie.
Uzyskane wyniki wskazujg na zaleznos¢ sity tworzenia biofilmu od struktury i sktadu

chemicznego powierzchni przylegania.

Klebsiella pneumoniae w warunkach przeptywowych w sztucznym moczu z glukoza
tworzyta biofilm znaczaco silniej niz w standardowych warunkach laboratoryjnych.
Z kolei Enterococcus faecium silnie tworzgcy biofilm w badaniach przesiewowych, silnie
adherujgcy do powierzchni kateteru stacjonarnie, w przeptywajgcym sztucznym moczu
zawierajgcym glukoze tworzyt biofilm na powierzchni cewnika na tyle stabo, ze ilos¢
zadherowanych komodrek nie byta mierzalna metodg Richards’a. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze stosowane rutynowo w badaniach nad biofilmem typowe warunki
laboratoryjne nie odzwierciedlajg prawdziwego poziomu zagrozenia jakie niesie
za sobg tworzenie sie biofilmu na biomateriatach w organizmie cztowieka, a polichlorek
winylu nie jest, z punktu widzenia zapobiegania odcewnikowym ZUM, bezpiecznym

materiatem do produkcji kateterow.

Oceniajac zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w mediach imitujgcych mocz ludzki
stwierdzono, ze obecnos¢ glukozy stymuluje proliferacje i/lub aktywnos$¢ metaboliczng
komorek E. coli i E. faecium, co potwierdza wysoki udziat pierwszego z nich i rosnacy
drugiego w ZUM wystepujacych u pacjentdw z przekroczonym progiem nerkowym
w wyniku cukrzycy. Podobne obserwacje opisujg réwniez inni badacze.

Doswiadczenia oceniajagce zdolno$¢ do produkcji $luzu wykazaty, ze powszechnie
stosowane metody nie sg wystarczajgco specyficzne, powtarzalne i poréwnywalne.
Oceniajgc morfologie hodowli na podtozu z czerwienig Kongo oraz poréwnujgc wyniki
absorbancji w badaniu zewnatrzkomoérkowego sluzu metodg Christensena stwierdzono,
ze obecno$¢ mono- lub disacharydéw w srodowisku niezwykle silnie stymuluje produkcje

zewnatrzkomoérkowej macierzy u szczepdw z gatunku Enterococcus faecium.



Izolacja i analiza sktadu czgsteczkowego zewngtrzkomérkowej matrix wykazata znaczaco

wyzisze stezenie pentoz i heksoz w probkach biofilmowych badanych gatunkéw
w poréwnaniu do ich planktonicznych odpowiednikéw, co moze sugerowac obecnosc
w analizowanym materiale polimerowej, wielocukrowej macierzy biofilmowe;.
Dodatkowo, wyzsze wzgledne stezenie w prébkach biofilmowych aminokwaséw
rozgatezionych, ktére u bakterii tworzone sg z prekursora metylomaslanu, $wiadczy
o wzglednie beztlenowych/beztlenowych warunkach rozwoju bakterii, co z kolei jest

cechg charakterystyczng dla gtebokich warstw dojrzatej struktury biofilmu.

Wykazano zatem, Zze zdolno$¢ tworzenia biofilmu jest cechg szczepo-zaleing
i ma zwigzek zaréwno z liczbg adherujgcych do podtoza komérek jak i iloscig
zewnatrzkomdrkowej matrix. Jednoczesnie, sita tworzenia biofilmu zalezy od rodzaju
powierzchni przylegania, sktadu medium hodowlanego oraz warunkéw hodowli

a obecnos¢ w Srodowisku glukozy moze byé czynnikiem promujgcym tworzenie silnych

struktur biofilmu wewnatrz swiatta cewnika.

W badaniach wptywu wybranych substancji na utworzony biofilm wykazano,
Ze najwyzszym poziomem skutecznosci wobec analizowanych gatunkéw
charakteryzowaty sie miejscowo dziatajgce zwigzki przeciwdrobnoustrojowe nalezgce
do antyseptykéw/lawaseptykdw — najnizsze wartosci MBEC (ang. Minimal Biofilm
Eradication Concentration) stwierdzono dla poliheksanidyny. Pomimo rekomendacji
dotyczacych stosowania ciprofloksacyny w ZUM niepowiktanych wobec Enterococcus

i powiktanych ZUM o etiologii Gram-ujemnych pateczek, otrzymane wyniki wskazuja,
ze badany antybiotyk nie jest najskuteczniejszym lekiem w terapii ZUM zwigzanych

z powstawaniem biofilmu. Peptydy wykazywaty aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowg
(jakkolwiek niskg) jedynie wobec biofilmu utworzonego przez Gram-dodatnie ziarniaki,
natomiast analizowane detergenty, w badanym zakresie stezen nie powodowaty
znaczacej redukcji biofilmu zadnego z gatunkdw. Zaobserwowano, ze srodki
przeciwdrobnoustrojowe cechowaty sie wyzszg skutecznoscig w eradykacji biofilmu
w medium zblizonym do moczu cztowieka niz w petnym medium hodowlanym
a mechaniczne przeptukiwanie kateteru moze by¢ skuteczng formg usuwania biofilmu
z jego powierzchni.

Ztozonos¢ struktury biofilmu oraz poziom zagrozenia rozwojem infekcji o tej

patogenezie sktania do przeprowadzenia pogtebionych badan nad drobnoustrojami



w postaci biofilmowej. Nalezy dazy¢ do =zastgpienia rutynowo stosowanych
w laboratoriach metod analiz biofilmu protokotami odzwierciedlajgcymi warunki in vivo
oraz wdrazaé metody o wysokiej doktadnosci, specyficznosci i powtarzalnosci.
Poszukiwanie nowych rozwigzan w zwalczaniu biofilmu oraz terapii zwigzanych z nim
infekcji jest nie tylko aktualnym, ale coraz pilniejszym do rozwigzania, problemem

badawczym.

Abstrakt

Urinary tract infections (UTIs) are among the most common human infections.
80% of hospital uroinfections are associated with the presence of an urinary catheter,
and bacteria capable of adhering to the surface of biomaterials are present both in the

air of the operating room and medical equipment, as well as on the skin of the patient

and staff. The formation of a biofilm on the surface of urological catheters
is an extremely important risk factor of urinary tract infection associated with

the presence of a catheter (CAUTI, Catheter-associated Urinary Tract Infections).

The aim of the study was to assess the ability of microorganisms which are a frequent
etiological factor of UTI to form a biofilm and to assess the possibility of a biofilm

eradication from the surface of urinary catheters.

The study included 396 different strains from the species of Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae and Enterococcus faecium, and 6 reference strains
of these species. Selected clinical isolates displayed multi-drug resistance profile and
were isolated from the chronically hospitalized patients.

The analysis of the ability to form biofilm was conducted in two ways. Both morphotic

elements in the examined structure as well as the amount and composition
of extracellular matrix were evaluated. The studies were conducted using standard
plate analyzes and experimental systems imitating the conditions in a patient

with a bladder catheter.

The screening test for measuring the total biomass of a biofilm formed on polystyrene
in full culture medium allowed for the initial division of the analyzed microorganisms

into groups with different biofilm formation capabilities. A semi-quantitative



assessment of the number of viable cells adhering to the surface of the plate under the
same conditions showed differentiation between strains within the previously isolated
groups. The obtained results showed a large diversity of intraspecific ability to create
a biofilm and an important role of extracellular matrix in forming this structure. The
examined Gram-negative rod species formed a biofilm more strongly than the analyzed
Gram-positive cocci, which confirms the significant role of these microorganisms

in biofilm pathogenesis infections.

Escherichia coli cells had the highest affinity for the Nelaton’s catheter surface using
the quantitative culture technique. Under flow conditions, the E. coli biofilm assessed
by the Richards method was significantly stronger in the catheter than this structure
grown stationary on polystyrene surface. The obtained results indicate the
dependence of the biofilm formation ability on the structure and chemical composition
of the contact surface.

Klebsiella pneumoniae, under flow conditions in artificial urine medium with glucose,
formed a biofilm significantly stronger than in standard laboratory conditions. In turn,
Enterococcus faecium strongly forming a biofilm in screening test and strongly adhering
to the surface of the catheter stationary, in flowing artificial urine containing glucose
formed a biofilm on the surface of the catheter weakly and it was not measurable by the
Richards’ method. The results obtained indicate that the typical laboratory conditions
routinely used in biofilm researches do not reflect the real level of danger associated
with a biofilm formation on biomaterials in the human body, and polyvinyl chloride
is not a safe material for catheter production from the point of view of UTIs prevention.
Assessing the ability to create a biofilm in media imitating human urine, it was found
that the addition of glucose stimulates the proliferation and / or metabolic activity
of E. coli and E. faecium cells, which confirms the high participation of the first of them
and growing share of the second in UTI occurring in patients with exceeded renal
threshold as a result of diabetes. Other researchers also describe similar observations.
Experience assessing mucus production ability has shown that commonly used methods
are not specific, repeatable and comparable enough. Assessing the morphology
of culture on Congo Red Agar and comparing absorbance results in the extracellular

mucus test by Christensen method, it was found that the presence of mono-



or disaccharides in the environment stimulates the production of extracellular matrix

in strains of Enterococcus faecium species extremely strongly.

Isolation and analysis of the molecular composition of the extracellular matrix showed

a significantly higher concentration of pentoses and hexoses in biofilm samples
of the tested species compared to their planktonic counterparts, which may suggest
the presence of a polysaccharide biofilm matrix in the analyzed material. In addition,
the higher relative concentration in the biofilm samples of branched chain amino
acids, which in bacteria are formed from the methylbutyrate precursor, is indicative

of the relatively anaerobic/anaerobic conditions for bacterial growth, which in turn
is a characteristic feature of the mature biofilm deep layers structure.

Therefore, the ability to create a biofilm has been shown to be a strain-dependent

feature, associated with both the number of cells adhering to the surface
and the amount of extracellular matrix. At the same time, the strength of a biofilm
formation depends on the type of contact surface, culture medium composition
and incubation conditions. Moreover, the addition of glucose in the environment
can be a factor promoting the formation of strong biofilm structures inside
the catheter. In studies of the influence of selected substances on the biofilm formed,
it was shown that the highest level of effectiveness against the analyzed species was
found for locally acting antimicrobial compounds (antiseptics / lawaseptics) -
the lowest MBEC (Minimal Biofilm Eradication Concentration) values were found

for polyhexanidine.

Despite the recommendations regarding the use of ciprofloxacin in UTIs uncomplicated
with Enterococcus and complicated UTIs with etiology of Gram-negative bacilli,

the obtained results indicate that this antibiotic is not the very beffective drug

in the treatment of UTIs associated with the biofilm formation. The peptides showed

antimicrobial activity (although low) only against the biofilm formed by Gram-positive

cocci, while the analyzed detergents in the tested concentration range

did not significantly reduce the biofilm of any species. It was observed

that antimicrobials were more effective in a biofilm eradication in a medium similar
to human urine than in a full culture medium and mechanical catheter flushing could

be an effective form of a biofilm removal from its surface.
The complexity of the biofilm structure and the level of risk of developing infections

with  this  pathogenesis prompts to carry out in-depth research



on biofilm-forming microbes. Efforts should be made to replace biofilm analysis methods
routinely used in laboratories with protocols that reflect in vivo conditions,
and methods with high accuracy, specificity and repeatability should be implemented.
The search for new solutions in a biofilm eradication and the therapy of a biofilm related

infections is not only a current, but more and more urgent research problem to solve.



