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CZESC A:
OPIS PROJEKTU

1. TEMAT PROJEKTU:

Okreslenie potencjatu zwigzkoéw pochodzenia naturalnego wobec komorek planktonicznych i biofilmow
szczepOw wieloantybiotykoopornych Pseudomonas aeruginosa

2. CEL NAUKOWY PROJEKTU | ZNACZENIE PODJETEGO PROBLEMU BADAWCZEGO (max 3000
znakow ze spacjami):

Zasadniczym celem naukowym projektu jest ocena wplywu zwigzkéw pochodzenia naturalnego wobec
komérek  planktonicznych i biofilméw  szczepdéw  Pseudomonas  aeruginosa o  profilu
wieloantybiotykoopornosci (multidrug-resistant, MDR) lub rozszerzonym profilem antybiotykoopornosci
(extensively drug-resistant, XDR) izolowanych z zakazen skory i ran, jak rowniez wyjasnienie ich
potencjalnego mechanizmu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Zwigzki pochodzenia naturalnego
wigczone do projektu to substancje aktywne wystepujgce w roslinach - fitozwigzki o potencjalnym
dziataniu eradykujgcym bakterie, w tym: kwercetyna, kwas galusowy, allicyna, kwas rozmarynowy oraz D-
limonen, ktore wykazujg szereg korzystnych wiasciwosci w leczeniu zakazen skdry i ran. Badanie zostanie
przeprowadzone na 100 szczepach gatunku Pseudomonas aeruginosa stanowigcego jeden z najczestszych
czynnikow etiologicznych zakazen skoéry i ran, szczegdlnie ran trudnogojacych sie. Ocena dziatania
fitozwigzkow na komorki planktoniczne i biofilm bakteryjny zostanie pordwnana z wynikami traktowania
drobnoustrojow i ich formy biofilmowej antybiotykami nalezgcymi do szesciu grup i stosowanymi w
Jeczeniu zakazen o etiologii P. geruginosa, tj.: penicyliny z inhibitorami beta-laktamaz (piperacylina z
tazobaktamem), cefalosporyny {ceftazydym), monobaktamy (aztreonam), , karbapenemy (imipenem),
aminoglikozydy (gentamicyna) i fluorochinolony (ciprofloksacyna/lewofloksacyna). Szczepy MDR
klasyfikowane bedg jako oporne na co najmniej trzy grupy lekow przeciwdrobnoustrojowych. Natomiast
jako XDR bedg identyfikowane szczepy niewrazliwe na jeden z kazdej z szesciu klas antybiotykow.

Drugi etap badawczy bedzie obejmowat wybranie z grupy badanych zwigzkéw roslinnych dwéch
odznaczajgcych sie najwiekszym potencjatem w zakresie dziatania przeciwbiofilmowego, ocene ich wptywu
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na komorki planktoniczne i biofilm w potaczeniu z dwoma antybiotykami - jednym wobec ktérego szczepy
wykazujg wrazliwos< oraz drugim, wobec ktdrego sg niewrazliwe. W tym celu zostanie dokonana ocena
frakcyjnych stezen inhibicyjnych badanych zwigzkow, co pozwoli okreslié model interakcji pomiedzy nimi
(synergizm/ addycja/ brak oddziatywan/ antagonizm).

Kolejny etap projektu badawczego stanowi¢ bedzie wyjasnienie potencjainego mechanizmu
dziatania badanych zwiazkéw. Cel realizowany bedzie poprzez zestawienia wiasciwosci biochemicznych
badanych szczepéw, uzyskanych wynikéw antybiotykowrazliwoéci, obecnoéci gendw zwigzanych z
czynnikami wirulencji, bioracych udziat w tworzeniu biofilmu oraz oceng zmian pH zawiesiny w trakcie
hodowli z badanymi zwigzkami i lekami przeciwdrobnoustrojowymi. Wyniki opracowane zostang 2
wykorzystaniem metod statystycznych,

Leczenie zakazen skory i tkanki podskdrne;j staje sie rosngcym problemem w spoteczeristwie, ktére
coraz czgsciej dotyczy problem choréb przewleklych, w tym chorob metabolicznych. Choroby te, m.in.
cukrzyca, s3 istotnym podiozem do tworzenia sig trudnogojacych sig ran. Zakazenie rany moze prowadzi¢
do bardzo powaznych powiktan, do ktérych najgrozniejszych naleza amputacje koficzyn, wstrzas septyczny
czy zgon. W profilaktyce zakazen ran trudnogojacych sie stosuje sie przede wszystkim zabiegi oczyszczajgce
miejsce rany, $rodki antyseptyczne stosowane miejscowo, ktére nie wykazujg cytotoksycznosci i nie
zakiocajg procesow ziarninowania skéry. Miejscowe stosowanie antybiotykéw nie jest wskazane, m.in. ze
wzglgdu na utrudniong penetracje antybiotykéw w glab biofilmu czy ich ograniczong skutecznosé¢ wobec
komérek bakteryjnych zorganizowanych w strukture biofilmu jest znacznie ograniczona. Perspektywe w
profilaktyce zakazen ran trudnogojacych sie stanowia zwigzki pochodzenia naturalnego, ktére nie zaklcaja
fizjologicznych  proceséw gojenia sie ran, a moga jednoczeénie wykazywaé dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe. Podjecie badan przedstawionych jako cel niniejszego projektu stuzy okresleniu
potencjatu fitozwigzkow w profilaktyce, a by¢ moze réwniez — leczeniu ran trudnogojycych sie o
nieznacznym stopniu zaawansowania klinicznego.

3. KONCEPCJA | PLAN BADAN Z UWZGLEDNIENIEM METODYKI (max. 4000 znakéw ze spacjami):

Pierwszy etap badan stanowic bedzie scharakteryzowanie dostepnych w kolekcji Katedry Mikrobiologii
Collegium Medium im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
szczepOw F. aeruginosa izolowanych z zakazen skdry i ran, ktore zostaty klinicznie rozpoznane jako rany
trudnogojace sig. Zostang ocenione wiasciwosci biochemicznych oraz zostang zdefiniowane profile
antybiotykowrazliwosci — MDR lub XDR.

Z kolekeji wybranych zostanie 100 szczepow P. geruginosa o fenotypie MDR lub XDR. U kazdego
szczepu zostanie oceniona obecnos¢ gendw kodujacych czynniki wirulencji biorace udziat w tworzeniu
biofilmu, np. otoczki alginianowej, elastazy czy fimbii.

Wobec badanych szczepéw planowane jest okreslenie minimalnego stgzenia hamujacego wzrost
komérek planktonicznych drobnoustrojow (ang. minimal inhibitory concentration, MIC) wskazanych
zwigzkow naturalnych (kwercetyny, kwasu galusowego, allicyny, kwasu rozmarynowego i D-limonenu)
oraz wymienionych wczesniej antybiotykéw: piperacylina z tazobaktamem, ceftazydym, aztreonam,
imipenem, gentamycyna, ciprofloksacyna/lewofioksacyna. Wyniki inkubacji z fitozwigzkami beda
odczytywane w punktach czasowych: 24, 48172 godziny. Wykorzystana zostanie metoda mikrorozciericzen
w podtozu ptynnym lub stalym w zaleznosci od rozpuszczalnika badanego zwigzku.

Uzyskane wartosci MIC wybranych zwigzkéw zostang wykorzystane w dalszych etapach prac. Na
podstawie wartosci MIC oraz stgzen badanych zwigzkéw, odpowiadajgcych stezeniom osigganym we krwi
po doustnej suplementacji diety produktami spozywczymi, ktore charakteryzuja sie wysoka zawartascig
badanych fitozwigzkéw, zostang ustalone stezenia tych zwigzkdw, ktérymi bedzie poddany biofilm
badanych szczepdw w celu okreélenia wartosci minimalnego stezenia eradykujacego biofilm (ang. minimal




biofilm eradication concentration, MBEC). Podczas analizy wplywu na biofilm zastosowane bedg metody
kolorymetryczne porwalajgce ocenic parametry takie, jak masa i aktywno$¢ metaboliczna. Bedzie podijeta
proba analizy macierzy biofilmu z wykorzystaniem metod spektroskopowych we wspétpracy z Wyisza
Szkolg Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Na podstawie otrzymanych wynikdw wybrane zostang dwa fitozwigzki wykazujace najwiekszy
potencjal przeciwbiofilmowy. Biofilm bakteryjny bedzie poddawany dziataniu badanych 2wigzkéw
naturalnych, dwéch antybiotykéw w tym jednego, na ktory szczep nie bedzie wykazywat wrazliwosci i
drugiego wobec ktérego bedzie wrazliwy, w celu sprawdzenia potencjalnej addycji dziatania oraz
potgczenia zwigzku naturainego z antybiotykiem w celu okresélenia oddziatywan pomigdzy nimi. W badaniu
tym zostanie wykorzystana metoda ,szachownicy”, ktéra stanowi metodg referencyjng w badaniach
oddzialywan pomiedzy réznymi zwigzkami wobec drobnoustrojow.

W przypadku otrzymania wynikow potwierdzajgcych potencjat badanego potgczenia, tj. zwigzek
naturalny i antybiotyk, kolejnym etapem bedzie sprawdzenie skutecznosci wzgledem biofilméw
utworzonych na powierzchni opatrunkéw koloidowych, ktére sg stosowane w praktyce klinicznej podczas
pielegnacji zakazonych ran. Opatrunki bedg suplementowane wybranym fitozwigzkiem w stezeniu, ktore
bedzie wykazywato wtasciwosci hamujgce tworzenie biofilmu P. aeruginosa. Opatrunki bedg nakfadane na
skazone w kontrolowany sposdb fragmenty uszkodzonych skér krélikéw (symulacja warunkéw panujgcych
w ranie). Po czasie 24, 48 i 72 godzin od zatozenia biofilmu bedzie oceniana liczba bakterii izolowanych z
rany. Stosunek ilosciowy komdrek bakterii w biofilmach utworzonych na powierzchni rany zostanie
poddany ocenie z zastosowaniem metody iloSciowego posiewu na podioza state i zliczaniu wyrostych
kolonii.

Ostatnim etapem badant bedzie analiza statystyczna uzyskanych wynikéw oraz préba
scharakteryzowania korelacji pomiedzy zdolnoscig badanych szczepédw do tworzenia biofilmu, ich
wiasciwosciami biochemicznymi, profilem antybiotykoopornosci MDR/XDR, obecnoscig okreslonych
gendw a podatnosciag na dziatanie zwigzkéw pochodzenia naturalnego oraz wrazliwosé na fitozwigzki w
zaleznosci od wystepowania drobnoustrojéw w formie planktonicznej lub w strukturze biofilmu.

4. SPODZIEWANE ZNACZENIE WYNIKOW BADAN Z OKRESLENIEM WPLYWU NA ROZWO)
DYSCYPLINY {max. 1500 znakow ze spacjami): ' «

Wyniki przeprowadzonego projektu badawczego porwolg oceni¢ wplyw zwigzkéw pochodzenia
naturalnego wobec biofilmu tworzonego przez szczepy P. aeruginosa. Szczepy tego gatunku bardzo tatwo
nabywajg opornos¢ na antybiotyki oraz zwiazki antyseptyczne. Do wzrostu wymagaja niewielkich ilosci
substancji odzywczych. Z uwagi na wytwarzane przez nie czynniki wirulencji, majg duzy potencjat
wywolywania zakazen, przede wszystkim zakaien skory i tkanki podskdrnej. Jednym 2 nich jest elastaza,
. ktora rozklada elastyne obecng w strukturze skdry, jak réwniez otoczka alginianowa, utatwiajgca tworzenie
struktury biofilmu.

W zwigzku z duzym udziatem paleczek P. aeruginosa w zakaieniach ran trudnogojgcych sie, w
szczeg6lnoéci u pacjentdw po oparzeniach termicznych, oraz potencjal generowania opornodci na
3 antybiotyki, konieczne jest poszukiwanie zwigzkéw, ktdre mogg by¢ pomocne w profilaktyce czy leczeniu
zakazen o nieznacznym stopniu zaawansowania klinicznego. Rozwigzaniem mogg by¢ fitozwigzki, ktdre sg
powszechnie stosowane w medycynie ludowej w leczeniu oraz pielegnacji zakazen skdry i ran. Dokfadne
- mechanizmy dziatania i zakres dziatania przeciwdrobnoustrojowego fitozwigzkéw nie sg znane. Plan badan
. niniejszego projektu zaklada ocene interakcji zwigzkéw roslinnych z antybiotykami, co stwarza mozliwosci
~w dobie narastajgcej antybiotykoopornosci drobnoustrojow na odnalezienie nowej strategii
. terapeutycznej. Potwierdzenie aktywnosci skojarzenia antybiotykdw z fitozwigzkami tworzy perspektywe




wprowadzenia ich do praktyki klinicznej, chociazby jako substancji wspomagajacych dziatanie
antybiotykow. Planowane badania majg réwniez na celu powigzanie uzyskanych wynikéw oceny
przeciwdrobnoustrojowej badanych fitozwigzkéw z czynnikami wirulenciji P. aeruginosa oraz ich profilem
opornosci na antybiotyki, co moze stanowi¢ podstawe do wyjaénienia ich mechanizmu dziatania.

Wyniki otrzymane w niniejszych badaniach znacznie przyczynig sie do rozwoju wiedzy w
dyscyplinie nauk farmaceutycznych. Mogg stanowi¢ etap przedklinicznej oceny przydatnoéci dziatania
badanych zwigzkow w leczeniu zakazer skéry i ran.

PROJECT DESCRIPTION

1. TITLE OF THE PROJECT:

Determination of the potential of natural origin compounds against planktonic cells and biofilms of MDR
Pseudomonas aeruginosa strains

2. RESEARCH OBJECTIVE AND SIGNIFICANCE OF THE RESEARCH PROBLEM ADDRESSED: {max.
3000 characters with spaces)

3. CONCEPT, PLAN AND METHODOLOGY OF THE RESEARCH PROJECT {max. 4000 characters with
spaces):

4. EXPECTED SIGNIFICANCE OF RESEARCH RESULTS AND IMPACT ON THE DEVELOPMENT OF
THE DISCIPLINE (max. 1500 characters with spaces):




