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I. Wstęp 

I.1.  Staphylococcus aureus 

I.1.1. Ogólna charakterystyka drobnoustrojów 

Termin „Staphylococcus” został po raz pierwszy użyty w 1880 r. przez szkockiego 

chirurga Alexandra Ogstona, który w preparacie z ropnej wydzieliny zaobserwował 

groniaste skupiska komórek drobnoustrojów (Ogston 1881, Newsom 2008). Gronkowce to 

Gram-dodatnie ziarenkowce o średnicy około 1 μm, które nie wykazują zdolności ruchu 

i nie tworzą przetrwalników. W preparatach mikroskopowych najczęściej układają się 

w skupiska przypominające grona, choć mogą także występować w formie dwoinek lub 

pojedynczych ziarniaków. Do cech charakterystycznych tych drobnoustrojów zaliczyć 

można produkcję enzymu katalazy oraz zdolność do wzrostu na prostych podłożach 

bakteriologicznych (nie zawierających specjalnych składników odżywczych poza źródłem 

węgla i energii), w warunkach tlenowych lub przy obniżonej zawartość tlenu (względne 

beztlenowce) i tolerujących wysoką zawartość chlorku sodu (nawet do 15%) (Guo i wsp. 

2020, Taylor i Unakal 2022). Gronkowce ogólnie dzieli się na koagulazododatnie (CPS, ang. 

coagulase positive staphylococci) oraz koagulazoujemne (CNS, ang. coagulase negative 

staphylococci) ze względu na produkcję enzymu koagulazy, który reagując z protrombiną, 

prowadzi do aktywacji kaskady wykrzepiania osocza, powodując polimeryzację 

fibrynogenu i tworzenie włóknika. Spośród obecnie wyróżnianych ponad 45 gatunków 

gronkowców do CNS zalicza się m.in. S. epidermidis, S. auricularis, S. saprophyticus, 

S. capitis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. hominis, S. simulans, S. xylosus, S. warneri. 

Wśród tej grupy gronkowców wyróżnić można drobnoustroje wrażliwe na nowobiocynę 

(np. S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S. lugdunensis) oraz oporne na 

nowobiocynę (np. S. saprophyticus, S. cohnii, S. sciuri, S. arlettae). Natomiast głównym 

przedstawicielem gronkowców koagulazododatnich jest S. aureus, ale do tej grupy zalicza 

się także S. intermedius,  S. pseudintermedius, S. delphini, S. simiae, S. lutrae i inne (Becker 

i wsp. 2014, Gherardi i wsp. 2018, González-Martín i wsp. 2020). Na bogatych podłożach 

odżywczych gronkowce złociste tworzą okrągłe, gładkie kolonie o złocistym kolorze, który 

jest wynikiem produkcji barwnika stafyloksantyny (Xue i wsp. 2019). Na podłożach 

z dodatkiem krwi owczej drobnoustroje te wykazują hemolizę (α, β, δ lub γ) i wyrastają 

w postaci biało-szarych, błyszczących kolonii (Wang i wsp. 2020). Gronkowce złociste 



 

6 

 

posiadają na powierzchni komórek białko zwane czynnikiem skupiania (Clf – ang. clumping 

factor), które wykazuje zdolność wiązania fibrynogenu, co zostało wykorzystane w szybkich 

testach diagnostycznych (Malachowa i wsp. 2016, Taylor i Unakal, 2022). 

 

I.1.2. Znaczenie kliniczne 

Gronkowiec złocisty może występować w różnych miejscach ludzkiego organizmu 

jako część naturalnego mikrobiomu, np. na skórze, w okolicy odbytu, lecz przedsionek nosa 

stanowi jego główny rezerwuar (Sakr i wsp. 2018). Szacuje się, że około 20-30% populacji 

ludzkiej jest bezobjawowymi nosicielami S. aureus, jednak gdy drobnoustrój przekroczy 

bariery obronne gospodarza i przedostanie się do głębszych tkanek lub krwioobiegu, może 

wywoływać poważne infekcje (Verhoeven i wsp. 2014, Chaves-Moreno i wsp. 2016, 

Cheung i wsp. 2021, Flouchi i wsp. 2021, Raineri i wsp. 2022, Howden i wsp. 2023). 

S. aureus jest najczęstszym patogenem odpowiedzialnym za zakażenia szpitalne 

i pozaszpitalne u ludzi, które obejmują zarówno infekcje skóry i tkanek miękkich 

(np. ropnie, czyraki, zakażenia ran, gronkowcowy zespół oparzonej skóry), jak i choroby 

zagrażające życiu, takie jak bakteriemia, infekcyjne zapalenie wsierdzia, sepsa i zespół 

wstrząsu septycznego. Drobnoustroje te są również wiodącym czynnikiem etiologicznym 

zakażeń biofilmowych związanych ze stosowaniem biomateriałów, szpitalnych zapaleń płuc 

oraz zatruć pokarmowych (Tong i wsp. 2015, Turner i wsp. 2019, Cheung i wsp. 2021, 

Wójcik-Bojek i wsp. 2022). Zdolność S. aureus do przeżywania poza organizmem 

gospodarza, np. na sprzęcie medycznym i powierzchniach szpitalnych pozwala na szybkie 

rozprzestrzenianie tych bakterii wśród chorych czy personelu szpitala i stanowi ważne 

źródło i drogę szerzenia się tych zakażeń. Hospitalizowani nosiciele gronkowca złocistego 

poddawani zabiegom chirurgicznym, dializom, a także pacjenci z ciężkimi chorobami 

współistniejącymi znajdują się w grupie wysokiego ryzyka rozwoju zagrażających życiu 

infekcji gronkowcowych (Vanegas i wsp. 2021, Pongbangli i wsp. 2021). Leczenie 

pacjentów z grup ryzyka zakażonych S. aureus często wiąże się z dłuższym pobytem 

w szpitalu, wyższym kosztem opieki i wyższą śmiertelnością (Tong i wsp. 2015, Bello- 

Chavolla i wsp. 2018, Lu i wsp. 2021). Wszystkie te czynniki utrudniają walkę z infekcjami 

gronkowcowymi. Badania wykazały, że w 2019 r. z powodu zakażeń S. aureus zmarło 1,1 

miliona ludzi na świecie, co stawia te drobnoustroje na pierwszym miejscu pod względem 
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liczby zgonów z 33. objętych badaniem patogenów (GBD 2019 Antimicrobial Resistance 

Collaborators, 2022). 

 

I.1.3. Czynniki wirulencji S. aureus 

Sukces S. aureus jako patogenu opiera się na wykorzystaniu wielu czynników 

wirulencji oraz szybkiej zmianie ich ekspresji w zależności od warunków środowiskowych 

dzięki obecności dwuskładnikowych systemów sensorycznych (TCS, ang. two-component 

systems) (Jenul i Horswill 2019). Czynniki te pomagają gronkowcom unikać odpowiedzi 

układu odpornościowego gospodarza, sprzyjają kolonizacji, uszkodzeniu tkanek 

i rozprzestrzenianiu się do głębszych narządów (Dayan i wsp. 2016, Pérez i wsp. 2020, 

Shettigar i wsp. 2020). Część z nich jest bezpośrednio związana z osłonami komórek tych 

drobnoustrojów, zaś inne wydzielane są na zewnątrz do środowiska otaczającego komórki 

(Ryc. 1.). W Publikacji 1. [P1], stanowiącej część niniejszej rozprawy, przedstawiono 

w Tabeli 1. najważniejsze czynniki chorobotwórczości S. aureus wraz z ich funkcjami oraz 

opisano, w jaki sposób dzięki ich zastosowaniu gronkowce złociste interferują z aktywnością 

układu odpornościowego. 

 

Ryc. 1. Najważniejsze czynniki wirulencji Staphylococcus aureus. 

(na podstawie Dayan i wsp. 2016, utworzono przy użyciu Biorender.com) 
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Rozwój infekcji gronkowcowej rozpoczyna wniknięcie patogenu poprzez 

uszkodzoną skórę lub błony śluzowe do wnętrza organizmu. S. aureus skutecznie kolonizuje 

tkanki gospodarza, wykorzystując do tego celu powierzchniowe czynniki wirulencji 

umożliwiające proces adhezji, takie jak polisacharydy otoczkowe czy składniki ściany 

komórkowej, w tym najważniejsze wśród nich białka MSCRAMMs (ang. microbial surface 

components recognising adhesive matrix molecules). Białka MSCRAMMs 

to powierzchniowe adhezyny zakotwiczone w ścianie komórkowej drobnoustroju, które 

wiążą się z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej gospodarza (ECM, ang. extracellular 

matrix), do których należą między innymi: kolagen, fibrynogen, fibronektyna, witronektyna, 

elastyna (Foster i wsp. 2014, Cheung i wsp. 2021). Ponadto białka adhezyjne gronkowców 

pełnią szereg funkcji związanych z unikaniem odpowiedzi odpornościowej, co zostało 

opisane w Publikacji P1. W kolejnym etapie zakażenia S. aureus zwiększa ekspresję genów 

kodujących toksyny i enzymy, które zapewniają dalszą inwazję. Wydzielane na zewnątrz 

enzymy, takie jak proteazy, lipazy, nukleazy powodują degradację otaczającej tkanki 

i ułatwiają rozprzestrzenianie się patogenu (Dayan i wsp. 2016, Tam i Torres 2019, Raineri 

i wsp. 2022). Gronkowiec złocisty produkuje także szeroką gamę toksyn, m.in. toksyny 

cytolityczne, które powodują lizę różnego typu komórek, w tym komórek układu 

odpornościowego, co zostało szerzej omówione w Publikacji P1. 

S. aureus może również chronić się w komórkach gospodarza i w ten sposób unikać 

działania wielu mechanizmów układu odpornościowego (przykładowo litycznej aktywności 

dopełniacza czy działania przeciwciał). Wewnątrzkomórkowe przeżywanie S. aureus 

uznawane jest za jedną z przyczyn nawrotów infekcji, bo drobnoustroje te są zdolne do 

inwazji różnych typów komórek, w tym komórek nabłonka i śródbłonka, keratynocytów 

i osteoblastów, a nawet fagocytów, takich jak neutrofile i monocyty/makrofagi (Hommes 

i Surewaard 2022, Li i wsp. 2022). Gronkowce złociste mogą przeżywać, a nawet namnażać 

się w fagosomach komórek fagocytarnych, co zostało opisane w Publikacji P1. 

 

I.1.4. Tworzenie biofilmu 

Szacuje się, że ponad 65% zakażeń szpitalnych, 80% zakażeń przewlekłych i 60% 

wszystkich zakażeń bakteryjnych u ludzi rozwija się z udziałem biofilmu (Jamal i wsp. 2018, 

Assefa i Amare 2022). Tworzenie biofilmu stanowi bowiem ważny „czynnik” wirulencji, 

który umożliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza, ochronę przed 
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niekorzystnymi warunkami środowiskowymi, jak również przed ukierunkowanym 

działaniem środków przeciwdrobnoustrojowych (Vestby i wsp. 2020). Biofilm definiuje się 

jako złożoną strukturę mikroorganizmów pokrytą zewnątrzkomórkową substancją 

polimerową (EPS, ang. extracellular polymeric substance), która to struktura przylega do 

powierzchni biotycznych i abiotycznych lub może występować w postaci wolnej jako 

agregaty drobnoustrojów pokryte EPS (Costerton i wsp. 1999, Flemming i wsp. 2016). 

Biofilmy gronkowcowe charakteryzuje wysoki stopień heterogeniczności komórek, 

które tworzą odrębne, wyspecjalizowane do pełnienia różnych funkcji subpopulacje. 

W przebiegu infekcji gronkowcowych, bardzo często dochodzi do utworzenia biofilmu 

w tkankach gospodarza, w tym w przewlekłych ranach, albo na zastosowanych 

biomateriałach, np. na implantach czy cewnikach (Otto 2018, Schilcher i Horswill 2020, 

Pietrocola i wsp. 2022). Jest to złożony proces, jednak można wyróżnić kilka głównych 

etapów tworzenia się biofilmu osiadłego (Ryc.2.), wspólnych dla większości 

drobnoustrojów. Na początku komórki planktonowe adherują do powierzchni – najpierw 

dzięki działaniu m.in. sił van der Waalsa, sił elektrostatycznych i oddziaływań 

hydrofobowych dochodzi do wstępnej adhezji odwracalnej, a następnie przy udziale 

adhezyn drobnoustrojów i odpowiednich receptorów na powierzchni zachodzi adhezja 

nieodwracalna. W kolejnym etapie komórki drobnoustrojów intensywnie proliferują, 

formując mikrokolonie i produkują EPS, który tworzy macierz biofilmu. W skład macierzy 

wchodzą głównie: woda, polisacharydy, białka, lipidy/glikolipidy i zewnątrzkomórkowy 

DNA (eDNA, ang. extracellular DNA). Dojrzały biofilm może mieć strukturę warstwy 

równo pokrywającej powierzchnię, ale częściej to trójwymiarowa struktura z wyniesionymi 

rozbudowanymi mikrokoloniami bakterii o kształcie przypominającym kolumny lub 

owocniki grzybów i występującymi między nimi kanałami wypełnionymi wodą. W procesie 

dyspersji dochodzi zaś do odrywania i uwalniania fragmentów biofilmu lub pojedynczych 

komórek drobnoustrojów, co w przypadku biofilmów patologicznych prowadzi do 

rozprzestrzeniania się infekcji (Otto 2018, Rumbaugh i Sauer 2020, Tran i wsp. 2023). 
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Ryc. 2. Etapy tworzenia się osiadłego biofilmu drobnoustrojów, w tym 

S. aureus. 

(utworzono przy użyciu Biorender.com) 

 

Komórki w biofilmie wykazują znacznie wyższą (w literaturze opisuje się od 10-

krotnie do 1000-krotnie razy wyższą) oporność/tolerancję na działanie środków 

przeciwdrobnoustrojowych, środków dezynfekcyjnych, a także mechanizmów obronnych 

gospodarza w porównaniu do ich form planktonowych (Hoiby i wsp. 2010, Schilcher 

i Horswill 2020). Wysoka tolerancja biofilmu ma charakter wieloczynnikowy, obejmujący 

m.in. macierz pełniącą funkcje ochronne, zróżnicowanie metaboliczne komórek wewnątrz 

biofilmu, aktywność pomp efluksowych (ang. drug efflux pumps), występowanie komórek 

przetrwałych (ang. persisters) czy horyzontalny transfer genów między komórkami 

w biofilmie (Alav i wsp. 2018, Flemming i wsp. 2023, Tran i wsp. 2023). W konsekwencji, 

zwalczanie biofilmu jest bardzo trudne, może dojść do rozwoju infekcji przewlekłych i/lub 

nawracających, a dostępne opcje terapeutyczne są często niewystarczające do eradykacji 

patogenów (Hall i Mah 2017, Schilcher i Horswill 2020). 

 

I.1.5. Antybiotykooporność 

Zjawisko lekooporności drobnoustrojów, wywołane m.in. nadmierną konsumpcją 

antybiotyków jako czynnikiem selekcyjnym, to jedno z największych wyzwań współczesnej 

opieki zdrowotnej i firm farmaceutycznych. Najtrudniejsze w leczeniu są zakażenia 

wywoływane przez szczepy wielolekooporne, w tym zaliczane do tzw. grupy ESKAPE 

(akronim od nazw gatunkowych/rodzajowych drobnoustrojów wchodzących w skład tej 

grupy). Do grupy tej należą także bakterie z gatunku S. aureus, które przez dekady od 

momentu wprowadzenia antybiotyków do lecznictwa nabywały oporności. Obecnie znane 
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są szczepy gronkowców oporne na większość dostępnych antybiotyków (Foster 2017, 

Mulani i wsp. 2019). 

Kiedy w latach 40. XX wieku zaczęto stosować naturalną penicylinę do leczenia 

zakażeń u ludzi, już kilka lat później odnotowano pierwsze przypadki izolacji szczepów 

S. aureus opornych na ten antybiotyk. Szczepy te wytwarzały enzymy penicylinazy, które 

hydrolizują pierścień β-laktamowy penicyliny odpowiedzialny za aktywność 

przeciwbakteryjną. Obecnie praktycznie każdy szczep S. aureus produkuje penicylinazy. 

Dlatego pod koniec lat 50. wprowadzono metycylinę – półsyntetyczną penicylinę, która jest 

niewrażliwa na działanie penicylinaz. Jednak zaledwie dwa lata po rozpoczęciu jej 

stosowania, naukowcy zidentyfikowali pierwszy szczep S. aureus oporny na metycylinę 

(MRSA, ang. methicillin-resistant S. aureus). Mechanizm tej oporności polega na produkcji 

zmienionego białka enzymatycznego wiążącego penicyliny – PBP (ang. penicillin-binding 

protein), głównie PBP2 (zmienione białko opisuje się symbolem PBP2a lub PBP2’), które 

bierze udział w syntezie peptydoglikanu ściany komórkowej gronkowców. Obecność 

zmienionego białka PBP o zmniejszonym powinowactwie do większości antybiotyków β-

laktamowych, pozwala mimo ich obecności przeżywać i rozwijać się tym bakteriom (Turner 

i wsp. 2019, Guo i wsp. 2020). Wśród szczepów MRSA można wyróżnić szczepy 

pochodzenia szpitalnego HA-MRSA (ang. hospital-acquired MRSA), pozaszpitalnego CA-

MRSA (ang. community-associated MRSA) oraz zwierzęcego LA-MRSA (ang. livestock-

associated MRSA), które powstały niezależnie od siebie i różnią się m.in. 

antybiotykowrażliwością oraz typami wywoływanych zakażeń (Turner i wsp. 2019, 

Tsouklidis i wsp. 2020). W przypadku zakażeń MRSA stosuje się wankomycynę jako 

antybiotyk pierwszego rzutu. Niestety w ciągu ostatnich dwóch dekad pojawiły się szczepy 

kliniczne S. aureus o średniej lub całkowitej oporności na wankomycynę: VISA 

(ang. vancomycin-intermediate S. aureus), VRSA (ang. vancomycin-resistant S. aureus), 

co stanowi poważny problem. Za całkowitą oporność na ten antybiotyk odpowiada m.in. gen 

vanA, który koduje ligazę umożliwiającą tworzenie podstawników peptydowych 

w peptydoglikanie zawierających D-Ala-D-mleczan zamiast D-Ala-D-Ala (układ 

aminokwasów niezbędny dla działania antybiotyków glikopeptydowych) w trakcie syntezy 

peptydoglikanu. Gronkowce nabyły klaster genów van na drodze horyzontalnego transferu 

genów prawdopodobnie od wankomycynoopornych szczepów enterokoków. W przypadku 

szczepów VISA powodem obniżonej wrażliwości na wankomycynę jest akumulacja 

mutacji, która spowodowała m.in. pogrubienie ściany komórkowej tych drobnoustrojów 
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(Cong i wsp. 2019). W ciężkich przypadkach zakażeń MRSA w leczeniu stosuje się np. 

teikoplaninę, linezolid, daptomycynę, tygecyklinę, dalbawancynę czy ceftobiprol (Guo 

i wsp. 2020). Jednak biorąc pod uwagę szybkość, z jaką S. aureus rozwija oporność na 

antybiotyki, potrzebne są nowe metody zwalczania i prewencji tych zakażeń. 

 

I.1.6. Alternatywne sposoby zwalczania zakażeń gronkowcowych 

Rosnąca lekooporność gronkowców, udział biofilmu w przebiegu zakażeń oraz brak 

skuteczności stosowanej antybiotykoterapii wymuszają konieczność poszukiwania 

i opracowywania nowych, alternatywnych metod leczenia zakażeń gronkowcowych. Wśród 

nich można wyróżnić kilka głównych nurtów: (i) wprowadzanie nowych środków 

przeciwdrobnoustrojowych (m.in. fitozwiązki, chelatory metali, nanocząstki, peptydy 

przeciwdrobnoustrojowe, biosurfaktanty, enzymy, bakteriofagi, przeciwciała); 

(ii) modyfikowanie powierzchni sprzętów medycznych oraz implantów w celu 

zahamowania adhezji S. aureus; (iii) zastosowanie istniejących już metod leczniczych 

w nowym celu (np. ultradźwięki, terapia fotodynamiczna) (Suresh i wsp. 2019). 

Do najczęściej stosowanych alternatywnych, eksperymentalnych metod zwalczania zakażeń 

gronkowcowych należą terapia fotodynamiczna i fagoterapia. 

Terapia fotodynamiczna stosowana była początkowo głównie w leczeniu zmian 

nowotworowych, jednak badania wykazały jej skuteczność także przeciwko zakażeniom 

bakteryjnym, wirusowym oraz grzybiczym (Aroso i wsp. 2021). Fotodynamiczna 

inaktywacja (PDI, ang. photodynamic inactivation), określana również jako fotodynamiczna 

chemoterapia przeciwdrobnoustrojowa (PACT, ang. photodynamic antimicrobial 

chemotherapy) to metoda niszczenia mikroorganizmów poprzez wywoływanie stresu 

oksydacyjnego w ich komórkach (Pucelnik i Dąbrowski 2022). Mechanizm jej działania 

opiera się na wykorzystaniu barwników zwanych fotouczulaczami, które pod wpływem 

światła widzialnego ulegają ekscytacji, a następnie oddają energię w postaci elektronów 

dostępnym w otoczeniu akceptorom (np. cząsteczkom tlenu), prowadząc do powstawania 

związków o charakterze cytotoksycznym, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS, 

ang. reactive oxygen species) (Pérez i wsp. 2021). ROS powodują wiele zmian w komórkach 

drobnoustrojów, m.in. uszkodzenie błon cytoplazmatycznych, co w efekcie prowadzi do 

wycieku składników komórkowych, zahamowania transportu błonowego oraz działania 

enzymów. Mogą też bezpośrednio uszkadzać kwasy nukleinowe, np. przez modyfikacje 
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nukleotydów prowadzące do mutacji, przerywanie łańcucha DNA (Fu i wsp. 2013, Dryden 

2018, Aroso i wsp. 2021). Efektywność PDI warunkuje wybór odpowiedniego 

fotouczulacza – jego struktura oraz zastosowana dawka, jak również odpowiednia dawka 

światła, tak aby ROS były generowane we właściwym miejscu i czasie z wystarczająco 

wysoką wydajnością. W przypadku zakażeń gronkowcowych do najczęściej stosowanych 

związków należą pochodne porfirynowe oraz fenotiazynowe barwniki kationowe (błękit 

toluidynowy O i błękit metylenowy) (Pérez i wsp. 2021, Pucelnik i Dąbrowski 2022). 

Fotodynamiczna terapia przeciwdrobnoustrojowa może sprawdzić się w leczeniu infekcji 

miejscowych, np. chorób przyzębia, ran oparzeniowych, owrzodzeniowych 

i pooperacyjnych (Dai i wsp. 2009, Pantò i wsp. 2020, Vallejo i wsp. 2021). Liczne badania 

potwierdzają skuteczność PDI w przypadku zakażeń skóry i tkanek miękkich 

wywoływanych przez S. aureus (Branco i wsp. 2018, Braz i wsp. 2020, Akhtar i Khan 2021). 

Różnorodność generowanych ROS i ich wysoka reaktywność sprawia, że oporność na 

fotodynamiczną inaktywację jest obserwowana znacznie rzadziej niż w stosunku do 

antybiotyków. Należy jednak zauważyć, że komórki bakteryjne posiadają enzymy 

i antyoksydanty, które ograniczają działanie stresu oksydacyjnego, jak na przykład 

dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza czy glutation. Niemniej, bakterie nie wykształciły 

jeszcze oporności na działanie tlenu singletowego (Maisch 2015). 

Fagoterapia (inaczej terapia fagowa) to metoda zwalczania zakażeń bakteryjnych 

przy użyciu bakteriofagów, czyli wirusów naturalnie atakujących bakterie. W tym celu 

wykorzystuje się fagi przechodzące cykl lityczny, w którym po zainfekowaniu i namnożeniu 

wirusów w komórce bakteryjnej dochodzi do jej lizy. Jedną z głównych zalet tej terapii jest 

duża swoistość fagów w stosunku do gospodarza czyli określonego gatunku, a czasem nawet 

szczepu bakterii. Dzięki temu patogenne szczepy bakterii są eliminowane bez naruszania 

naturalnego mikrobiomu organizmu człowieka. Z drugiej strony wysoka specyficzność 

ogranicza zastosowanie terapii fagowej w zakażeniach mieszanych czy o nieznanej etiologii. 

Kolejną istotną właściwością fagów jest to, że ich liczba wzrasta wraz z nasileniem wzrostu 

bakterii oraz spada w chwili zmniejszania się liczby komórek bakteryjnych. Działanie 

bakteriofagów ogranicza się więc jedynie do miejsca zakażenia i ulega wygaszeniu po 

eliminacji drobnoustrojów, co przekłada się na wyższe bezpieczeństwo i tolerancję tej 

metody przez organizm (Principi i wsp. 2019, Walsh i wsp. 2021). Jednakże bakterie mogą 

rozwijać mechanizmy oporności na fagi, które powodują zakłócenie cyklu litycznego na 

różnych etapach, jak na przykład spontaniczne mutacje, systemy restrykcji-modyfikacji czy 
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adaptacyjny system obrony CRISPR-Cas (Oechslin 2018, Walsh i wsp. 2021). Głównym 

czynnikiem warunkującym oporność na fagi jest modyfikacja struktury składników 

powierzchniowych na komórkach bakteryjnych, bowiem stanowią one receptory dla fagów, 

a tym samym determinują ich specyficzność (Oechslin 2018). Warto jednak podkreślić, że 

wiele z tych powierzchniowych receptorów pełni również funkcję czynników wirulencji 

bakterii, więc zmiana ich struktury może wiązać się ze spadkiem zjadliwości patogenów 

(León i Bastías 2015). Ponadto, zastosowanie koktajli fagowych (dwóch lub więcej fagów 

podawanych równocześnie) poszerza zakres działania terapii i zmniejsza 

prawdopodobieństwo rozwoju fagooporności u bakterii (Abedon i wsp. 2021). 

W badaniach wykazano, że terapia fagowa jest skuteczna w leczeniu wielu typów 

zakażeń wywoływanych przez S. aureus, w tym przez szczepy MRSA (Fish i wsp. 2018, 

Morozova i wsp. 2018, Petrovic Fabijan i wsp. 2020, Oduor i wsp. 2020). W bazie NCBI 

(ang. National Center for Biotechnology Information) można znaleźć informacje o 69. 

genomach fagów specyficznych dla gronkowców, w tym 26. i 43. genomach należących 

odpowiednio do rodzin bakteriofagów Podoviridae i Myoviridae (Kornienko i wsp. 2020). 

Pomimo tego, zarówno Europejska Agencja Leków (EMA), jak i Agencja Żywności 

i Leków (FDA), nie zatwierdziła jeszcze żadnego produktu fagowego do stosowania 

w terapii u ludzi (Brives i Pourraz 2020). Fagi są najczęściej wykorzystywane w sytuacji, 

gdy zostaną wyczerpane tradycyjne opcje leczenia, zaś ocena terapeutyczna opiera się 

głównie na raportach lub analizach poprzednich przypadków klinicznych (Atshan i wsp. 

2023, Suh i wsp. 2022). Powodem takiego stanu rzeczy może być fakt, że fagoterapia ma 

swoje ograniczenia. Oprócz wymienionego wcześniej problemu nabywania oporności na 

fagi, trzeba również wskazać na: złożone interakcje fagów z układem odpornościowym 

gospodarza, trudności w doborze fagów, w tym posiadających genomy pozbawione genów 

oporności na antybiotyki czy genów kodujących czynniki wirulencji bakterii itp., aż w końcu 

problemy z opracowaniem stabilnych formuł farmaceutycznych preparatów fagowych 

(Principi i wsp. 2019). 

 

I.2. Ekstrakty roślinne w zwalczaniu zakażeń gronkowcowych 

Odkrywanie i opracowywanie nowych klas antybiotyków jest coraz trudniejsze. 

W świetle kryzysu antybiotykoterapii poszukiwanie niekonwencjonalnych strategii 

leczenia, w tym alternatyw dla powszechnie stosowanych środków 
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przeciwdrobnoustrojowych stanowi jeden z wiodących trendów badań. Już w czasach 

starożytnych wykorzystywano rośliny i zioła do zwalczania i wspomagania leczenia chorób 

zakaźnych u ludzi, są one bowiem ważnym źródłem substancji leczniczych. Statystyki 

pokazują, że około 50% farmaceutyków zawiera substancje czynne syntetyzowane 

z wcześniej zidentyfikowanych/wyizolowanych związków pochodzących z roślin lub 

zwierząt (Swolana i wsp. 2021). Za właściwości bioaktywne roślin odpowiadają głównie 

metabolity wtórne – grupa zróżnicowanych biochemicznie substancji wytwarzanych przez 

komórki roślinne z wykorzystaniem pobocznych szlaków metabolicznych funkcjonujących 

obok szlaków metabolizmu podstawowego. Choć związki te nie są kluczowe dla wzrostu 

danej rośliny, to odgrywają ważną rolę w konkurencji międzygatunkowej oraz ochronie 

przed roślinożercami i drobnoustrojami patogennymi dla roślin (Wu i wsp. 2019, Gorlenko 

i wsp. 2020). Do metabolitów wtórnych zalicza się m.in. terpenoidy, związki fenolowe 

(kwasy fenolowe i polifenole), alkaloidy, saponiny, lipidy, kwasy organiczne czy olejki 

eteryczne stanowiące złożone mieszaniny wielu związków. Metabolity wtórne roślin 

wykazują różne właściwości prozdrowotne - w literaturze najczęściej opisywane są 

właściwości antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwalergiczne, hepatoprotekcyjne, 

przeciwzakrzepowe, przeciwnowotworowe i przeciwdrobnoustrojowe (Różalska i wsp. 

2018, Suresh i wsp. 2019, Sadowska i wsp. 2019, Gorlenko i wsp. 2020, Sadowska i wsp. 

2020, Swolana i wsp. 2021, Wójcik-Bojek i wsp. 2021). 

W kontekście leczenia oraz zapobiegania infekcjom, szczególnie istotne są 

właściwości przeciwdrobnoustrojowe związków pochodzenia roślinnego. Poza 

bezpośrednią aktywnością biostatyczną/biobójczą, działanie preparatów roślinnych może 

również polegać na: (i) hamowaniu adhezji i przylegania drobnoustrojów; (ii) hamowaniu 

agregacji bakterii i tworzenia macierzy biofilmu; (iii) zakłócaniu komunikacji między 

komórkami mikroorganizmów z wykorzystaniem systemów quorum-sensing; 

(iv) zmniejszeniu produkcji czynników wirulencji; (v) aktywacji układu odpornościowego 

gospodarza (immunomodulacja) (Wang i wsp. 2018, Lu i wsp. 2019).  

Inicjacja infekcji gronkowcowych zależy głównie od właściwości adhezyjnych tych 

drobnoustrojów. Blokowanie adhezji gronkowców może więc znacząco ograniczyć dalszy 

rozwój zakażenia, w tym tworzenie biofilmu, stanowiąc tym samym cel działania środków 

terapeutycznych. Jednym z obiecujących sposobów hamowania adhezji gronkowców jest 

zablokowanie aktywności sortazy A (SrtA) - enzymu odpowiedzialnego za przyłączanie 

powierzchniowych białek adhezyjnych S. aureus zawierających C-końcowy 
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pentapeptydowy motyw LPXTG (akronim od składu aminokwasowego tego fragmentu: 

Leu-Pro-X-Thr-Gly, gdzie X oznacza dowolny aminokwas) do peptydoglikanu ściany 

komórkowej. Do najważniejszych adhezyn posiadających ten motyw należą białka 

MSCRAMMs, dlatego SrtA stanowi jeden z pożądanych celów w rozwoju leków oraz 

szczepionek przeciwgronkowcowych (Wu i wsp. 2019). Ming i wsp. (2017) wykazali, że 

kemferol, związek należący do flawonoli, zastosowany w stężeniu 64 μg/ml hamował 

tworzenie biofilmu S. aureus ATCC 29213 aż o 80%. Co ciekawe, związek ten nie wpływał 

na wzrost bakterii planktonowych w badanym zakresie stężeń (64–256 μg/ml). 

Obserwowany efekt przeciwbiofilmowy według autorów pracy był wynikiem zahamowania 

adhezji S. aureus poprzez obniżenie aktywności SrtA oraz ekspresji genów związanych 

z adhezją (Ming i wsp. 2017). Na podstawie innych doniesień literaturowych, do związków 

pochodzenia roślinnego skutecznie blokujących SrtA zaliczyć można także m.in. chalkon 

(Zhang i wsp. 2017), erianinę (Ouyang i wsp. 2018), izowiteksynę (Mu i wsp. 2018), kwas 

chlorogenowy (Wang i wsp. 2015) i kurkuminę (Niu i wsp. 2019). Niektóre preparaty 

roślinne, oprócz właściwości przeciwbiofilmowych, wzmagały również efekt 

zastosowanego później antybiotyku. Przykładowo, bogata w kwas elagowy frakcja ekstraktu 

z korzenia jeżyny Rubus ulmifolius była skuteczna w zapobieganiu tworzenia się biofilmu 

S. aureus, niezależnie od badanego szczepu, a także zwiększała wrażliwość drobnoustroju 

na daptomycynę, klindamycynę i oksacylinę (Quave i wsp. 2012).  

Związki pochodzenia roślinnego mogą zaburzać formowanie biofilmu gronkowców 

także poprzez hamowanie tworzenia się struktur amyloidopodobnych białka Bap, będących 

rusztowaniem macierzy biofilmu tych bakterii, w tym S. aureus. Takie właściwości 

wykazano w przypadku flawonoidów - kwercetyny, mirycetyny i skutelareiny. Ponadto, 

kwercetyna i mirycetyna znacznie osłabiały zdolność S. aureus do kolonizacji cewników 

in vivo (Matilla‑Cuenca i wsp. 2020). We wcześniejszych badaniach naszego Zespołu 

wykazano zahamowanie adhezji szczepów gronkowca złocistego do powierzchni 

abiotycznych i pokrytych białkami macierzy zewnątrzkomórkowej oraz ograniczenie 

tworzenia biofilmu przez te drobnoustroje, stosując frakcje fenolowe i niepolarne ekstraktów 

z liści, gałązek i owoców rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson) 

oraz ekstrakt z miodunki plamistej (Pulmonaria officinalis L.) (Różalska i wsp. 2018, 

Sadowska i wsp. 2019). 

W ostatnich latach podnosi się również znaczenie związków pochodzenia roślinnego 

w modulacji odpowiedzi immunologicznej gospodarza (Yahfoufi i wsp. 2018, Shakoor 
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i wsp. 2021). Ekstrakty etanolowe z Eucalyptus spp. (testowano 17 gatunków roślin) 

wykazały działanie przeciwzapalne, hamując produkcję tlenku azotu i TNF-α przez 

makrofagi RAW 264.7 wystawione na działanie LPS i IFN- (Akhtar i wsp. 2016). Zaragozá 

i wsp. (2020) sprawdzali aktywność immunomodulacyjną wybranych dihydroflawonów, 

flawonów i flawonoli na komórkach krwi pełnej stymulowanych LPS. Zaobserwowano, że 

flawonoidy mogą wywierać różne efekty: kwercetyna, naringenina, naringina i diosmetyna 

znacząco hamowały produkcję TNF-, IL-1, IL-6 and IL-8, podczas gdy rutyna i diosmina 

nie (Zaragozá i wsp. 2020). Mendes i wsp. (2019) badali metabolizm ludzkich makrofagów 

prozapalnych (M1) wyprowadzonych z linii THP-1 w odpowiedzi na wybrane biologicznie 

aktywne flawonoidy i potwierdzili ich działanie immunomodulujące. Stwierdzono obniżenie 

aktywności glikolitycznej (wszystkie badane flawonoidy), przeciwzapalne 

przeprogramowanie cyklu kwasów trikarboksylowych (TCA) objawiające się m.in. 

obniżeniem poziomu bursztynianu i wzrostem poziomu cytrynianu (głównie kwercetyna), 

nasiloną ochronę antyoksydacyjną poprzez zwiększenie poziomu glutationu (GSH) 

(kwercetyna), osmoregulację (naringina) oraz wpływ na poziom choliny 

i glicerofosfocholiny, a tym samym możliwą modyfikację błony (naryngenina) (Mendes 

i wsp. 2019). W poprzednich badaniach naszego Zespołu wykazano, że ekstrakty z rokitnika 

zwyczajnego (E. rhamnoides (L.) A. Nelson) mogą poprawiać fizjologiczną barierę jelitową 

i skórną poprzez zwiększenie ekspozycji cząsteczek adhezyjnych ICAM-1 na komórkach 

nabłonka okrężnicy i nasilenie produkcji IL-8 przez fibroblasty skóry (Sadowska i wsp. 

2020). 

 

I.3. Charakterystyka ekstraktów z kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) 

Kalina koralowa (Viburnum opulus L.), której ekstrakty były przedmiotem badań 

w prezentowanej pracy doktorskiej, jest gatunkiem krzewu z rodziny piżmaczkowatych 

(Adoxaceae). Kalina występuje powszechnie w Europie, północnej oraz środkowej Azji, 

a także w północnej Afryce (Kajszczak i wsp. 2020). Roślina ta posiada szereg 

prozdrowotnych właściwości, wykazując m.in. działanie antyoksydacyjne, 

przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe (Bubulica i wsp. 2012, 

Kalinkevich i wsp. 2014, Ceylan i wsp. 2018, Barak i wsp. 2019). Z tego powodu jest 

szeroko stosowana w medycynie naturalnej w przypadku bolesnych i obfitych krwawień 

menstruacyjnych, skurczów macicy, napięciu mięśniowym, żylakach, kaszlu, przeziębienia, 
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gorączki, astmy czy chorób reumatoidalnych (Zayachkivska i wsp. 2006, Ersoy i wsp. 2017, 

Kajszczak i wsp. 2020). Wykorzystuje się różne części tego krzewu, lecz głównie są to 

owoce oraz kora (Kajszczak i wsp. 2020). 

Badane w prezentowanej dysertacji acetonowe, etanolowe oraz wodne ekstrakty 

z owoców i kory kaliny koralowej (V. opulus L.) zostały przygotowane oraz przebadane pod 

kątem ich składu biochemicznego w Instytucie Biotechnologii Molekularnej i Przemysłowej 

Wydziału Biotechnologii i Nauk o Żywności Politechniki Łódzkiej. Stwierdzono, że 

ekstrakty z owoców zawierały więcej cukru oraz kwasów organicznych niż ekstrakty z kory. 

Natomiast ekstrakty z kory były bogatsze w związki fenolowe, w tym flawanole 

i proantocyjanidyny. Analiza ilościowa składu ekstraktów przy użyciu metody UPLC 

wykazała, że w ekstraktach z owoców dominowały kwasy hydroksycynamonowe (60,37-

65,64 mg/g suchej masy), które stanowiły prawie 83% całkowitej zawartości oznaczonych 

grup związków fenolowych. Z kolei w ekstraktach z kory, flawanole (119,13-132,15 mg/g 

suchej masy) stanowiły średnio 74% całkowitej zawartości związków fenolowych. Analiza 

jakościowa ekstraktów z owoców i kory V. opulus techniką UPLC-QTOF-MS pokazała, że 

zawartość związków fenolowych w ekstraktach jest różna - odnotowano 21 i 15 różnych 

związków fenolowych, odpowiednio, w ekstraktach z owoców i ekstraktach z kory kaliny 

koralowej. We wszystkich badanych ekstraktach wykazano natomiast obecność kwasu 

chlorogenowego, dlatego został on wybrany do badań jako związek referencyjny. 

Szczegółowa charakterystyka składu biochemicznego ekstraktów z kaliny koralowej została 

przedstawiona w Publikacji P2.  
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II. Założenia i cele pracy 

Niniejsza praca doktorska poświęcona jest problemom związanym z zapobieganiem 

i leczeniem zakażeń o etiologii gronkowcowej, które stały się podstawą poszukiwania 

alternatywnych strategii ich prewencji, ograniczania rozwoju oraz eliminacji. Założono, że 

wśród metod prewencji zakażeń można wyróżnić trzy główne kierunki: (i) rozwój szczepień 

ochronnych; (ii) działanie bezpośrednie na drobnoustroje i blokowanie ich czynników 

wirulencji; (iii) immunomodulacja odpowiedzi obronnej gospodarza. 

Nadrzędnym celem eksperymentalnej części pracy była weryfikacja możliwości 

zastosowania naturalnych ekstraktów roślinnych, na przykładzie ekstraktów z kaliny 

koralowej (Viburnum opulus L.), w zapobieganiu zakażeniom wywoływanym przez 

gronkowce złociste (Staphylococcus aureus), w tym ich rozwojowi z zakażeń miejscowych 

do trudnych w eliminacji i zagrażających życiu zakażeń uogólnionych i biofilmowych. 

Biorąc pod uwagę trzy założone kierunki rozwiązań w zakresie prewencji zakażeń 

oraz wskazany cel nadrzędny, w niniejszej rozprawie postawiono następujące cele 

szczegółowe:  

1. Ocena właściwości przeciwdrobnoustrojowych ekstraktów z owoców i kory 

kaliny koralowej w działaniu bezpośrednim przeciwko S. aureus. 

2. Ocena możliwości zastosowania sortazy A jako celu molekularnego dla 

preparatów przeciwdrobnoustrojowych i potencjalnego składnika szczepionek 

przeciwgronkowcowych. 

3. Analiza właściwości immunomodulujących ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej przez ocenę wpływu czynników uwalnianych z planktonowych 

i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ww. ekstrakty na polaryzację 

makrofagów w subpopulacje M1 lub M2. 

4. Analiza właściwości immunomodulujących ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej przez ocenę wpływu czynników uwalnianych z planktonowych 

i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ww. ekstrakty na wybrane 

parametry aktywności przeciwzakaźnej komórek fagocytarnych. 
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III. Publikacje stanowiące podstawę rozprawy doktorskiej 

Prezentowana rozprawa doktorska ma formę hybrydową – w jej skład wchodzą dwie 

opublikowane prace naukowe, w tym praca przeglądowa (Publikacja 1 [P1]) stanowiąca 

uzupełnienie wstępu teoretycznego do rozprawy i praca oryginalna (Publikacja 2 [P2]) oraz 

wyniki, które nie zostały jeszcze opublikowane opisane w Rozdziale IV dysertacji. 

Na podstawie tych wyników został przygotowany manuskrypt w języku angielskim 

do publikacji. 

 

[P1] Wójcik-Bojek U, Różalska B, Sadowska B. Staphylococcus aureus − a known opponent 

against host defense mechanisms and vaccine development − do we still have a chance to 

win?. Int J Mol Sci. 2022;23(2):948. doi:10.3390/ijms23020948. IF2021=6,208, punkty 

MEiN2021=140 

 

[P2] Wójcik-Bojek U, Rywaniak J, Bernat P, Podsędek A, Kajszczak D, Sadowska B. An in 

vitro study of the effect of Viburnum opulus extracts on key processes in the development 

of staphylococcal infections. Molecules. 2021;26(6):1758. 

doi:10.3390/molecules26061758. IF2021=4,927, punkty MEiN2021=140 
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III.1. Publikacja 1 [P1] 

Tytuł: Staphylococcus aureus – a known opponent against host defense 

mechanisms and vaccine development – do we still have a chance to win? 

Autorzy: Urszula Wójcik-Bojek, Barbara Różalska, Beata Sadowska 

Rodzaj pracy: praca przeglądowa 

Czasopismo: International Journal of Molecular Sciences, 2022;23(2):948. 

doi:10.3390/ijms23020948. 

IF2021: 6,208; punkty MEiN2021: 140 

Głównym celem niniejszej pracy było przedstawienie pilnej potrzeby wdrożenia 

swoistej profilaktyki zakażeń z udziałem gronkowców złocistych (Staphylococcus aureus), 

będących istotnymi patogenami w zakażeniach szpitalnych i pozaszpitalnych. Trudności 

w osiągnięciu tego celu wynikają z posiadania przez S. aureus licznych czynników 

wirulencji ważnych dla przebiegu procesu infekcji oraz niezwykłej zdolności tych bakterii 

do unikania mechanizmów obronnych gospodarza. Zagadnienia z tego zakresu zostały 

przedstawione w prezentowanej pracy przeglądowej. W dalszej części pracy skupiono się 

na szczepionkach przeznaczonych do zwalczania zakażeń wywołanych przez S. aureus, 

które często są oporne na większość dostępnych opcji terapeutycznych. Zaprezentowano 

historię rozwoju szczepionek przeciwgronkowcowych, podkreślając problemy 

z opracowaniem składu i efektywności działania kolejnych preparatów. Rozważania te 

zostały poprzedzone krótkim omówieniem globalnej konieczności intensyfikacji stosowania 

szczepionek również przeciwko innym patogenom, szczególnie w świetle kryzysu 

antybiotykoterapii. Na końcu wskazano światowe trendy w badaniach nad nowoczesnymi 

technologiami z dziedziny mikrobiologii molekularnej wykorzystywanymi do 

opracowywania nowych szczepionek. Jak dotąd nie udało się stworzyć w pełni skutecznej 

szczepionki przeciwko S. aureus, co uzasadnia konieczność poszukiwania nowych, 

alternatywnych do antybiotykoterapii metod zapobiegania rozwojowi i leczenia zakażeń 

gronkowcowych, będących nadrzędnym celem prezentowanej dysertacji. 
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III.2. Publikacja 2 [P2] 

Tytuł: An in vitro study of the effect of Viburnum opulus extracts on key 

processes in the development of staphylococcal infections 

Autorzy: Urszula Wójcik-Bojek, Joanna Rywaniak, Przemysław Bernat, Anna 

Podsędek, Dominika Kajszczak, Beata Sadowska 

Rodzaj pracy: praca oryginalna 

Czasopismo: Molecules, 2022; 26(6):1758. doi:10.3390/molecules26061758. 

IF2021: 4,927; punkty MEiN2021: 140 

Preparaty roślinne mogą wykazywać bezpośrednią aktywność 

biostatyczną/biobójczą w stosunku do drobnoustrojów (najczęściej w wysokich stężeniach), 

ale także ograniczać wirulencję mikroorganizmów działając na ich czynniki patogenności. 

Zahamowanie aktywności sortazy A (SrtA) może wpływać na ekspresję szerokiego zakresu 

adhezyn gronkowcowych, w tym MSCRAMMs, ponieważ enzym ten zaangażowany jest 

w ich kowalencyjne wiązanie do prekursorów peptydoglikanu. Celem niniejszej pracy było 

zbadanie in vitro właściwości acetonowych, etanolowych i wodnych ekstraktów z owoców 

i kory kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) jako potencjalnych dodatków do diety 

zapobiegających infekcjom gronkowcowym. Ekstrakty zostały scharakteryzowane pod 

względem biochemicznym (HPLC/UPLC-QTOF-MS), a następnie oceniono ich wpływ na 

aktywność sortazy A (test fluorymetryczny), ekspresję białka A (SpA) gronkowców 

(swoiste przeciwciała znakowane FITC), skład lipidowy błon komórkowych bakterii (LC-

MS/MS, GC/MS) oraz tworzenie biofilmu (LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit). 

Zbadano również cytotoksyczność ekstraktów V. opulus wobec linii ludzkich fibroblastów 

HFF-1 (redukcja MTT). Ekstrakty z kaliny silnie hamowały aktywność SrtA (60,5% 

inhibicji po zastosowaniu acetonowego ekstraktu z kory kaliny koralowej w stężeniu 500 

µg/ml) i ekspresję SpA (aż do 94,9% w przypadku tego samego ekstraktu), powodowały 

modyfikacje błony komórkowej S. aureus, ograniczały tworzenie biofilmu przez gronkowce 

i nie były cytotoksyczne dla komórek eukariotycznych. Dlatego stwierdzono, że mają 

potencjał prozdrowotny. Niemniej jednak wskazano, że potrzebne są dalsze badania na 

modelach zwierzęcych w celu potwierdzenia przydatności tych ekstraktów jako 

suplementów diety w profilaktyce zakażeń gronkowcowych.  
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IV. Wyniki nieopublikowane 

Wyniki części badań stanowiących podstawę prezentowanej pracy doktorskiej 

nie zostały jeszcze opublikowane, choć na ich podstawie przygotowano manuskrypt 

pt. „Modulation and priming of the macrophages against and by staphylococci – indirect 

effect of natural plant extracts”, autorstwa: Urszula Wójcik-Bojek, Joanna Rywaniak, Beata 

Sadowska (stosowne oświadczenie dotyczące współautorstwa manuskryptu zostało 

zamieszczone w Rozdziale X). Manuskrypt przygotowano w języku angielskim, ale do czasu 

przyjęcia do recenzji w wydawnictwie naukowym nie może on zostać upubliczniony 

w formie gotowego manuskryptu, dlatego poniżej przedstawiono najważniejsze założenia 

tych badań, zastosowane materiały i metody, wyniki oraz ich podsumowanie i wnioski.  

 

IV.1. Założenia - podstawy teoretyczne przeprowadzonych badań 

Podczas infekcji, gronkowce z gatunku Staphylococcus aureus potrafią unikać 

mechanizmów obronnych gospodarza, co często prowadzi do szybkiego namnożenia się 

drobnoustrojów i inwazji tkanek. Zakłada się, że skuteczna odpowiedź fagocytów w tzw. 

wrotach zakażenia jest w stanie zatrzymać rozprzestrzenianie się S. aureus. Dlatego 

w prezentowanych badaniach zaproponowano nowe rozwiązanie w celu stymulacji 

makrofagów przeciwko tym bakteriom - „priming” komórek wrodzonych mechanizmów 

odporności przy użyciu gronkowców będących częścią ludzkiego mikrobiomu i naturalnych 

ekstraktów roślinnych jako czynników wyzwalających uwalnianie antygenów 

gronkowcowych. Pomysł został oparty na wiedzy o stałej obecności gronkowców 

koagulazoujemnych na skórze i błonach śluzowych człowieka i wysokim stanie nosicielstwa 

S. aureus, które sięga 20-30% populacji ludzkiej (Balato i wsp. 2019, Howden i wsp. 2023) 

oraz na założeniu, że preparaty roślinne, przyjmowane przykładowo jako suplementy diety, 

mogą w niskich stężeniach działać podobnie, jak antybiotyki w stężeniach subinhibicyjnych, 

prowadząc do uwalniania biologicznie aktywnych składników komórek drobnoustrojów. 

Udowodniono bowiem, że antybiotyki działające na osłony komórkowe bakterii, takie jak 

-laktamy czy glikopeptydy, uwalniają prozapalne komponenty z komórek gronkowców: 

peptydoglikan (PG), kwas lipotejchojowy (LTA) czy gronkowcowe białko A (SpA) (Hodille 

i wsp. 2017, Evans and Bolz 2019, Chen i wsp. 2021, Gao i wsp. 2022). Komponenty te po 

uwolnieniu w organizmie gospodarza mogą zatem wywierać istotny wpływ na działanie 

mechanizmów jego układu odpornościowego. Możliwość takiej pośredniej 
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immunomodulacji aktywności komórek fagocytarnych przez ekstrakty roślinne stała się 

przesłanką do prowadzenia badań w tym kierunku.  

Celem niniejszej pracy była weryfikacja hipotezy dotyczącej pośredniego działania 

immunomodulującego otrzymanych, scharakteryzowanych biochemicznie ekstraktów 

etanolowych (e) i wodnych (w) z owoców i kory Viburnum opulus L. (odpowiednio VF 

i VB) na ludzkie makrofagi, stosowanych jako czynniki wyzwalające uwalnianie 

prozapalnych składników komórek S. aureus z planktonowych i biofilmowych hodowli tych 

bakterii. Oceniano „priming” makrofagów wyprowadzonych z monocytów linii THP-1 po 

ekspozycji na supernatanty z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus ATCC 

43300 (MRSA), które wcześniej eksponowano na działanie ekstraktów z V. opulus 

(supernatanty badane). W celach porównawczych hodowle planktonowe i biofilmowe 

S. aureus były również wstępnie traktowane kwasem chlorogenowym (ChA) jako 

związkiem referencyjnym wykrytym we wszystkich testowanych ekstraktach V. opulus 

(Publikacja [P2]) oraz wankomycyną (VAN) stosowaną w stężeniu subinhibicyjnym 

(1/2 MIC - połowa minimalnego stężenia hamującego) jako przykładowy antybiotyk celujący 

w ścianę komórkową bakterii (Ślusarz i wsp. 2022) (supernatanty porównawcze). Tym 

samym makrofagi pochodzące z THP-1 były eksponowane zarówno na badane, jak 

i porównawcze supernatanty z hodowli S. aureus. Komórki były również wystawione na 

działanie komercyjnie dostępnych, oczyszczonych składników ściany komórkowej 

S. aureus: PG i SpA. Jako kontrole nastawiano makrofagi wyprowadzone z linii THP-1 

w samym podłożu do hodowli komórkowej (K1) lub w podłożu do hodowli komórkowej 

zawierającym TSB/Glu - podłoże wzrostowe dla bakterii (K2). 

W badaniach oceniano modulację fenotypu i stymulację aktywności makrofagów 

wyprowadzonych z linii ludzkich komórek monocytarnych THP-1. Badano polaryzację 

makrofagów do fenotypu prozapalnego M1 lub regulatorowego M2 w oparciu o ocenę 

ekspresji powierzchniowych cząsteczek CD (ang. cluster of differentiation) za pomocą 

cytometrii przepływowej oraz produkcji cytokin (TNF-α, IL-10) z zastosowaniem metody 

immunoenzymatycznej ELISA. Oceniano także aktywność fagocytarną makrofagów 

(pochłanianie S. aureus przy użyciu bakterii znakowanych FITC i ich wewnątrzkomórkowe 

zabijanie z użyciem barwienia Alamar Blue), po ekspozycji komórek na supernatanty 

hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus wcześniej traktowanych ekstraktami 

z kory i owoców kaliny koralowej (Viburnum opulus L.).  
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IV.2. Materiały i metody 

IV.2.1. Protokół ogólny 

Ogólną koncepcję badań przedstawiono na Ryc. 3. 

 

Ryc. 3. Schemat przeprowadzonych badań 

 

IV.2.2. Przygotowanie materiału roślinnego i analiza biochemiczna 

Komercyjnie dostępne suszona kora i owoce kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) 

zostały zakupione odpowiednio w "FarmVit" (Szczecin, Polska) i "NaturaWita Ltd." 

(Kopernia, Polska). Ekstrakty acetonowe (a), etanolowe (e) i wodne (w) z owoców oraz kory 

kaliny koralowej przygotowano w formie liofilizatów w Instytucie Biotechnologii 

Molekularnej i Przemysłowej Wydziału Biotechnologii i Nauk o Żywności Politechniki 

Łódzkiej. W tej samej Jednostce przeprowadzono również analizę biochemiczną składu 

otrzymanych ekstraktów. Sposób przygotowania, analizy biochemicznej i skład ekstraktów 

zostały szczegółowo opisane w Publikacji [P2], stanowiącej część niniejszej rozprawy. 

Ostatecznie do obecnych badań wykorzystano VBw - wodny ekstrakt z kory V. opulus, VFw 

- wodny ekstrakt z owoców V. opulus oraz VFe - etanolowy ekstrakt z owoców V. opulus. 
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IV.2.3. Przygotowanie roztworów wyjściowych ekstraktów i składników ściany 

komórkowej S. aureus 

Roztwory wyjściowe badanych ekstraktów V. opulus (10 mg/ml) przygotowano 

w sterylnej, filtrowanej wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. Dalsze 

rozcieńczenia każdego roztworu wyjściowego przygotowywano w podłożu odpowiednim 

do rodzaju eksperymentu. Związek referencyjny - kwas chlorogenowy (ChA; SERVA 

Feinbiochemica, Niemcy) rozpuszczono w 50% etanolu (Et-OH) w celu uzyskania roztworu 

wyjściowego (10 mg/ml), który przechowywano w temperaturze -20°C i rozcieńczano 

w odpowiednim podłożu dla każdego eksperymentu (końcowe stężenie Et-OH w hodowli 

bakteryjnej eksponowanej na ChA wynosiło 0,5%). Peptydoglikan S. aureus (PG; Sigma 

Aldrich, USA) i gronkowcowe białko A (SpA; Pharmacia Fine Chemicals, Szwecja) 

rozpuszczono w sterylnej, wolnej od pirogenów wodzie do iniekcji (Sigma Aldrich, USA) 

w stężeniu odpowiednio 1 mg/ml i 2,5 mg/ml. Roztwory podstawowe PG i SpA 

przechowywano zamrożone w temperaturze -20°C i rozcieńczano w odpowiednim podłożu 

dla każdego eksperymentu. 

 

IV.2.4. Warunki hodowli Staphylococcus aureus 

Badania prowadzono na szczepie referencyjnym S. aureus ATCC 43300 (szczep 

MRSA). Zawiesinę wyjściową S. aureus ATCC 43300 w bulionie tryptozowo-sojowym 

(TSB; BTL Sp. z o.o., Polska) zawierającym 15% glicerolu (POCH, Polska) 

przechowywano w temperaturze -80°C. Na początku zawiesinę wyjściową rozmrażano, 

wysiewano na agar tryptozowo-sojowy (TSA; BTL Sp. z o.o., Polska) i inkubowano przez 

24 godziny w temperaturze 37°C. Hodowle S. aureus w TSB z dodatkiem 0,25% glukozy 

(TSB/Glu) i/lub zawiesiny w buforowanym fosforanem roztworze soli fizjologicznej (PBS, 

Biowest, Francja) były świeżo przygotowywane przed rozpoczęciem eksperymentów. 

Gęstość zawiesiny dostosowywano do odpowiedniej wartości dla danego testu. 
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IV.2.5. Ocena minimalnego stężenia hamującego (MIC) i minimalnego stężenia 

bakteriobójczego (MBC) wankomycyny  

MIC wankomycyny (VAN; Sigma Aldrich, USA) wyznaczono za pomocą metody 

mikrorozcieńczeń zgodnie z zaleceniami EUCAST. Zawiesinę S. aureus ATCC 43300 (105 

CFU/ml) poddawano działaniu VAN (w zakresie stężeń ostatecznych 4-0,06 µg/ml) przez 

24 godziny w temperaturze 37°C. Przygotowywano także kontrolę dodatnią, czyli bakterie 

w podłożu hodowlanym. MIC definiowano jako najniższe stężenie antybiotyku, które 

hamowało widoczny wzrost bakterii. W celu wyznaczenia wartości MBC, 10 µl ze 

studzienek oznaczonych jako MIC i z dwóch studzienek z wyższym stężeniem antybiotyku 

hodowano na płytkach TSA przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Wartość MBC odnosi 

się do najniższego stężenia antybiotyku wymaganego do zabicia 99,9% bakterii w dodanym 

inokulum. Do dalszych eksperymentów stosowano stężenie ½ MIC VAN. 

 

IV.2.6. Ekspozycja hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus na ekstrakty 

roślinne, kwas chlorogenowy lub wankomycynę i zebranie supernatantów 

W celu zebrania supernatantów hodowli planktonowych, zawiesinę S. aureus ATCC 

43300 w TSB/Glu (OD535=0.5) poddawano działaniu ekstraktów V. opulus (100 µg/ml), 

ChA (100 µg/ml) lub VAN (½ MIC) przez 24 godziny w temperaturze 37°C na wytrząsarce 

orbitalnej typu TR-250/CH-4103 (Bottmingen, Szwajcaria) w całkowitej objętości próbki 

1 ml. W przypadku supernatantów z hodowli biofilmowej, zawiesinę S. aureus ATCC 43300 

w TSB/Glu (OD535=1.0) najpierw umieszczano w studzienkach (1 ml/studzienkę) 24-

studzienkowych polistyrenowych płytek mikrotitracyjnych (Corning Incorporated, USA) na 

24 godziny w temperaturze 37°C w celu utworzenia biofilmu. Równocześnie 

przygotowywano dwa rodzaje kontroli: bakterie w samym podłożu TSB/Glu (kontrola K1) 

i w TSB/Glu z 0,5% Et-OH (kontrola K2), aby wykluczyć wpływ Et-OH jako 

rozpuszczalnika dla ChA. Po ekspozycji, bakterie z hodowli planktonowych odwirowywano 

przy 3000 rpm/10 min. i zbierano supernatanty. Natomiast studzienki z utworzonym 

biofilmem S. aureus delikatnie przemywano PBS i dodawano przygotowane stymulatory na 

kolejne 24 godziny w temperaturze 37°C. Następnie płytki odwirowywano przy 3000 

rpm/10 min. i zbierano supernatanty. Supernatanty z hodowli planktonowych 

i biofilmowych S. aureus filtrowano przy użyciu sterylnych filtrów strzykawkowych 
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(rozmiar porów 0,22 μm) z membraną Durapore PVDF o niskim poziomie wiązania białek 

(Merck Millipore Ltd., Irlandia) i przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych 

eksperymentów. Zebrano supernatanty z pięciu niezależnych eksperymentów (zwanych 

dalej eksperymentami przygotowawczymi). Supernatanty z hodowli traktowanych 

ekstraktami z kaliny nazywano dalej supernatantami badanymi, natomiast supernatanty 

z hodowli traktowanych kwasem chlorogenowym (ChA) lub wankomycyną (VAN) 

nazywano supernatantami porównawczymi. 

 

IV.2.7. Ocena uwalniania PG i SpA do supernatantów hodowli planktonowych 

i biofilmowych S. aureus przy użyciu testu ELISA 

Do oceny obecności PG i SpA w supernatantach z hodowli planktonowych 

i biofilmowych S. aureus wykorzystywano komercyjne testy ELISA (Mybiosource, USA) 

zgodnie z instrukcjami producenta. Supernatant z kontroli K1 (bakterie w samym TSB/Glu) 

był kontrolą dla wszystkich prób, z wyjątkiem prób eksponowanych na ChA, podczas gdy 

supernatant z kontroli K2 (bakterie w TSB/Glu z 0,5% Et-OH) był kontrolą tylko dla 

supernatantu po ekspozycji bakterii na ChA. Przeprowadzono dwa niezależne eksperymenty 

z użyciem supernatantów z czterech eksperymentów przygotowawczych. 

 

IV.2.8. Warunki hodowli komórek linii THP-1 i ich różnicowanie do makrofagów 

Ludzkie monocyty linii THP-1 (ATCC TIB-202™) zakupiono w LGC Standards Sp. 

z o.o. (Polska). Komórki hodowano zgodnie z instrukcją producenta w podłożu RPMI-1640 

z L-glutaminą (Sigma Life Science, USA) uzupełnionym 10% (v/v) płodową surowicą 

bydlęcą (FBS; Biowest, Francja), 1% (v/v) roztworem penicyliny i streptomycyny (P/S; 

Biowest, Francja) i 0,05 mM 2-merkaptoetanolem (Bio-Rad, USA) w temperaturze 37°C 

z dodatkiem 5% CO2 . W celu zróżnicowania monocytów THP-1 w makrofagi, do zawiesiny 

5x105 komórek/ml dodawano forbol-12-mirystynian-13-octanu (PMA; InvivoGen, USA) 

w końcowym stężeniu 200 nM  i umieszczano w 24-studzienkowych (2,5x105 

komórek/studzienkę) lub 96-studzienkowych (1x105 komórek/studzienkę) płytkach 

mikrotitracyjnych (Corning Incorporated, Corning, USA) na 72 godziny w 37°C/5% CO2. 

Następnie usuwano podłoże z PMA, a komórki przemywano PBS bez jonów wapnia 
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i magnezu (Biowest, Francja) lub zbalansowanym roztworem soli Hanksa z HEPES (HHBS; 

Sigma Life Science, USA), gdy badano aktywność fagocytarną makrofagów. Następnie 

dodawano pełne podłoże do hodowli komórkowych, w którym komórki odpoczywały przez 

kolejne 72 godziny w 37°C/5% CO2 przed rozpoczęciem eksperymentów. 

 

IV.2.9. Ekspozycja makrofagów na supernatanty z hodowli gronkowców i oczyszczone 

składniki ściany komórkowej S. aureus 

Makrofagi THP-1 w stanie spoczynku hodowano przez 24 godziny w 37°C/5% CO2 

w podłożu hodowlanym zawierającym: badane i porównawcze supernatanty z hodowli 

planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 (10%, v/v) lub czyste składniki 

ściany komórkowej gronkowców: PG (10 i 20 µg/ml), SpA (10 i 100 µg/ml). Odpowiednie 

układy kontrolne: komórki w samym podłożu hodowlanym (K1) oraz w podłożu 

hodowlanym zawierającym 10% (v/v) TSB/Glu (K2) były nastawiane w tym samym czasie. 

Po ekspozycji, supernatanty wolne od komórek zbierano i przechowywano w temperaturze 

-80°C w celu oceny obecności TNF-α i IL-10, natomiast komórki wykorzystywano do 

dalszych analiz. 

 

IV.2.10. Ocena produkcji TNF-α i IL-10 przy użyciu testu ELISA 

Obecność TNF-α i IL-10 w supernatantach pohodowlanych makrofagów 

eksponowanych na badane preparaty oraz makrofagów kontrolnych sprawdzano przy użyciu 

komercyjnie dostępnych zestawów DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

zgodnie z instrukcjami producenta. Niezbędne bufory zostały przygotowane oddzielnie 

z wykorzystaniem: chlorku potasu (Standard Sp. z o.o., Polska), chlorku sodu (Standard Sp. 

z o.o., Polska), wodorofosforanu disodu (POCH, Polska), diwodorofosforanu potasu 

(POCH, Polska), Tween 20 (Merck, Niemcy), albuminy surowicy bydlęcej (BSA; Sigma 

Life Science, USA) i dodecylosiarczanu sodu (SDS; Sigma Aldrich, USA). Do wywołania 

barwnej reakcji stosowano gotowy do użycia substrat kwas 2,2'-azynobis-(3-

etylobenzotiazolino-6-sulfonowy (ABTS; Sigma Aldrich, USA). Przeprowadzono cztery 

oddzielne eksperymenty w dwóch powtórzeniach każdy, wykorzystując supernatanty 

z czterech eksperymentów przygotowawczych. 
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IV.2.11. Ocena ekspresji markerów CD na makrofagach pochodzących z linii THP-1 

przy użyciu cytometrii przepływowej 

Makrofagi wyprowadzone z monocytów linii THP-1 po ekspozycji (24 godz.) na 

badane i porównawcze supernatanty hodowli gronkowców oraz składniki ściany 

komórkowej S. aureus, a także nieeksponowane komórki kontrolne (K1 i K2) 

odwirowywano (1200 obr./min., 5 min.) i delikatnie przemywano 15 mM roztworem EDTA 

(POCH, Polska) w PBS. Następnie komórki odklejono od płytek hodowlanych za pomocą 

roztworu 15 mM EDTA/0,5% BSA w PBS (30 min., na lodzie), przenoszono do probówek 

typu Eppendorf i odwirowywano (3000 obr./min., 5 min.). Uzyskane osady komórkowe 

zawieszono w 200 µl buforu barwiącego (0,5% BSA/0,1% azydku sodu w PBS), a następnie 

50 µl zawiesiny komórkowej przenoszono do probówek cytometrycznych i barwiono 

mieszaniną przeciwciał znakowanych fluorochromem: mysie przeciwciała anty-CD45 

znakowane PerCP-Cy™5.5, mysie przeciwciała anty-CD11c znakowane V450, mysie 

przeciwciała anty-CD206 znakowane FITC i mysie przeciwciała anty-CD62L znakowane 

BV605 (Becton Dickinson, USA). Jednocześnie przygotowywano kontrole FMO 

(ang. Fluorescence Minus One; fluorescencja minus jeden). Wszystkie próbki inkubowano 

przez 30 minut na lodzie, a następnie dodawano 1 ml buforu do barwienia i wirowano 

(3000 obr./min., 5 min.). Na koniec osady komórek ponownie zawieszono w buforze 

barwiącym i mierzono fluorescencję na cytometrze przepływowym BD LSRII (Becton 

Dickinson, USA). Ustawienia cytometru i korekty kompensacyjne zostały wykonane przy 

użyciu zestawu cząstek kompensacyjnych BD® CompBeads (Becton Dickinson, USA) 

i przeciwciał znakowanych fluorochromem, które zostały użyte w eksperymentach. 

Ekspresję CD11c, CD206 i CD62L oceniano na komórkach CD45-dodatnich przy użyciu 

oprogramowania BD FACSDIVA (Becton Dickinson, USA). Komórki odróżniano od 

zanieczyszczeń na podstawie profilu rozproszenia światła (FSC-A vs. SSC-A). Następnie 

ustawiano bramkowanie pojedynczych komórek (singletów) (FSC-H vs. FSC-A) w celu 

rozróżnienia dubletów i zlepów komórek. Makrofagi były bramkowane na podstawie 

ekspresji CD45 (obiekty CD45+). Ekspresja wybranych receptorów (CD11c, CD206 

i CD62L) na makrofagach (obiekty CD45+) była bramkowana względem kontroli FMO. 

Eksperyment powtórzono czterokrotnie, wykorzystując supernatanty hodowli gronkowców 

z czterech eksperymentów przygotowawczych. 
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IV.2.12. Ocena pochłaniania S. aureus przez makrofagi wyprowadzone z linii THP-1 

po ekspozycji na supernatanty z hodowli gronkowców i oczyszczone składniki 

ściany komórkowej gronkowców 

Makrofagi wyprowadzone z monocytów linii z THP-1 po ekspozycji (24 godz.) na 

badane i porównawcze supernatanty oraz składniki ściany komórkowej gronkowców, 

a także nieeksponowane komórki kontrolne (K1 i K2) przemywano HHBS. W celu 

przygotowania bakterii znakowanych FITC, zawiesinę S. aureus ATCC 43300 w PBS 

(OD535=1.0) wirowano (3000 obr./min., 10 min.), a do osadu bakterii dodawano 1 mg/ml 

izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC; Sigma Aldrich, USA) w PBS w objętości równej 

początkowej objętości zawiesiny gronkowców. Bakterie z FITC inkubowano przez 20 minut 

na wytrząsarce orbitalnej, w ciemności, w temperaturze pokojowej, a następnie trzykrotnie 

przemywano 4% BSA w PBS, za każdym razem odwirowując w warunkach jak wyżej. 

Na koniec, osad bakterii znakowanych FITC był zawieszany w podłożu do hodowli 

komórkowych bez antybiotyków i dodawany do komórek w MOI 1:10 na 1 godzinę 

w 37°C/5% CO2. Jednocześnie prowadzono hodowle makrofagów bez bakterii w celu oceny 

autofluorescencji komórek. Po inkubacji usuwano wolnopływające bakterie poprzez 

delikatne przemywanie monowarstwy komórek za pomocą HHBS, zaś fluorescencję bakterii 

przylegających do komórek (F1) mierzono przy 485ex /535em nm za pomocą SpectraMax i3 

(Molecular Devices, USA) w Laboratorium Obrazowania Mikroskopowego 

i Specjalistycznych Technik Biologicznych na Wydziale Biologii i Ochrony Środowiska 

Uniwersytetu Łódzkiego. Następnie dodawano 0,2% Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA) 

w PBS na 10 minut w temperaturze pokojowej na wytrząsarce orbitalnej w celu lizy 

komórek i uwolnienia pochłoniętych gronkowców. Fluorescencję prób - bakterii 

przylegających do komórek i pochłoniętych (F2) mierzono ponownie jak wyżej. Obliczenia: 

najpierw średnią wartość autofluorescencji komórek odejmowano od wartości F1 i F2; 

następnie różnica wartości fluorescencji [F2 - F1] dla każdej próbki została wykorzystana 

do obliczenia odsetka fagocytozy (pochłaniania) S. aureus w stosunku do fagocytozy 

w odpowiednich próbach kontrolnych uznanej za 100%  (K1 dla komórek eksponowanych 

na oczyszczone składniki ściany komórkowej S. aureus i K2 dla komórek eksponowanych 

na supernatanty z hodowli gronkowców). Eksperyment powtórzono pięciokrotnie 

w czterech powtórzeniach, wykorzystując supernatanty z pięciu eksperymentów 

przygotowawczych. 
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IV.2.13. Ocena wewnątrzkomórkowego zabijania pochłoniętych S. aureus przez 

makrofagi wyprowadzone z linii THP-1 po ekspozycji na supernatanty 

z hodowli gronkowców i oczyszczone składniki ściany komórkowej 

gronkowców 

Makrofagi wyprowadzone z monocytów linii THP-1 po ekspozycji (24 godz.) na 

badane i porównawcze supernatanty oraz składniki ściany komórkowej gronkowców, 

a także nieeksponowane komórki kontrolne (K1 i K2), jak opisano powyżej, przemywano 

HHBS. Zawiesinę S. aureus ATCC 43300 w PBS (OD535=1.0) rozcieńczano 

dziesięciokrotnie w PBS i wirowano (3000 obr./min., 10 min.). Następnie bakterie ponownie 

zawieszano w podłożu do hodowli komórkowej bez antybiotyków w objętości równej 

początkowej objętości zawiesiny gronkowców i dodawano do komórek w MOI 1:10 na 

1 godz. w 37°C/5% CO2. Równocześnie zakładano hodowle makrofagów bez bakterii w celu 

oceny autofluorescencji komórek. Po inkubacji usuwano niezadherowane bakterie, 

a komórki poddawano działaniu 50 µg/ml gentamycyny (Sigma Aldrich, USA) w podłożu 

do hodowli komórkowych przez 1 godzinę w temperaturze 37°C/5% CO2. Następnie 

jednokrotnie płukano komórki za pomocą HHBS. Komórki do oceny początkowego 

pochłaniania S. aureus natychmiast poddawano lizie za pomocą 0,2% Triton X-100 w PBS 

(10 minut w temperaturze pokojowej na wytrząsarce orbitalnej), a uwolnione bakterie 

barwiono odczynnikiem Alamar Blue™ Cell Viability Reagent zgodnie z instrukcjami 

producenta (Invitrogen, USA). Do komórek przeznaczonych do badania 

wewnątrzkomórkowego zabijania S. aureus dodawano podłoże do hodowli komórkowej 

(200 l/studzienkę), inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C/5% CO2, 

a następnie traktowano analogicznie. Fluorescencję (RFU) prób mierzono przy 550ex /585em 

nm przy użyciu SpectraMax i3 w Laboratorium Obrazowania Mikroskopowego 

i Specjalistycznych Technik Biologicznych na Wydziale Biologii i Ochrony Środowiska 

Uniwersytetu Łódzkiego. Obliczenia: najpierw średnią wartość autofluorescencji komórek 

odejmowano od wszystkich wartości fluorescencji próbek (po 1 godz. i 24 godz.); następnie 

obliczano procent przeżywalności S. aureus wewnątrz komórek (przez 24 godz. po 

pochłonięciu) dla każdej próbki, porównując RFU po 24 godzinach do RFU po 1 godzinie 

uznanej za 100% pochłoniętych bakterii. Eksperyment powtórzono czterokrotnie w czterech 

powtórzeniach, wykorzystując supernatanty z czterech eksperymentów przygotowawczych. 
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IV.2.14. Statystyka 

Dane zostały przedstawione jako wartości średnie ± odchylenie standardowe (SD). 

Uzyskane wyniki analizowano za pomocą testu U Manna-Whitneya, a różnice przy p≤0,05 

uznano za istotne statystycznie. Do obliczeń i wizualizacji wykorzystano oprogramowanie 

GraphPad Prism w wersji 8.0.1 dla Windows (GraphPad Software, USA). 

 

IV.3. Wyniki 

IV.3.1. Wpływ ekstraktów z V. opulus na uwalnianie peptydoglikanu i gronkowcowego 

białka A do supernatantów z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus 

Uwalnianie peptydoglikanu (PG) i gronkowcowego białka A (SpA)  z hodowli 

planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 poddanych działaniu ekstraktów 

z V. opulus, kwasu chlorogenowego (ChA) lub wankomycyny (VAN) w stężeniach sub-

MIC oceniano w supernatantach pohodowlanych z użyciem metody ELISA. Przygotowano 

również dwa rodzaje prób kontrolnych, osobno dla form planktonowych i biofilmowych: K1 

- bakterie w samym podłożu, kontrola do porównania wyników wszystkich prób z wyjątkiem 

tych po traktowaniu ChA, oraz K2 - bakterie w podłożu zawierającym 0,5% etanolu (Et-

OH), który był rozpuszczalnikiem dla ChA, kontrola do porównania wyników z prób po 

traktowaniu bakterii ChA. Wyniki jako wartości średnie z 4 niezależnych eksperymentów 

przedstawiono w Tabeli 1. 
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Tabela 1. Wpływ ekstraktów z V. opulus L. na uwalnianie peptydoglikanu (PG) 

i gronkowcowego białka A (SpA) z komórek S. aureus ATCC 43300 rosnących 

w formie planktonowej i biofilmowej. 

   Stężenie [ng/ml] 

  PG SpA 
h
o
d
o
w

le
 p

la
n
k
to

n
o
w

e 

K1 47,97±24,94 6,34±2,82 

K2 30,93±4,22 5,94±1,11 

VBw 66,58±23,60 8,23±1,16 

VFw 62,03±30,74 6,84±2,86 

VFe 67,97±21,05 7,35±2,31 

ChA 33,83±26,80 5,22±3,60 

VAN 54,07±23,12 6,50±2,57  

K1 18,83±8,68 5,32±1,13 

h
o
d
o
w

le
 b

io
fi

lm
o
w

e 

K2 22,81±11,07 5,23±2,21 

VBw 31,28±9,68 5,45±2,11 

VFw 28,04±9,49 4,91±1,77 

VFe 27,46±9,88 5,21±1,02 

ChA 22,31±9,08 4,45±2,41 

VAN 24,80±7,12 5,90±0,42 

 

Stężenie PG i SpA przedstawiono jako wartości średnie ± SD (n=4). VF - ekstrakt z owoców V. opulus; VB - 

ekstrakt z kory V. opulus; e/w/ - ekstrakt etanolowy/wodny; ChA - kwas chlorogenowy (100 µg/ml); VAN - 

wankomycyna (½ MIC); K1 - bakterie kontrolne w samym podłożu, K2 - bakterie kontrolne w podłożu 

zawierającym 0,5% etanolu (Et-OH). 

 

Obecność PG i SpA odnotowano we wszystkich badanych układach. Poziom SpA był bardzo 

niski (nie przekraczał 9 ng/ml), podczas gdy zawartość PG osiągnęła 68 ng/ml. Zgodnie 
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z oczekiwaniami, uwalnianie składników ściany komórkowej bakterii było bardziej nasilone 

w przypadku gronkowców rosnących w formie planktonowej niż w formie biofilmu. 

Ekspozycja S. aureus na ekstrakty V. opulus, ChA lub VAN spowodowała nasilone 

uwalnianie PG zarówno z hodowli planktonowych, jak i biofilmowych, w porównaniu 

z odpowiednimi kontrolami (Tabela 1.). Różnice te nie były jednak istotne statystycznie. 

Co ciekawe, zawartość PG w supernatantach bakterii eksponowanych na ekstrakty V. opulus 

była wyższa niż w tych eksponowanych na antybiotyk stosowany w stężeniu ½ MIC. 

Podobne efekty zaobserwowano w przypadku uwalniania SpA z hodowli planktonowej 

S. aureus, podczas gdy ekstrakty V. opulus, ChA lub VAN nie powodowały nasilonego 

w stosunku do kontroli uwalniania SpA z biofilmu S. aureus (Tabela 1). 

 

IV.3.2. Wpływ badanych i porównawczych supernatantów z hodowli S. aureus oraz 

składników ściany komórkowej gronkowców na zmiany w powierzchniowej 

ekspresji markerów CD na makrofagach zróżnicowanych z THP-1 

W celu analizy polaryzacji makrofagów na dwa główne fenotypy: prozapalny M1 

lub regulatorowy M2, w odpowiedzi na supernatanty z hodowli S. aureus poddanych 

działaniu ekstraktów z kaliny koralowej lub składniki ściany komórkowej gronkowców, 

zbadano ekspresję wybranych markerów CD na powierzchni makrofagów pochodzących 

z linii THP-1 z użyciem cytometrii przepływowej. Oceniano ekspresję CD45 (wspólny 

antygen leukocytów; bramkowanie komórek), CD11c (integryna X; marker makrofagów 

fenotypu M1), CD206 (receptor mannozy C typu 1; marker makrofagów fenotypu M2) 

i CD62L (selektyna L eksponowana na aktywowanych leukocytach). Uzyskane wyniki 

przedstawiono w Tabeli 2 i na Rycinie 4. 
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Tabela 2. Ekspresja wybranych markerów CD na makrofagach pochodzących z THP-

1 (komórki CD45+) poddanych działaniu (24 godz.) badanych i porównawczych 

supernatantów z hodowli S. aureus ATCC 43300 lub składników ściany komórkowej 

S. aureus. 

   CD45+ [%] 

  CD11c+ CD206+ CD62L+ 

 

K1 81,18±3,10 5,53±2,50 1,35±0,60 

 K2 78,50±1,44 3,95±2,02 2,50±1,40 

 

PG 10 69,30±2,35* 2,63±1,36 1,63±0,87 

 PG 20 68,98±4,19* 3,18±1,65 2,53±1,30 

 SpA 10 80,10±5,01 4,60±2,32 1,13±0,64 

 SpA 100 77,13±4,41 3,40±1,74 1,23±0,78 

P
 

VBw 77,05±3,83 2,80±1,28 2,03±1,23 

VFw 77,95±3,11 2,88±1,35 1,98±1,08 

VFe 78,25±3,70 3,03±1,35 2,18±1,35 

ChA 77,73±2,36 2,45±1,37 1,55±1,24 

VAN 75,73±5,58 2,83±1,57 1,88±1,45 

B
 

VBw 75,98±4,72 2,88±1,70 2,30±1,59 

VFw 75,53±7,35 3,40±1,93 2,80±1,67 

VFe 75,15±7,85 3,25±1,55 2,48±1,63 

ChA 77,05±4,90 3,18±1,56 2,53±1,77 

VAN 74,55±2,64* 3,28±1,75 2,50±1,51 

 

Badane supernatanty hodowlane: VBw - ekstrakt wodny z kory V. opulus, VFw - ekstrakt wodny z owoców 

V. opulus, VFe - ekstrakt etanolowy z owoców V. opulus; porównawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas 

chlorogenowy (100 µg/ml), VAN - wankomycyna (½ MIC); B - supernatanty z hodowli biofilmowej S. aureus, 

P - supernatanty z hodowli planktonowej S. aureus; składniki ściany komórkowej S. aureus: PG - 

peptydoglikan (10 i 20 µg/ml), SpA (10 i 100 µg/ml). * p ≤ 0,05 statystycznie istotne różnice w porównaniu 

do K1 (dla komórek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komórek traktowanych supernatantami z hodowli S. 

aureus). 
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Ryc. 4. Reprezentatywne histogramy z cytofluorymetru przepływowego dla ekspresji 

CD11c na makrofagach pochodzących z THP-1 eksponowanych (24 godz.) na badane 

i porównawcze supernatanty z hodowli S. aureus ATCC 43300 lub składniki ściany 

komórkowej S. aureus. 

(A) Schemat bramkowania do pomiarów ekspresji CD11c na powierzchni makrofagów (obiekty CD45+). 

W pierwszej kolejności makrofagi rozróżniane były na podstawie wielkości mierzonych obiektów (profil 

rozproszenia światła rejestrowany na detektorach (FSC-A) i (SSC-A). Bramkowanie pojedynczych komórek 

(singletów) przeprowadzono na podstawie wykresów dot-plot FSC-H vs. FSC-A (region bramkowania został 

ustawiony w celu rozróżnienia dubletów komórek). Makrofagi były następnie bramkowane na podstawie 

ekspresji CD45 (obiekty CD45+). Ekspresja CD11c na makrofagach (obiekty CD45+) była bramkowana 

względem kontroli FMO (ang. Fluorescence Minus One). (B) Histogramy cytometryczne, przedstawiające 

poziom ekspresji CD11c na makrofagach (obiekty CD45+): K1 - komórki kontrolne w samym podłożu 

hodowlanym; K2 - komórki kontrolne w podłożu hodowlanym zawierającym podłoże dla bakterii (TSB/Glu); 

VAN P/B - supernatanty z hodowli planktonowej/biofilmowej S. aureus po traktowaniu wankomycyną; SpA 

10/100 - gronkowcowe białko A [10/100 µg/ml]; PG 10/20 - peptydoglikan [10/20 µg/ml]. 
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Ekspresja CD11c na nietraktowanych (kontrolnych) komórkach CD45+ była bardzo 

wysoka - ponad 81% kontrolnych komórek K1 i prawie 80% kontrolnych komórek K2 

posiadało CD11c na powierzchni. Supernatanty z hodowli S. aureus (zarówno badane, jak 

i porównawcze), a także składniki ściany komórkowej gronkowców ogółem zmniejszały 

ekspresję CD11c na makrofagach pochodzących z monocytów THP-1 (Tabela 2). 

Obserwowane zmiany w większości nie były istotne statystycznie w porównaniu do 

odpowiednich komórek kontrolnych (K1 dla komórek eksponowanych na składniki ściany 

komórkowej S. aureus, K2 dla komórek eksponowanych na supernatanty z hodowli 

S. aureus). Jedynie komórki eksponowane na PG S. aureus i supernatant z hodowli 

biofilmowej S. aureus po ekspozycji na wankomycynę (VAN) wykazywały znacząco niższą 

ekspresję CD11c (spadek o 11,9%, 12,2% i 4% odpowiednio dla PG 10 µg/ml, PG 20 µg/ml 

i VAN, w porównaniu do odpowiednich kontroli). Ekspresja receptora CD206 na 

makrofagach CD45+ pod wpływem badanych preparatów również uległa niewielkim 

zmianom w porównaniu do odpowiednich kontroli i była na stosunkowo niskim poziomie, 

osiągając najwyższą wartość dla komórek kontrolnych (5,53±2,5% K1) i nie przekraczając 

3,5% dla komórek badanych (z wyjątkiem komórek eksponowanych na SpA stosowanym 

w stężeniu 10 µg/ml) (Tabela 2). Co ciekawe, w przeciwieństwie do CD11c i CD206, 

obecność podłoża hodowlanego dla bakterii (TSB/Glu) w podłożu do hodowli komórkowej 

przyczyniła się do niemal podwojenia poziomu ekspresji cząsteczki CD62L na 

nietraktowanych (kontrolnych) komórkach CD45+. Ekspozycja komórek na badane 

preparaty (np. PG, supernatanty z hodowli biofilmowej S. aureus traktowane ekstraktem 

wodnym z owoców V. opulus lub kwasem chlorogenowym) również zwiększała ekspozycję 

CD62L na powierzchni komórek (Tabela 2). Zmiany te nie były jednak istotne statystycznie. 

 

IV.3.3. Wpływ badanych i porównawczych supernatantów z hodowli S. aureus oraz 

składników ściany komórkowej gronkowców na produkcję cytokin przez 

makrofagi pochodzące z THP-1 

Jednym ze wskaźników stymulacji makrofagów i ich zmienności fenotypowej jest 

aktywność wydzielnicza. W związku z tym zbadano produkcję i uwalnianie wybranych 

cytokin: czynnika martwicy nowotworów alfa (TNF-) i interleukiny 10 (IL-10) przez 

makrofagi THP-1 eksponowane na supernatanty z hodowli planktonowych i biofilmowych 
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S. aureus ATCC 43300 lub składniki ściany komórkowej gronkowców za pomocą testu 

ELISA. Otrzymane wyniki przedstawiono na Ryc. 5. 

 

Ryc. 5. Cytokiny: TNF- (a) i IL-10 (b) wydzielane przez makrofagi THP-1 

eksponowane (24 godz.) na badane i porównawcze supernatanty z hodowli S. aureus 

ATCC 43300 lub składniki ściany komórkowej gronkowców. 
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Badane supernatanty hodowlane: VBw - ekstrakt wodny z kory V. opulus, VFw - ekstrakt wodny z owoców 

V. opulus, VFe - ekstrakt etanolowy z owoców V. opulus; porównawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas 

chlorogenowy (100 µg/ml), VAN - wankomycyna (½ MIC); składniki ściany komórkowej S. aureus: PG - 

peptydoglikan (10 i 20 µg/ml), SpA (10 i 100 µg/ml). Statystycznie istotne różnice w porównaniu do K1 (dla 

komórek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komórek traktowanych supernatantami z hodowli S. aureus): * 

p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001. 

 

Zaobserwowano znaczne nasilenie produkcji TNF- przez komórki eksponowane na 

supernatanty z hodowli biofilmowych S. aureus ATCC 43300 (zarówno w układach 

badanych - biofilmu traktowanego ekstraktami V. opulus, jak i układach porównawczych - 

biofilmu traktowanego VAN lub ChA), a także na składniki ściany komórkowej S. aureus 

(Ryc. 5a). Stężenie TNF- wzrosło 1,8-2,2-krotnie pod wpływem badanych supernatantów 

z hodowli biofilmowych S. aureus i około 2-krotnie w przypadku porównawczych 

supernatantów z hodowli biofilmowych. Najbardziej intensywny wzrost wykazano dla 

makrofagów pochodzących z THP-1 wystawionych na działanie PG (61-62 razy). 

Co ciekawe, w przypadku supernatantów z hodowli planktonowych S. aureus ATCC 43300, 

znaczący wzrost produkcji TNF- odnotowano tylko dla komórek eksponowanych na 

supernatant VBw uzyskany z bakterii planktonowych traktowanych wodnym ekstraktem 

z kory V. opulus (Ryc. 5a). Podczas gdy produkcja IL-10 wzrosła we wszystkich badanych 

próbkach, w tym w komórkach eksponowanych na supernatanty z hodowli planktonowych 

S. aureus ATCC 43300 (Ryc. 5b). Podobnie, najbardziej intensywny wzrost wykazano dla 

makrofagów pochodzących z THP-1 eksponowanych na PG (7 razy). Stężenie IL-10 

wzrosło do 2,4 razy pod wpływem supernatantów z hodowli biofilmowych i do 1,8 razy 

w przypadku supernatantów z hodowli planktonowych S aureus. 

 

IV.3.4. Wpływ „primingu” supernatantami z hodowli planktonowych i biofilmowych 

S. aureus oraz składnikami ściany komórkowej gronkowców na modulację 

funkcji makrofagów pochodzących z THP-1 w zakresie ich aktywności 

fagocytarnej przeciwko gronkowcom 

W celu oceny zmiany w funkcjonowaniu makrofagów po „primingu” supernatantami 

hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 oraz składnikami ściany 

komórkowej gronkowców, zbadano aktywność fagocytarną komórek, rozumianą jako 
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zdolność do pochłaniania i wewnątrzkomórkowego zabijania bakterii. Wyniki pochłaniania 

S. aureus ATCC 43300 przez makrofagi THP-1 eksponowane na supernatanty hodowlane 

tego samego szczepu gronkowca lub składniki ściany komórkowej S. aureus przedstawiono 

na Rycinie 6. 

 

Ryc. 6. Pochłanianie S. aureus ATCC 43300 przez makrofagi wyprowadzone z linii 

THP-1 eksponowane (24 godz.) na działanie badanych i porównawczych 

supernatantów hodowlanych S. aureus lub składników ściany komórkowej 

gronkowców. 

Badane supernatanty hodowlane: VBw - wodny ekstrakt z kory V. opulus, VFw - wodny ekstrakt z owoców 

V. opulus, VFe - etanolowy ekstrakt z owoców V. opulus; porównawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas 

chlorogenowy (100 µg/ml), VAN - wankomycyna (½ MIC); składniki ściany komórkowej S. aureus: PG - 

peptydoglikan (10 i 20 µg/ml), SpA (10 i 100 µg/ml). Statystycznie istotne różnice w porównaniu do K1 (dla 

komórek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komórek traktowanych supernatantami z hodowli S. aureus), 

których wyniki uznano za 100%: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001. 

 

Zaobserwowano istotny statystycznie spadek pochłaniania S. aureus ATCC 43300 

przez makrofagi THP-1 eksponowane na składniki ściany komórkowej gronkowców 
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złocistych (Ryc. 6). PG zastosowany w stężeniu 20 µg/ml spowodował największy spadek 

pochłaniania bakterii o 69,6% (p ≤ 0,001). Podobny efekt był również konsekwencją 

ekspozycji komórek na SpA (spadek fagocytozy do 47%). Natomiast ekspozycja komórek 

na supernatanty z hodowli S. aureus (zarówno planktonowych, jak i biofilmowych) 

uzyskane po traktowaniu bakterii ekstraktami z V. opulus, kwasem chlorogenowym lub 

wankomycyną nie miała znaczącego wpływu na pochłanianie S. aureus. Supernatant 

z hodowli biofilmowej S. aureus traktowanej wodnym ekstraktem z kory V. opulus (VBw) 

wydawał się nawet stymulować makrofagi THP-1 do fagocytozy gronkowców (Ryc. 6), 

jednak różnica w porównaniu z komórkami kontrolnymi nie była istotna statystycznie. 

Wyniki wewnątrzkomórkowego zabijania gronkowców przez makrofagi pochodzące 

z THP-1 wystawione na działanie supernatantów hodowli planktonowych i biofilmowych 

S. aureus ATCC 43300 lub składników ściany komórkowej gronkowców przedstawiono na 

Rycinie 7, jako przeżywalność wewnątrz makrofagów w ciągu 24 godzin wstępnie 

zinternalizowanych S. aureus. 

 

Ryc. 7. Zdolność makrofagów wyprowadzonych z linii THP-1 eksponowanych 

(24 godz.) na działanie badanych i porównawczych supernatantów z hodowli S. aureus 

lub składników ściany komórkowej gronkowców do wewnątrzkomórkowego zabijania 

pochłoniętych S. aureus ATCC 43300. 
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Badane supernatanty hodowlane: VBw - wodny ekstrakt z kory V. opulus, VFw - wodny ekstrakt z owoców 

V. opulus, VFe - etanolowy ekstrakt z owoców V. opulus; porównawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas 

chlorogenowy (100 µg/ml), VAN - wankomycyna (½ MIC); składniki ściany komórkowej S. aureus: PG - 

peptydoglikan (10 i 20 µg/ml), SpA (10 i 100 µg/ml). Statystycznie istotne różnice w porównaniu do K1 (dla 

komórek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komórek traktowanych supernatantami hodowli S. aureus), 

których wyniki uznano za 100%: * p ≤ 0.05. 

 

Przede wszystkim stwierdzono, że S. aureus ATCC 43300 przeżywał i namnażał się 

wewnątrz makrofagów pochodzących z THP-1 w ciągu 24 godzin po internalizacji. Liczba 

żywych bakterii wzrosła o około 43% i 58%, odpowiednio w komórkach kontrolnych K1 

i K2, w porównaniu do liczby pochłoniętych bakterii uznanych za 100% (Ryc. 7). 

Ekspozycja komórek na PG znacząco (p 0,05) zwiększyła przeżywalność gronkowców 

(o 25,5% i 54,8% po zastosowaniu PG w stężeniu odpowiednio 10 i 20 µg/ml) 

w porównaniu do komórek kontrolnych (K1), podczas gdy wstępna ekspozycja na SpA 

nie miała znaczącego wpływu na przeżywalność wewnątrzkomórkową S. aureus. 

Co ciekawe, ekspozycja komórek na większość badanych i porównawczych supernatantów 

hodowlanych uzyskanych z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus ATCC 43300 

spowodowała zmniejszenie liczby żywych bakterii wewnątrz komórek wystawionych na 

działanie tych supernatantów w porównaniu z właściwą kontrolą (K2) (Ryc. 7). Wskazuje 

to na większą zdolność stymulowanych w ten sposób makrofagów do ograniczania wzrostu 

i/lub zabijania pochłoniętych gronkowców. Spośród badanych supernatantów, te uzyskane 

z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus ATCC 43300 traktowanych wodnym 

ekstraktem z kory V. opulus (VBw na Ryc. 7) najlepiej stymulowały makrofagi THP-1 do 

ograniczania wewnątrzkomórkowego namnażania się gronkowców. Jednak różnice 

w liczbie bakterii pozostających przy życiu po 24 godzinach inkubacji komórek 

w porównaniu z kontrolą nie były statystycznie istotne. 

 

IV.4. Podsumowanie wyników nieopublikowanych i wnioski 

Udowodniliśmy dodatkowy potencjał immunomodulacyjny ekstraktów z kaliny 

koralowej (V. opulus L.), które mogą oddziaływać pośrednio na komórki układu 

odpornościowego, modulując ich aktywność poprzez składniki uwalniane 

z mikroorganizmów tymczasowo lub trwale zasiedlających tkanki gospodarza, takich jak 



 

86 

 

gronkowce. Należy podkreślić, że stężenie i skład (złożona mieszanina) biologicznie 

aktywnych składników S. aureus uwalnianych zarówno z hodowli planktonowych, jak 

i biofilmowych gronkowców przez ekstrakty V. opulus były wystarczające, aby nasilić 

aktywność wydzielniczą makrofagów wyprowadzonych z monocytów linii THP-1 

w zakresie produkcji cytokin ważnych dla odpowiedzi immunologicznej przeciwko 

infekcjom gronkowcowym (TNF-α , IL-10). Pozytywnie wpłynęły także na zdolność tych 

komórek do ograniczania wewnątrzkomórkowego namnażania się pochłoniętych 

gronkowców. Podczas gdy oczyszczone (komercyjnie dostępne) składniki ściany 

komórkowej S. aureus stosowane w wyższych stężeniach (PG, SpA) wydawały się 

powodować anergię badanych makrofagów, hamując fagocytozę bakterii na obu poziomach: 

pochłaniania i wewnątrzkomórkowego zabijania. Może to być jedna z przyczyn 

niepowodzeń w rozwoju podjednostkowych szczepionek przeciwgronkowcowych, 

w których zastosowano tylko kilka antygenów, podczas gdy według Askarian i wsp. (2018) 

S. aureus wykazuje ekspresję ponad 100 czynników wirulencji. Nasze badania sugerują 

nową możliwość stymulacji komórek wrodzonego układu odpornościowego przeciwko 

infekcjom gronkowcowym przy użyciu naturalnej mikrobioty i roślinnych suplementów 

diety. Proponowane rozwiązanie ma również pewne ograniczenia. Jednym z nich są 

przewlekłe choroby zapalne. Pacjenci z rozregulowanym układem odpornościowym, w tym 

niezrównoważoną adaptacyjną odpowiedzią immunologiczną Th1/Th2, nie mogą być 

dodatkowo narażani na składniki lub produkty komórek gronkowców, takie jak 

superantygeny, które są odpowiedzialne za nasiloną reakcję zapalną, w tym nadmierną 

aktywację komórek układu odpornościowego i burzę cytokinową(Matsuoka i wsp. 2015, 

Guan 2019, Iwamoto i wsp. 2019). Co więcej, prezentowane przez nas dane pochodzą 

jedynie z badań in vitro i dopiero przyszłe badania na modelach zwierzęcych pozwolą 

określić rzeczywistą przydatność takiego rozwiązania. 
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V. Podsumowanie i wnioski 

Najważniejsze wyniki uzyskane w ramach realizacji celów szczegółowych pracy doktorskiej 

zostały podsumowane poniżej. 

I. Ocena właściwości przeciwdrobnoustrojowych i cytotoksycznych ekstraktów 

z owoców i kory kaliny koralowej w działaniu bezpośrednim przeciwko S. aureus 

[Publikacja P2]. 

Wykazano, że: 

 Najsilniejsze bezpośrednie działanie przeciwgronkowcowe posiada acetonowy 

ekstrakt z kory kaliny koralowej (VBa), dla którego stężenie MIC jest równe 

MBC i wynosi 1 mg/ml w stosunku do S. aureus ATCC 29213.  

 Wartość MIC oraz MBC pozostałych ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej w stosunku do S. aureus ATCC 29213 jest większa bądź równa 

2 mg/ml. 

 Ekstrakty z owoców i kory kaliny koralowej nie są cytotoksyczne dla ludzkich 

fibroblastów linii HFF-1 w pełnym zakresie badanych stężeń 0,49-500 μg/ml. 

WNIOSKI: 

1. Ekstrakty z owoców i kory kaliny koralowej wykazują słabą bezpośrednią 

aktywność przeciwdrobnoustrojową wobec gronkowców złocistych. 

2. Brak cytotoksyczności w stosunku do fibroblastów ludzkich wskazuje na 

możliwość bezpiecznego stosowania u ludzi ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej w zakresie stężeń do 500 µg/ml. 

3. Do dalszych badań wybrano stężenia subinhibicyjne ekstraktów z kaliny: 100 i 500 

µg/ml, z uwagi na bezpieczeństwo ich stosowania dla komórek eukariotycznych 

oraz brak wpływu hamującego na wzrost gronkowców złocistych. 
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II. Ocena możliwości zastosowania sortazy A jako celu molekularnego dla preparatów 

przeciwdrobnoustrojowych i potencjalnego składnika szczepionek 

przeciwgronkowcowych [Publikacja P2]. 

Wykazano, że: 

 Ekstrakty z kaliny koralowej silnie hamują aktywność sortazy A w testach 

z wolnym enzymem. Najsilniejszy efekt wywierał wodny ekstrakt z owoców 

V. opulus (VFw; hamowanie aktywności SrtA w zakresie 46,7-57,9%), 

acetonowy ekstrakt z kory (VBa; 60,5% zahamowanie aktywności SrtA 

w stężeniu 500 µg/ml) i etanolowy ekstrakt z kory (VBe; 54,2% inhibicji 

aktywności SrtA w stężeniu 500 µg/ml). 

 Ekstrakty z kory kaliny koralowej w działaniu bezpośrednim na S. aureus 

(badane szczepy S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 29213, S. aureus H9) 

powodują w większości przypadków istotne zmniejszenie ekspresji SpA na 

powierzchni komórek gronkowców. 

 Ekstrakty z kory kaliny koralowej wywołują zmiany w składzie lipidów 

i kwasów tłuszczowych w błonach komórkowych S. aureus (badany szczep 

S. aureus ATCC 43300; wzrost zawartości fosfatydylogliceroli i diglukozyl-

diacylgliceroli oraz znaczący spadek zawartości lizylo-fosfatydylogliceroli). 

 Ekstrakty z kaliny koralowej istotnie hamują tworzenie biofilmu przez 

gronkowce, w tym: S. aureus ATCC 43300 w zakresie 10,2-25,0% i S. aureus 

H9 w zakresie 6,3-23,2%. 

WNIOSKI: 

1. Zmniejszenie ekspresji białka SpA na powierzchni komórek S. aureus po 

ekspozycji na ekstrakty z kaliny koralowej wynika prawdopodobnie 

z zahamowania u tych bakterii aktywności enzymu błonowego sortazy A (SrtA). 

2. Zmiany w składzie lipidów i kwasów tłuszczowych w błonach komórkowych 

S. aureus pod wpływem ekstraktów z kory kaliny koralowej wskazują na 

destabilizację błon komórkowych gronkowców, która może uwrażliwiać te 

bakterie na działanie kationowych substancji przeciwdrobnoustrojowych. Zmiany 
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te mogą także wpływać na aktywność SrtA oraz intensywność tworzenia biofilmu 

przez gronkowce złociste. 

3. Pomimo hamowania przez ekstrakty z kaliny koralowej aktywności SrtA 

i ekspresji SpA na powierzchni komórek gronkowców złocistych, bakterie te nadal 

skutecznie tworzyły biofilmy w obecności badanych ekstraktów. Proces tworzenia 

biofilmów przez gronkowce, jako zależny od wielu różnych cząsteczek 

adhezyjnych, produkcji zewnątrzkomórkowych substancji polimerowych, 

aktywacji systemów quorum-sensing i sensorycznych systemów 

dwuskładnikowych, nie podlega zatem prostej regulacji przez wpływ na 

pojedyncze czynniki wirulencji gronkowców. 

4. Sortaza A rozpatrywana samodzielnie nie jest wystarczającym celem 

molekularnym dla preparatów przeciwdrobnoustrojowych i szczepionek 

przeciwgronkowcowych, by skutecznie ograniczyć rozwój zakażeń z udziałem 

S. aureus lub im zapobiegać. 

 

III. Analiza właściwości immunomodulujących ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej przez ocenę wpływu czynników uwalnianych z planktonowych 

i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ww. ekstrakty na polaryzację 

makrofagów w subpopulacje M1 lub M2 [wyniki nieopublikowane]. 

Wykazano, że: 

 Ekspozycja hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 na 

ekstrakty z kaliny koralowej powoduje uwalnianie PG i SpA z powierzchni 

komórek gronkowców. 

 Ekspozycja makrofagów wyprowadzonych z monocytów linii THP-1 na 

supernatanty z hodowli planktonowych lub biofilmowych S. aureus ATCC 

43300 poddanych działaniu ekstraktów z kaliny nie wpłynęła w sposób istotny 

na zmianę ekspresji badanych markerów CD (CD11c, CD206, CD62L) 

w populacji komórek CD45+. 

 Ekspozycja makrofagów wyprowadzonych z monocytów linii THP-1 na 

supernatanty z hodowli planktonowych lub biofilmowych S. aureus ATCC 
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43300 poddanych działaniu ekstraktów z kaliny powodowała istotne nasilenie 

produkcji TNF- i IL-10. Wyjątek stanowiły makrofagi eksponowane na 

supernatant z hodowli planktonowej S. aureus poddanej działaniu etanolowego 

ekstraktu z owoców kaliny (VFe), które produkowały istotnie mniej TNF-α, ale 

nie IL-10. 

WNIOSKI: 

1. Aktywne składniki ściany komórkowej S. aureus uwalniane do środowiska 

z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus pod wpływem działania 

ekstraktów z kaliny koralowej stosowanych w stężeniach subinhibicyjnych 

mogą modulować produkcję cytokin przez makrofagi, lecz nie wpływają na 

zmianę ekspozycji powierzchniowej markerów CD na tych komórkach. 

2. Nasilona produkcja TNF- przez makrofagi eksponowane na supernatanty 

z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus po działaniu ekstraktów 

z kaliny koralowej sugeruje polaryzację makrofagów w kierunku komórek 

prozapalnych M1, ale brak istotnych zmian w powierzchniowej ekspozycji 

markerów CD uniemożliwia jednoznaczne określenie fenotypu tych komórek. 

 

IV. Analiza właściwości immunomodulujących ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej przez ocenę wpływu czynników uwalnianych z planktonowych 

i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ekstrakty owoców i kory kaliny 

koralowej na wybrane parametry aktywności przeciwzakaźnej komórek 

fagocytarnych [wyniki nieopublikowane]. 

Wykazano, że: 

 Supernatanty z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 

eksponowanych na ekstrakty z kaliny nie wywierały istotnego wpływu na 

pochłanianie gronkowców przez makrofagi wyprowadzone z monocytów linii 

THP-1. 

 Gronkowce złociste po pochłonięciu przez makrofagi wyprowadzone z linii 

THP-1, namnażały się wewnątrz tych komórek. 
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 Stymulacja makrofagów wyprowadzonych z linii THP-1 supernatantami 

z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 

eksponowanych na ekstrakty z kaliny spowodowała ograniczenie 

wewnątrzkomórkowego przeżywania i namnażania się S. aureus ATCC 43300 

w ciągu 24 godzin od pochłonięcia tych drobnoustrojów.  

WNIOSKI: 

1. Ekstrakty z owoców i kory kaliny koralowej mają potencjał modulujący 

aktywność przeciwzakaźną makrofagów w zakresie zdolności do ograniczania 

wewnątrzkomórkowego namnażania się pochłoniętych gronkowców. Należy 

podkreślić, że oceniano ich działanie pośrednie przez aktywne składniki uwalniane 

z komórek gronkowców pod wpływem badanych ekstraktów stosowanych 

w stężeniach subinhibicyjnych, które następnie wpływały na makrofagi. 

2. Wykazano możliwość „primingu” komórek wrodzonego układu odpornościowego 

przez składniki uwalniane z gronkowców tymczasowo lub trwale zasiedlających 

tkanki gospodarza pod wpływem działania ekstraktów roślinnych. Ponieważ 

jednak prezentowane wyniki pochodzą z badań prowadzonych in vitro, należy 

przeprowadzić dalsze badania na modelach zwierzęcych, by określić rzeczywistą 

przydatność takiego rozwiązania.  
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VI. Dyskusja 

Pomimo rozległej wiedzy na temat gronkowców, S. aureus jest wciąż wiodącym 

patogenem zakażeń szpitalnych i pozaszpitalnych u ludzi (Tong i wsp. 2015, Kourtis i wsp. 

2019, Cheung i wsp. 2021). Wyczerpywanie się zasobów skutecznych antybiotyków, trudne 

w leczeniu zakażenia z udziałem biofilmów tych drobnoustrojów, a także brak szczepionki 

przeciwko gronkowcom złocistym to główne powody poszukiwań alternatywnych metod 

zapobiegania rozwojowi i leczenia zakażeń gronkowcowych, także przy użyciu ekstraktów 

roślinnych. Problemy te szeroko omówiono w publikacji przeglądowej [P1], która wchodzi 

w skład prezentowanej rozprawy. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej była weryfikacja 

możliwości zastosowania naturalnych ekstraktów roślinnych na przykładzie ekstraktów 

z kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) do zapobiegania zakażeniom wywoływanym przez 

S. aureus oraz ich rozwojowi do trudnych w leczeniu zakażeń biofilmowych. 

Poszukiwanie związków pochodzenia roślinnego, które wykazują bezpośrednie 

działanie bakteriostatyczne i/lub bakteriobójcze na gronkowce złociste, prowadzące do 

eliminacji patogenów powodujących infekcję jest głównym kierunkiem działań (Różalska 

i wsp. 2018, Nasim i wsp. 2022). Dlatego też, w ramach pierwszego etapu pracy dokonano 

oceny właściwości przeciwdrobnoustrojowych acetonowych, etanolowych i wodnych 

ekstraktów z owoców i kory kaliny koralowej przeciwko S. aureus ATCC 29213 oraz oceny 

aktywności cytotoksycznej badanych ekstraktów w stosunku do komórek eukariotycznych 

(publikacja [P2]). Wykazano, że badane ekstrakty nie są cytotoksyczne dla ludzkich 

fibroblastów linii HFF-1 w zakresie stężeń 0,49-500 μg/ml oraz wykazują bezpośrednią 

aktywność biostatyczną/biobójczą wobec gronkowców. Jednakże minimalne stężenie 

hamujące wzrost tych drobnoustrojów (MIC, ang. minimum inhibitory concentration) oraz 

minimalne stężenie bójcze (MBC, ang. minimum bactericidal concentration) dla większości 

badanych ekstraktów było większe bądź równe 2 mg/ml. Jedynie dla acetonowego ekstraktu 

z kory kaliny koralowej (VBa) wartość MIC była równa MBC i wyniosła 1 mg/ml 

(publikacja [P2]). Dla porównania, w badaniach Speck i wsp. (2020) wykazano, że MIC 

oksacyliny dla S. aureus ATCC 29213 (szczepu wrażliwego na ten antybiotyk) wynosiło 

0,25 mg/l, czyli 4000 razy mniej niż MIC VBa w stosunku do tego samego szczepu 

gronkowca złocistego. Ekstrakty z kaliny koralowej wykazują zatem słabą bezpośrednią 

aktywność biostatyczną/biobójczą w stosunku do gronkowców. Aktywność biologiczna 

ekstraktów V. opulus wynika głównie z obecności związków fenolowych (Kajszczak i wsp. 

2020), których wysoką zawartość potwierdzono w ekstraktach za pomocą analizy 
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biochemicznej (publikacja [P2]). Związki fenolowe charakteryzuje jednak niska 

biodostępność po podaniu doustnym oraz słaba dystrybucja tkankowa (Rein i wsp. 2013, 

Cosme i wsp. 2020, Pietrzyk i wsp. 2021). Biorąc pod uwagę te właściwości oraz wskazane 

wysokie stężenie MIC/MBC konieczne do osiągnięcia aktywności przeciwdrobnoustrojowej 

badanych ekstraktów, stwierdzono, że zastosowanie ekstraktów z kaliny koralowej w celu 

bezpośredniego działania biobójczego/biostatycznego przeciwko gronkowcom złocistym 

jest w proponowanej formie suplementów diety niemożliwe. 

Zarówno inicjacja, jak i przebieg infekcji gronkowcowych w dużym stopniu zależą 

od właściwości adhezyjnych tych bakterii. Dlatego drugi etap badań oparto na założeniu, że 

zahamowanie ekspresji adhezyn tych bakterii może ograniczać ich adhezję i tworzenie 

biofilmu, a tym samym zapobiegać rozwojowi infekcji S. aureus. Jako potencjalny cel 

molekularny dla preparatu przeciwdrobnoustrojowego wybrano sortazę A – enzym błonowy 

katalizujący kowalencyjne wiązanie białek adhezyjnych z grupy MSCRAMMs 

z peptydoglikanem w ścianie komórkowej bakterii. Brak SrtA powoduje bowiem 

nieprawidłowe zakotwiczenie ponad 20 gronkowcowych białek powierzchniowych, w tym 

gronkowcowego białka A (SpA), czynnika skupiania A (ClfA) i białka wiążącego 

fibrynektynę A (FnBPA) (Mazmanian i wsp. 2000, Claes i wsp. 2017, Ouyang i wsp. 2018). 

Wykazano, że wszystkie badane ekstrakty hamowały aktywność SrtA w zakresie 6,4-60,5% 

a obserwowany efekt był zależny od stężenia i rodzaju ekstraktu (publikacja [P2]). 

Najsilniejsze właściwości hamujące wykazywał ekstrakt wodny z owoców kaliny koralowej 

(VFw) – 46,7% i 57,9% inhibicji w stężeniu odpowiednio 100 i 500 μg/ml. Ekstrakty z kory 

kaliny koralowej wykazywały równie silną aktywność hamującą wobec SrtA, ale była ona 

ograniczona do ich wyższego stężenia (500 μg/ml) i wyniosła odpowiednio 60,5% dla 

ekstraktu acetonowego (VBa) i 54,2% dla ekstraktu etanolowego (VBe). Uzyskane wyniki 

znajdują odzwierciedlenie w danych literaturowych, które wskazują na silne działanie 

hamujące aktywność sortazy A w przypadku wielu wtórnych metabolitów roślinnych, w tym 

flawonoli (np. moryna, mirycetyna i kwercetyna), chalkonów oraz kwasu chlorogenowego 

(Kang i wsp. 2006, Wang i wsp. 2015, Zhang i wsp. 2017). Warto podkreślić, iż w badanych 

ekstraktach z owoców i kory kaliny koralowej zidentyfikowano odpowiednio 21 i 15 

różnych związków fenolowych, w tym także flawonoli (np. kwercetynę) (publikacja [P2]). 

Ponadto analiza biochemiczna wykazała obecność kwasu chlorogenowego we wszystkich 

ekstraktach z kaliny i na tej podstawie został on wybrany jako związek referencyjny do 

badań (publikacja [P2]). 
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Wpływ ekstraktów V. opulus na aktywność SrtA oceniono przy pomocy 

komercyjnego zestawu odczynników z wolnym enzymem, dlatego aby sprawdzić, w jaki 

sposób ekstrakty oddziałują na enzym związany z komórką, postanowiono pośrednio ocenić 

aktywność tego enzymu przez ocenę ekspresji gronkowcowego białka A (SpA) na 

powierzchni komórek S. aureus eksponowanych na badane ekstrakty. Wykazano, że 

wszystkie rodzaje ekstraktów z kory kaliny koralowej (VB) znacząco zmniejszały ekspresję 

SpA na powierzchni wszystkich trzech badanych szczepów S. aureus (S. aureus ATCC 

29213, S. aureus ATCC 43300 i S. aureus H9). Ekstrakty VBa i VBe w stężeniu 500 μg/ml 

były wyjątkowo aktywne, powodując zahamowanie ekspresji SpA odpowiednio o 78,3-

94,9% oraz 78,0-90,3%, w zależności od badanego szczepu gronkowca. Otrzymane wyniki 

pokrywają się z zaobserwowanymi zmianami w aktywności wolnego enzymu SrtA 

w obecności ekstraktów z kaliny koralowej. Tym samym dowiedziono, że ekstrakty 

z V. opulus hamują ekspozycję SpA na powierzchni komórek gronkowców złocistych, co 

pośrednio sugeruje także zahamowanie aktywności SrtA w komórkach tych drobnoustrojów. 

Sortaza A jest zlokalizowana w błonie komórkowej gronkowców, dlatego ekspresja 

i aktywność tego enzymu może zależeć od zmian w składzie błony. Wszelkie modyfikacje 

składu lipidowego błony bakteryjnej wpływają na stabilizację powierzchni komórek, 

hydrofobowość i ładunek powierzchniowy, a parametry te są istotne w procesie adhezji 

i tworzenia biofilmu (Bayer i wsp. 2015, Hewelt-Belka i wsp. 2016, Young i wsp. 2019). 

W związku z tym, oceniano zmiany w profilu lipidów i kwasów tłuszczowych w błonie 

komórkowej S. aureus ATCC 43300 pod wpływem badanych ekstraktów. Wyraźne różnice 

w składzie błony komórkowej gronkowców zaobserwowano w przypadku S. aureus 

poddanego działaniu ekstraktów z kory kaliny koralowej (VBa i VBe) - zwiększenie 

zawartości fosfatydylogliceroli (PG) i diglukozylo-diacylogliceroli (GLC2-DAG), przy 

jednoczesnym zmniejszeniu zawartości lizylo-fosfatydylogliceroli (LYSYL-PG) 

w porównaniu do błon bakterii kontrolnych (publikacja [P2]). Przekształcanie anionowego 

PG do kationowego LYSYL-PG jest jednym z mechanizmów oporności gronkowców, który 

pozwala na stabilizację błony bakteryjnej, co zapobiega jej zaburzeniom w obecności 

kationowych środków przeciwdrobnoustrojowych, takich jak peptydy 

przeciwdrobnoustrojowe (Bayer i wsp. 2015, Hewelt-Belka i wsp. 2016, Young i wsp. 

2019). Zaobserwowane zwiększenie zawartości PG, ale nie LYSYL-PG w błonach 

gronkowców wystawionych na działanie VBa i VBe może wskazywać na zdolność tych 

ekstraktów do blokowania transformacji PG do LYSYL-PG. Można więc przypuszczać, że 
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ekstrakty z V. opulus mogą zapobiegać aktywacji niektórych mechanizmów oporności 

gronkowców, choć ta hipoteza wymaga potwierdzenia w przyszłości. 

Ostateczne stwierdzenie, czy SrtA może stanowić potencjalny cel molekularny dla 

preparatów przeciwdrobnoustrojowych wymagało sprawdzenia, czy udowodnione 

wcześniej zahamowanie aktywności tego enzymu, objawiające się m.in. zmianą ekspresji 

białek adhezyjnych S. aureus, wpłynie na proces tworzenia biofilmu gronkowców. 

Wykazano, że ekspozycja gronkowców złocistych na ekstrakty z kaliny koralowej powoduje 

w prawdzie istotne statystycznie osłabienie tworzenia biofilmu (zwłaszcza w przypadku 

etanolowego ekstraktu z owoców kaliny VFe w stosunku do S. aureus ATCC 43300 

i S. aureus H9), jednak zaobserwowane różnice w biomasie biofilmu S. aureus między 

próbami kontrolnymi a poddanymi działaniu ekstraktów nie przekraczały 25%. Oznacza to, 

że pomimo ekspozycji na preparaty V. opulus hamujące aktywność SrtA i ekspresję SpA, 

gronkowce nadal skutecznie tworzą biofilmy. Drobnoustroje te posiadają szeroką gamę 

adhezyn powierzchniowych, także poza wcześniej wspomnianymi MSCRAMMs. 

Przykładowo, polisacharydowa adhezyna międzykomórkowa (PIA), będąca 

homopolimerem częściowo deacetylowanej N-acetylo-glukozaminy (PNAG), która jest 

głównym składnikiem EPS, odgrywa kluczową rolę w interakcjach między komórkami 

gronkowców, prowadząc do agregacji tych bakterii i wspomagając tworzenie biofilmu. 

Co więcej, w badaniach wykazano, że szczepy S. aureus bez operonu ica, który koduje 

PIA/PNAG, także były zdolne do tworzenia biofilmu (Otto i wsp. 2018, Nguyen i wsp. 

2020). Wracając do wyników niniejszej rozprawy, dowiedziono, że SrtA rozpatrywana 

samodzielnie nie jest wystarczającym celem molekularnym dla preparatów 

przeciwdrobnoustrojowych oraz do konstrukcji szczepionek przeciwgronkowcowych, 

by zatrzymać rozwój zakażeń z udziałem S. aureus. 

Ekstrakty roślinne poza bezpośrednim działaniem biostatycznym/biobójczym oraz 

wpływem na ekspresję czynników wirulencji drobnoustrojów, mogą również modulować 

aktywność układu odpornościowego gospodarza (Yahfoufi i wsp. 2018, Sadowska i wsp. 

2020, Shakoor i wsp. 2021). Dlatego w trzecim etapie badań prowadzonych w ramach 

niniejszej pracy doktorskiej skupiono się na prześledzeniu działania immunomodulacyjnego 

ekstraktów z owoców i kory kaliny koralowej. Założono, że oprócz bezpośredniego 

działania immunomodulującego, które udowodniono we wcześniejszych badaniach Zespołu 

(Sadowska i wsp. 2020), biologicznie aktywne związki z produktów roślinnych mogą także 

powodować uwalnianie antygenów z komórek drobnoustrojów stanowiących mikrobiotę 
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naturalną lub będących w danym okresie czasu przyczyną zakażeń, a w konsekwencji 

pośrednio aktywować komórki odpornościowe gospodarza. W tym celu oceniano 

polaryzację, aktywność sekrecyjną oraz fagocytarną makrofagów wyprowadzonych 

z monocytów linii THP-1 po ekspozycji na supernatanty z hodowli planktonowych 

i biofilmowych S. aureus ATCC 43300, które wcześniej poddawano działaniu ekstraktów 

z V. opulus. Na początku udowodniono, że ekspozycja komórek gronkowców złocistych na 

badane ekstrakty faktycznie powoduje uwalnianie z ich powierzchni składników ściany 

komórkowej - peptydoglikanu (PG) oraz SpA. Następnie badano polaryzację makrofagów 

do fenotypu prozapalnego (M1) lub regulatorowego (M2) w oparciu o ekspresję 

powierzchniową markerów CD (CD11c, CD206, CD62L na komórkach CD45+) oraz 

uwalnianie wybranych cytokin (TNF- i IL-10). Ekspozycja komórek na supernatanty 

hodowli planktonowych lub biofilmowych S. aureus poddanych działaniu ekstraktów 

z kaliny koralowej nie wpłynęła w sposób istotny na ekspresję badanych markerów CD. 

Stwierdzono natomiast istotny wpływ supernatantów pohodowlanych bakterii na aktywność 

wydzielniczą makrofagów. W większości układów badanych zaobserwowano wzmożoną 

produkcję TNF- i IL-10 przez makrofagi z THP-1 poddane ekspozycji na supernatanty w 

porównaniu do komórek kontrolnych. Zarówno skład jakościowy supernatantów, jak 

i stężenie poszczególnych składników mogły wpływać na profil produkowanych cytokin. 

Potwierdzają to badania Choi i wsp. (2022), w których zaobserwowano, że makrofagi 

pochodzące z THP-1 wystawione na działanie enterotoksyny gronkowcowej (SEB) 

w niskim i wysokim stężeniu (2 i 20 g/ml) wykazywały zróżnicowaną produkcję cytokin. 

Nasilona produkcja TNF-α wskazywałaby na polaryzację makrofagów w kierunku fenotypu 

prozapalnego M1. W tej sytuacji dziwić może nasilenie także produkcji przeciwzapalnej 

cytokiny IL-10. Jednak Zielinski i wsp. (2012) wykazali, że ludzkie limfocyty krwi 

obwodowej po stymulacji in vitro inaktywowanymi komórkami S. aureus rozwijały profil 

Th1/Th17 i także były zdolne do produkcji IL-10 po ponownej stymulacji tymi bakteriami. 

Taka aktywność sekrecyjna wydawała się specyficzna dla patogenu, ponieważ 

nie zaobserwowano jej w komórkach indukowanych Candida albicans (Zielinski i wsp. 

2012). Podsumowując tą część badań, udowodniono, że aktywne składniki komórek S. 

aureus uwalniane przez ekstrakty z kaliny koralowej do supernatantów pohodowlanych 

mogą modulować produkcję cytokin w modelu in vitro makrofagów pochodzących z THP-

1, ale ich potencjał immunomodulacyjny nie jest wystarczający, aby zmienić ekspresję 

powierzchniową markerów CD na tych komórkach. 
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W celu oceny możliwości pośredniej stymulacji komórek odpornościowych przez 

ekstrakty z V. opulus poprzez uwalnianie składników komórek gronkowców, zbadano 

również aktywność fagocytarną makrofagów pochodzących z THP-1 eksponowanych na 

supernatanty z hodowli S. aureus poddanych działaniu tych ekstraktów. Stwierdzono, że 

supernatanty z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus nie wywierały znaczącego 

wpływu na etap pochłaniania bakterii przez makrofagi THP-1. Powodem tego mogły być 

bardzo niskie stężenia produktów użytych jako „wyzwalacze” uwalniania aktywnych 

składników z komórek S. aureus (100 g/ml ekstraktów V. opulus lub ChA oraz ½ MIC 

VAN), co skutkowało niższą zawartością immunomodulujących składników bakteryjnych 

w supernatantach. Ponadto wykazano, że S. aureus ATCC 43300 po pochłonięciu przez 

makrofagi wyprowadzone z linii THP-1 ma zdolność przeżywania i namnażania się 

wewnątrz fagocytów. Podobnie Flannagan i wsp. (2016) zaobserwowali wzrost i proliferację 

S. aureus wewnątrz dojrzałych fagolizosomów makrofagów RAW 264.7. Z drugiej strony, 

zaobserwowano ograniczenie wewnątrzkomórkowego przeżywania i namnażania się 

S. aureus w ciągu 24 godzin po pochłonięciu w makrofagach eksponowanych na 

supernatanty z hodowli gronkowców złocistych poddanych działaniu ekstraktów z kaliny, 

co wskazuje na aktywację tych komórek. Tym samym udowodniono, że czynniki uwalniane 

z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ekstrakty z owoców 

i kory kaliny koralowej wpływają na aktywność fagocytarną makrofagów, lecz objawia się 

to bardziej ograniczaniem wewnątrzkomórkowego namnażania już pochłoniętych 

gronkowców, aniżeli ingerencją w sam proces ich pochłaniania. 

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej są próbą 

kompleksowej oceny in vitro możliwości zastosowania ekstraktów roślinnych w prewencji 

oraz leczeniu zakażeń gronkowcowych. Udowodniono, że ekstrakty z owoców i kory kaliny 

koralowej posiadają pewne właściwości przeciwdrobnoustrojowe oraz immunomodulujące, 

lecz żaden z zaobserwowanych efektów nie byłby wystarczający, aby znacząco ograniczyć 

rozwój ewentualnie toczącego się już w organizmie zakażenia gronkowcowego. Niemniej 

jednak, wykazana aktywność immunomodulacyjna ekstraktów z V. opulus L. pozwala na 

sugestię zastosowania tych preparatów w prewencji zakażeń gronkowcowych. Ponieważ 

jednak wnioski te zostały wyciągnięte na podstawie badań prowadzonych in vitro, 

w przyszłości należy przeprowadzić dalsze badania na modelach zwierzęcych z użyciem 

ekstraktów z kaliny koralowej jako suplementów diety. 
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VII. Streszczenie w języku polskim 

Pomimo rozległej wiedzy na temat gronkowców, Staphylococcus aureus jest nadal 

jednym z najczęstszych patogenów odpowiedzialnych za rozwój zakażeń szpitalnych 

i pozaszpitalnych u ludzi. Zakażenia gronkowcowe obejmują szeroki zakres zmian 

patologicznych – od miejscowych infekcji skóry i tkanek miękkich aż po choroby 

zagrażające życiu, takie jak bakteriemia i sepsa. Sukces S. aureus jako patogenu opiera się 

na wykorzystaniu licznych czynników wirulencji ważnych dla przebiegu infekcji oraz 

zdolności tych bakterii do tworzenia biofilmów na powierzchniach abiotycznych 

(np. biomateriałach medycznych) czy w zainfekowanych tkankach. Dzięki temu 

drobnoustroje te z łatwością unikają mechanizmów obronnych gospodarza oraz zyskują 

ochronę przed niekorzystnymi warunkami środowiskowymi, w tym ukierunkowanym 

działaniem środków przeciwdrobnoustrojowych. Leczenie zakażeń o etiologii 

gronkowcowej jest trudne także z uwagi na stale rosnącą lekooporność gronkowców 

na dostępne antybiotyki. Jak dotąd nie udało się również stworzyć w pełni skutecznej 

szczepionki przeciwko S. aureus. Niniejsza praca doktorska poświęcona jest problemom 

związanym z zapobieganiem i leczeniem zakażeń o etiologii gronkowcowej, które stały się 

podstawą poszukiwania alternatywnych strategii ich prewencji, ograniczania rozwoju oraz 

eliminacji. Założono, że wśród metod prewencji zakażeń można wyróżnić trzy główne 

kierunki: rozwój szczepień ochronnych, działanie bezpośrednie na drobnoustroje 

i blokowanie ich czynników wirulencji oraz immunomodulacja odpowiedzi obronnej 

gospodarza. 

Nadrzędnym celem pracy doktorskiej była weryfikacja możliwości zastosowania 

naturalnych ekstraktów roślinnych, na przykładzie ekstraktów z owoców i kory kaliny 

koralowej (Viburnum opulus L.) w zapobieganiu zakażeniom wywoływanym przez 

gronkowce złociste (S. aureus) oraz ich rozwojowi z zakażeń miejscowych do trudnych 

w eliminacji zakażeń uogólnionych i biofilmowych. 

Biorąc pod uwagę cel nadrzędny oraz założone kierunki rozwiązań w zakresie 

prewencji zakażeń, w pracy zbadano właściwości przeciwdrobnoustrojowe ekstraktów 

z kaliny koralowej w działaniu bezpośrednim przeciwko S. aureus, oceniono możliwość 

zastosowania bakteryjnego enzymu - sortazy A jako celu molekularnego dla preparatów 

przeciwdrobnoustrojowych i potencjalnego składnika szczepionki przeciwgronkowcowej 

oraz dokonano analizy właściwości immunomodulujących badanych ekstraktów przez 
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ocenę wpływu czynników uwalnianych z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus 

po ekspozycji na ww. ekstrakty na polaryzację makrofagów wyprowadzonych z monocytów 

linii THP-1 w subpopulacje M1 (fenotyp prozapalny) lub M2 (fenotyp regulatorowy) 

i wybrane parametry aktywności przeciwzakaźnej komórek fagocytarnych. 

W pierwszym etapie prowadzonych badań wykazano, że ekstrakty z owoców i kory 

kaliny koralowej mogą być bezpiecznie stosowane u ludzi do stężenia 500 µg/ml, lecz 

wykazują słabą bezpośrednią aktywność przeciwdrobnoustrojową wobec gronkowców 

złocistych. W związku z tym, do dalszych badań wybrano stężenia subinhibicyjne badanych 

ekstraktów (100 i 500 µg/ml). W drugim etapie pracy oceniano, czy hamowanie aktywacji 

enzymu błonowego sortazy A (SrtA) wykazane dla ekstraktów z kaliny koralowej ograniczy 

ekspresję adhezyn na powierzchni komórek gronkowców, a tym samym adhezję i tworzenie 

biofilmu przez te drobnoustroje. Stwierdzono zmniejszenie ekspresji białka A (SpA) 

na powierzchni komórek S. aureus oraz zmiany w składzie lipidów i kwasów tłuszczowych 

w błonach komórkowych tych bakterii po ekspozycji na ekstrakty z kaliny koralowej. 

Pomimo tego, bakterie te nadal skutecznie tworzyły biofilmy w obecności badanych 

ekstraktów. Tym samym stwierdzono, że sortaza A rozpatrywana samodzielnie nie jest 

wystarczającym celem molekularnym dla preparatów przeciwdrobnoustrojowych 

i szczepionek przeciwgronkowcowych. 

W kolejnych etapach badań przeanalizowano właściwości immunomodulujące 

ekstraktów z kaliny koralowej (mechanizm prewencji zakażeń z zakresu immunomodulacji 

pośredniej), oceniając polaryzację makrofagów w subpopulacje M1/M2 oraz aktywność 

przeciwzakaźną komórek fagocytarnych. Wykazano, że aktywne składniki ściany 

komórkowej S. aureus uwalniane do środowiska z hodowli planktonowych i biofilmowych 

S. aureus pod wpływem działania ekstraktów z kaliny koralowej stosowanych w stężeniach 

subinhibicyjnych modulują produkcję cytokin przez makrofagi (wzmożona sekrecja TNF-α 

i IL-10), lecz nie wpływają na zmianę ekspozycji powierzchniowej markerów CD (CD11c, 

CD206, CD62L) w populacji komórek CD45+. W związku z tym, jednoznaczne określenie 

zmian fenotypu tych komórek po ekspozycji jest niemożliwe. Równocześnie 

zaobserwowano aktywację makrofagów przez ekspozycję na składniki uwalniane z komórek 

gronkowców pod wpływem badanych ekstraktów w zakresie ograniczania 

wewnątrzkomórkowego namnażania się pochłoniętych przez te komórki gronkowców. 

Ekstrakty z kaliny koralowej mogą więc pośrednio modulować aktywność wydzielniczą 

i fagocytarną makrofagów. 
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Podsumowując, w niniejszej pracy doktorskiej udowodniono, że ekstrakty z owoców 

i kory kaliny koralowej posiadają właściwości przeciwdrobnoustrojowe oraz 

immunomodulujące, lecz żaden z zaobserwowanych efektów nie byłby wystarczający, aby 

znacząco ograniczyć rozwój ewentualnie toczącego się już w organizmie zakażenia 

gronkowcowego. Jednakże, uzyskane wyniki pozwalają na sugestię wykorzystania 

ekstraktów z owoców i kory kaliny koralowej w prewencji zakażeń gronkowcowych. 

Ponieważ wnioski te zostały wyciągnięte na podstawie badań prowadzonych in vitro, warto 

dodać, że w przyszłości należy przeprowadzić dalsze badania na modelach zwierzęcych 

z użyciem ekstraktów z kaliny koralowej jako suplementów diety. 
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VIII. Streszczenie w języku angielskim 

Despite the extensive knowledge of staphylococci, Staphylococcus aureus is still one 

of the most common pathogen responsible for the development of nosocomial and non-

hospital infections in humans. Staphylococcal infections include a wide range 

of pathological changes - from skin and soft tissue infections to life-threatening diseases 

such as bacteraemia and sepsis. The success of S. aureus as a pathogen is based on its ability 

to use multiple virulence factors important to the course of infection and to form biofilms 

on abiotic surfaces (e.g. medical biomaterials) and infected tissues. This allow these bacteria 

to easily evade host defence mechanisms and gain protection from adverse environmental 

conditions, including targeted antimicrobials. Treatment of staphylococcal infections is also 

difficult due to the constantly increasing drug resistance of staphylococci to available 

antibiotics. To date, it has also not been possible to develop a fully effective vaccine against 

S. aureus. Presented doctoral thesis is devoted to the problems associated with the prevention 

and treatment of staphylococcal infections, which became the basis for the search 

for alternative strategies of their prevention, reduction and elimination. It was assumed 

that among the infection prevention methods, three main directions can be distinguished: 

the development of preventive vaccination, direct effect against the microorganisms 

and blocking their virulence factors, and immunomodulation of the host defence response. 

The overarching aim of the dissertation was to verify the applicability of natural plant 

extracts, based on the extracts from the fruits and bark of Viburnum opulus L. 

in the prevention of S. aureus infections and their progression from local infections 

to systemic and biofilm infections that are difficult to eradicate. 

Considering the overarching goal and the assumed directions for infection 

prevention, this study investigated direct antimicrobial activities of V. opulus extracts 

against S. aureus, the feasibility of using microbial enzyme - sortase A as a molecular target 

for antimicrobials and a potential component of the anti-staphylococcal vaccine, 

and the immunomodulatory properties of the tested extracts by evaluating the effect of 

biologically active substances released from planktonic and biofilm cultures of S. aureus 

after exposure to the V. opulus extracts on THP-1 derived macrophage polarization into M1 

(pro-inflammatory phenotype) or M2 (regulatory phenotype) subpopulations and selected 

parameters of anti-infective activity of the cells. 
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In the first stage of the ongoing research, it was shown that the V. opulus fruits 

and bark extracts can be safely used in humans up to a concentration of 500 µg/ml, but show 

weak direct antimicrobial activity against S. aureus. Therefore, subinhibitory concentrations 

of the tested extracts (100 and 500 µg/ml) were chosen for further studies. In the second 

stage of the study, it was assessed whether the inhibition of  membrane enzyme sortase A 

(SrtA) activity demonstrated for V. opulus extracts may limit  surface expression of S. aureus 

adhesins and thus could reduce adhesion and biofilm formation by staphylococci. Decreased 

expression of protein A (SpA) on the surface of S. aureus cells and changes 

in the composition of lipids and fatty acids in S. aureus cell membranes after exposure 

to V. opulus extracts were demonstrated. Despite this, these bacteria still successfully 

formed biofilms in the presence of the tested extracts. Thus, it was concluded that sortase A 

considered alone is not a sufficient molecular target for antimicrobial preparations and anti-

staphylococcal vaccines. 

The immunomodulatory properties of V. opulus extracts (an indirect 

immunomodulatory mechanism to prevention of infections) by assessing the polarization 

of macrophages into M1/M2 subpopulations and the phagocytic activity of macrophages 

were analyzed in the next stages of the study. It was shown that active components 

of the S. aureus cell wall released into the supernatants from planktonic and biofilm cultures 

of S. aureus after exposure to V. opulus extracts used at subinhibitory concentrations 

modulate cytokine production by the macrophages (increased secretion of TNF-α and IL-

10) but did not alter the surface exposure of CD markers (CD11c, CD206, CD62L) 

in the CD45+ cell population. Therefore, an unambiguous determination of the phenotype 

changes of these cells after exposure is not possible. At the same time, the macrophage 

activation after exposure to the components released from staphylococcal cells under 

the influence of the tested extracts with regards to reducing of intracellular proliferation 

of engulfed staphylococci was observed. Thus, V. opulus extracts may indirectly modulate 

the secretory and phagocytic activity of the macrophages. 

In conclusion, this dissertation demonstrates that the extracts from fruits and bark of 

V. opulus possess antimicrobial and immunomodulatory properties, but none of the observed 

effects would be sufficient to significantly reduce the development of a possibly already 

ongoing staphylococcal infection in the body. However, the results obtained allow the 

suggestion of the use of V. opulus extracts in the prevention of staphylococcal infections. 
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Since these conclusions were drawn on the basis of in vitro studies, further studies on animal 

models using tested extracts as dietary supplements should be conducted. 
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X. Oświadczenia współautorów 

Oświadczenia współautorów dotyczące udziału w dwóch opublikowanych pracach 

naukowych oraz manuskrypcie przygotowanym do czasopisma znajdują się na kolejnych 

stronach. 
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