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Wykaz skrotow

AHA —ang. acetohydroxamic acid, kwas acetohydroksamowy
Apf — ang. aggregation-promoting factor, czynnik sprzyjajacy agregacji
ATF —ang. ambient temperature fimbriae

CAUTIs — ang. catheter-associated urinary tract infections, zakazenie uktadu moczowego

zwigzane z cewnikowaniem
Cpf — ang. coaggregation-promoting factor, czynnik sprzyjajacy koagregacji

EDTA- ang. ethylenediaminetetraacetic acid, wodny roztwor kwasu

etylenodiaminotetraoctowego

EFSA —ang. European Food Safety Authority, Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci

EPS — ang. exopolysaccharides, egzopolisacharydy

EQUOC - ang. enhanced quantitative urine culture, ulepszona ilosciowa hodowla moczu
GABA — ang. gamma-aminobutyric acid, kwas gamma-aminomastowy

GRAS — ang. generally recognised as safe, uwazane za bezpieczne

IFN-y — ang. interferon y, interferon vy

IL — ang. interleukin, interleukina

LAB — ang. lactic acid bacteria, bakterie kwasu mlekowego

LC-MS/MS — ang. liquid chromatography with tandem mass spectrometry, chromatografia

cieczowa potaczona z tandemowa spektrometrig mas
LDH —ang. lactate dehydrogenase, dehydrogenaza mleczanowa
LPS — ang. lipopolysaccharide, lipopolisacharyd

MALDI-TOF MS- ang. matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass
spectrometry, spektrometr mas z desorpcja/jonizacja laserowa, wspomagang matryca i

pomiarem czasu przelotu jonéw
MR/K — ang. mannose resistant Klebsiella like fimbriae

MR/P — ang. mannose resistant Proteus like fimbriae



MRSA- ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus, gronkowiec zlocisty oporny na

metycyling

MTT — ang. (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), bromek 3-
(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy

NAF — ang. nonagglutinanting fimbriae
NGS — ang. next-generation sequencing, sekwencjonowanie nowej generacji

NF-kB — ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, czynnik

jadrowy kappa-wzmacniacz tancucha lekkiego aktywowanych komoérek B

PBS — ang. phosphate buffered saline, buforowana fosforanem sdl fizjologiczna
PCNL — ang. percutaneous nephrolithotomy, przezskoérna nefrolitotrypsja

PMF — ang. Proteus mirabilis fimbriae

PMP — ang. Proteus mirabilis P-like fimbriae

Pta — ang. Proteus toxic agglutinin, toksyczna aglutynina Proteus

QPS —ang. Qualifies presumption of safety, Status kwalifikowanego domniemania

bezpieczenstwa

SWL - ang. shock-wave lithotripsy, litotrypsja falg uderzeniowa

SXT — ang. trimethoprim/sulfamethoxazole, trimpetoprim/sulfametoksazol
TLR4 — ang. toll-like receptor 4, receptor toll-podobny 4

TNF- a — ang. tumor necrosis factor a, czynnik martwicy nowotworow
TSB — ang. tryptic soy agar, agar tryptonowo-sojowy

UM — uktad moczowy

ZUM - zakazenia uktadu moczowego



l. Wstep

|.1. Zakazenia ukladu moczowego

Zakazenia uktadu moczowego (ZUM) to obecnie jedne z najczestszych infekcji
bakteryjnych wystepujacych u ludzi, ktére corocznie dotykajag nawet 150 milionow
spoleczenstwa na catym s$wiecie [1]. Na rozwoj tych zakazen ma wplyw wiele
czynnikow o charakterze anatomicznym, genetycznym oraz fizjologicznym m.in. pteé¢
(czesciej zakazenia uktadu moczowego rozwijajg si¢ u kobiet), wiek, kontakty seksualne,
wady wrodzone, nietrzymanie moczu, neurogenna dysfunkcja pgcherza moczowego,
cewnikowanie, wady wrodzone drég moczowych oraz choroby towarzyszace jak
cukrzyca [2,3]. Zakazenia drog moczowych moga obejmowaé zakazenia dolnego
odcinka uktadu moczowego, gdy mamy do czynienia z zapaleniem pecherza moczowego
lub zapaleniem cewki moczowej oraz zakazenia gornego odcinka drég moczowych, gdy
zakazenie objeto nerki [1]. ZUM mozna réwniez sklasyfikowaé na infekcje powiktane
oraz niepowiktane. Niepowiklane ZUM to infekcje obserwowane u pacjentéw bez
czynnikow ryzyka, ktore zwigkszatyby podatno$¢ pacjentow na rozwoj zakazen.
Najczestszym patogenem W tym przypadku jest bakteria Escherichia coli, ktora jest
odpowiedzialna za nawet 80% tych zakazen. Z kolei powiktane zakazenia uktadu
moczowego rozwijaja sie¢ w przypadku nieprawidlowosci strukturalnych oraz
funkcjonalnych uktadu moczowego, glownie u o0séb z wadami anatomicznymi, po
zabiegach chirurgicznych lub cewnikowaniu. Jednym z gltownych patogendéw
odpowiadajgcych za powiktang posta¢ ZUM jest Proteus mirabilis [4], ale sg to rowniez
takie drobnoustroje jak Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp.
oraz Enterococcus spp. [5]. P. mirabilis to Gram-ujemna pateczka, nalezaca do rodziny
Morganellaceae [6], wystgpujaca naturalnie w wodzie, glebie oraz stanowigca
mikrobiote komensalng uktadu pokarmowego cztowieka i zwierzat. Jednoczesnie jako
patogen oportunistyczny, odpowiada za réznorodne zakazenia m.in. zakazenia ran,
zakazenia szpitalne, zakazenia drog oddechowych oraz jak wspomniano, zakazenia
uktadu moczowego [7]. Drobnoustroje P. mirabilis odpowiadaja za okoto 44% zakazen
zwigzanych z cewnikowaniem (CAUTIS), a nieleczone infekcje moga prowadzi¢ do
niebezpiecznych powiktan, takich jak: zatrzymywanie moczu w niedroznych cewnikach,

posocznica czy zapalenie pecherza i odmiedniczkowe zapalenie nerek [8].



Zakazenie ukladu moczowego bakteriami P. mirabilis najczesciej
zapoczatkowuje kolonizacja cewki moczowej. Ze wzgledu na fakt, ze P. mirabilis jest
mikroorganizmem wystepujacym w przewodzie pokarmowym, przypuszcza si¢, ze
infekcje uktadu moczowego rozpoczynaja si¢ najczeSciej od zakazenia okolicy
okotocewkowej. Mnogos¢ czynnikoéw chorobotwodrczosci umozliwiaja skuteczng
kolonizacje¢ dalszych odcinkéw drég moczowych, pecherza moczowego a nawet i nerek.
Wskazuje sig, ze w 0,34% przypadkow ZUM, uropatogeny moga prowadzi¢ do
zakazenia w obrgbie nerek, a nastepnie rozprzestrzenia¢ si¢ do krwioobiegu co
skutkowaé moze ogolnoustrojowa reakcja zapalng i posocznicg. Te wartos$ci wzrastajg
jednak u pacjentow hospitalizowanych, gdzie az 42% pacjentdw z sepsg stanowig

pacjenci, u ktorych infekcja rozpoczeta si¢ poprzez uktad moczowy [9].

Zalecanym leczeniem zakazen uktadu moczowego pateczkami P. mirabilis jest
3 dniowa  kuracja  antybiotykiem  SXT  (trimetoprim-sulfametoksazol),
fluorochinolonami, nitrofurantoing lub fosfomycyng [10]. Jednakze, rosnaca
antybiotykooporno$¢ drobnoustrojow P. mirabilis udokumentowano na wiele
chemioterapeutykow jak cefalosporyny i penicyliny nalezace do [-laktaméw,
fluorochinolony, nitrofurantoing, fosfomycyne, aminoglikozydy, tetracykliny oraz SXT
[11-13]. Zakazenia uktadu moczowego majga bardzo czgsto charakter nawracajacy,
a leczenie antybiotykami wigze si¢ z wieloma skutkami, w tym jak juz wspomniano,
rosngcg antybiotykoopornoscig bakterii. Nadziej¢ stanowig alternatywne $rodki
wspomagajace leczenie ZUM. Przyktadem jest fitoterapia, czyli wykorzystywanie
wyrobow leczniczych powstatych z naturalnych produktow roslinnych. Najlepiej
zbadanym naturalnym S$rodkiem o potencjale w leczeniu i zapobieganiu rozwojowi
infekcji jest zurawina. Jej dobrze poznany sktad chemiczny obejmuje kwasy fenolowe,
antocyjany, flawony, flawonoidy i kwasy organiczne [14]. Jej skuteczno$¢ w tym
zakresie nadal jest szeroko badana w badaniach in vitro [15] oraz badaniach klinicznych
[16,17]. Zurawina ma dzialanie antybakteryjne oraz wykazuje dzialanie hamujace
adhezj¢ patogenow do nabtonka drog moczowych [14]. Kolejnym alternatywnym
srodkiem moze by¢ stosowanie preparatow probiotycznych zawierajacych gatunki
Lactobacillus. Lactin-V to preparat zawierajacy szczep L. crispatus CTV-05,
produkujacy H202, wyizolowany z pochwy, wykorzystywany w leczeniu oraz
wspomaganiu leczenia bakteryjnego zapalenia pochwy. Badania Stapleton i in. [18]

wykazaly, ze powyzszy preparat z sukcesem moze by¢é wykorzystywany rowniez
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W nawracajacych zakazeniach uktadu moczowego. W powyzszych badaniach, infekcje
uktadu moczowego wystepowaly w mniejszym stopniu w grupie badanej, ktorej
podawano probiotyk ze szczepem L. crispatus dopochwowo (15%) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, gdzie obserwowano nawracajgce ZUM na poziomie 27%. Szczepy
probiotyczne wykorzystywane w preparatach wspomagajacych leczenie infekcji uktadu
moczowo-ptciowego  dziataja na patogeny poprzez wiele mechanizmow
antagonistycznych, m.in. wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne, hamujg tworzenie
biofilméw przez patogeny oraz hamujg adhezj¢ patogenéw do nabtonka. Kolejna
mozliwo$cig leczenia nawracajacych infekcji drog moczowych jest stosowanie
preparatéw dostgpnych na rynku jak szczepionka Uromune, skladajgca sie
z inaktywowanych bakterii najcze$ciej powodujacych ZUM oraz kapsulek
immunostymulujacych Uro-Vaxom. Badania kliniczne tych preparatow sa obiecujace

i stanowig alternatywe konwencjonalnego leczenia infekcji uktadu moczowego [19].

1.2. Czynniki chorobotworczosci P. mirabilis

Skuteczng kolonizacj¢ wielu srodowisk w organizmie gospodarza pateczkom
P. mirabilis zapewniaja ro6znorodne czynniki wirulencji oraz mechanizmy, ktore
wplywaja na ich chorobotworczos¢. Najwazniejsze z nich zostaly przedstawione na
Rycinie 1.

Pateczki P. mirabilis posiadaja fimbrie oraz produkuja adhezyny, ktore
warunkujg skuteczng adhezje¢ do komoérek nabtonkowych oraz do powierzchni
abiotycznych np. cewnikow urologicznych. Najszerzej poznane i scharakteryzowane
fimbrie i adhezyny P. mirabilis to fimbrie MR/P (mannose resistant Proteus like
fimbriae), MR/K (mannose resistant Klebsiella like fimbriae), PMF (P. mirabilis
fimbriae), ATF (ambient temperature fimbriae), NAF (nonagglutinating fimbriae) oraz
PMP (P. mirabilis P-like fimbriae) [7,20].

P. mirabilis wytwarzaja hemolizyng (HpmA), toksyczng agglutyning (Pta-
Proteus toxic agglutinin) oraz metaloproteazg (ZapA). HpmA tworzy pory w blonie
komorkowej, co skutkuje wyplywem jondw sodu, uszkadzajac komorki nablonka drog
moczowych oraz komorki uktadu odpornosciowego gospodarza. Z kolei toksyna Pta,
uszkadza blon¢ komoérkowa komorek gospodarza, co prowadzi do wycieku cytoplazmy,
zaburzenia ci$nienia osmotycznego oraz depolimeryzacji widkien aktynowych. ZapA

produkowana przez P. mirabilis moze natomiast rozktada¢ przeciwciata IgG i IgA,
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sktadniki dopelniacza, biatka cytoszkieletowe oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe,
co znacznie obniza skuteczne dzialanie wrodzonych mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej gospodarza podczas infekcji [8,20].

Na ich chorobotwoérczos¢ wptywa réwniez zdolno$¢ tworzenia biofilmu na
powierzchniach abiotycznych, gléwnie cewnikach urologicznych oraz powierzchniach
biotycznych, w ukladzie moczowym. Struktura biofilmu zapewnia drobnoustrojom
wickszg ~ oporno$¢  na  chemioterapeutyki, sktadniki o  aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej oraz komoérki odporno$ciowe gospodarza [8].

Patogenno$¢ P. mirabilis warunkuje rowniez zdolno$¢ do wzrostu rozpetztego za
pomoca bakteryjnych rzgsek. Zjawisko to polega na przeksztalcaniu krotkich pateczek
z kilkoma rze¢skami do bardzo dtugich form (20-80 um) ze zwielokrotniong liczba rzesek
rozmieszczonych peritrichalnie. Kréotsze formy, z wigkszg iloscig fimbrii sg bardziej
skuteczne w adhezji, natomiast u dtuzszych form stwierdzono silniejsze wlasciwosci
inwazyjne komorek nablonka drog moczowych, wytwarzanie hemolizyny HpmA,
ureazy i metaloproteazy ZapA [10,20].

W $cianie komorkowej drobnoustrojow Gram-ujemnych, w tym pateczek
P. mirabilis, wystepuje lipopolisacharyd (LPS) sktadajacy sie z czgéci O- swoistej
(antygen O), rdzenia oraz lipidu A. Cz¢$¢ O-swoista zbudowana jest z powtarzajacych
si¢ jednostek polisacharydowych i charakteryzuje si¢ duzg zmiennoS$cig struktury
chemicznej, co wykorzystywane jest do klasyfikacji serologicznej drobnoustrojow
z rodzaju Proteus. Zmiennos¢ czgsci O-swoistej jest uzalezniona od rodzaju obecnych
cukrow, reszt cukrowych oraz potaczen miedzy nimi, natomiast charakterystyczng
cechg jest obecnos$¢ u drobnoustrojow z rodzaju Proteus kwasow uronowych. Z kolei
lipid A zakotwicza LPS w btonie zewnetrznej bakterii i jest zwigzany kowalencyjnie
z czg$cig rdzeniowa. LPS jest endotoksyna, uwalniang z komorek bakteryjnych
w nastepstwie ich namnazania, lizy oraz $mierci. Wykazuje dziatanie prozapalne
i immunostymulujgce. Wywoluje szerokie spektrum efektow toksycznych wobec
organizmu gospodarza m.in. podwyzszenie temperatury ciata, zmiany w liczbie biatych
krwinek, niedocisnienie oraz moze prowadzi¢ do wstrzasu septycznego. Ponadto,
odgrywa istotng rolg w zakazeniu, m.in. chronigc bakterie przed sktadnikami uktadu
immunologicznego gospodarza [20-22].

Glikokaliks bakteryjny tworza nierozpuszczalne, ujemnie natadowane
polisacharydy. Nie wystepuje u wszystkich szczepéw Proteus. Umozliwia wzrost

bakterii w postaci biofilmu, chroni bakterie przed dziataniem bakteriofagdw oraz
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fagocytow oraz moze bra¢ udzial w tworzeniu infekcyjnych kamieni moczowych
[20,23].

Kolejnym czynnikiem chorobotwoérczosci P. mirabilis jest enzym-ureaza, ktory
rozktada mocznik do dwutlenku wegla 1 amoniaku. Jest to kluczowy enzym
w powstawaniu infekcyjnych kamieni moczowych, gdyz alkalizuje §rodowisko moczu
co w konsekwencji prowadzi do jego przesycenia mineralnymi sktadnikami moczu
I powstawania krysztatow apatytu i struwitu [7]. Ureaza P. mirabilis to enzym
zawierajacy w centrum aktywnym jony niklu, sktadajacy si¢ z trzech podjednostek:
PmUreA lub PmUrey (11 kDa), PmUreB lub PmUref (12,2 kDa) oraz PmUreC lub
PmUrea (66 kDa) zorganizowane w oligomer (ofyy)s [24].

- Zdolnos¢ N |
' tworzenia o [ Fimbrie mrre  ATE
biofilmu MR/K  NAF

PMF PMP

mucznik — C0O. + NH;y

LPS

Rzeski (zdolnosé
wzrostu rozpelzlego)

Glikokaliks —*

metaloproteazy

Wytwarzanie
@ hemolizyn, toksyn,

Rycina 1. Wybrane czynniki wirulencji P. mirabilis. Opracowano na podstawie [7], przy
uzyciu Biorender.com

1.3. Infekcyjna kamica moczowa

Powstawanie kamieni moczowych moze mie¢ r6zng etiologie. Kamica moczowa
stanowi jedng z najczestszych chordb uktadu moczowego, z czgstoscig wystgpowania
1-13% w zaleznosci od regionu geograficznego [25]. Ze wzgledu na sktad chemiczny
wyroznia si¢ kamienie szczawianowo-wapniowe (50-70%), kamienie fosforanowo-
wapniowe (40%), kamienie moczanowe (10-20%), cystynowe (1-2%) oraz struwitowe

(5-15%). Na ich powstawanie ma wptyw wiele czynnikow jak wiek, pte¢, nawyki
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zywieniowe, czynniki spoteczno-ekonomiczne oraz infekcje drog moczowych [26,27].
Infekcje uktadu moczowego drobnoustrojami P. mirabilis mogg prowadzi¢ do
powstawania kamieni struwitowych nazywanych réwniez infekcyjnymi kamieniami
moczowymi. Drobnoustroje z rodzaju Proteus stanowig jeden z gléwnych czynnikow
etiologicznych infekcyjnej kamicy moczowej i jak wskazuja dane literaturowe, sg
izolowane nawet z 70% tych kamieni [28]. Moze mie¢ to zwigzek z faktem, Ze
drobnoustroje z rodzaju Proteus charakteryzujg si¢ wysokg aktywnoscig ureazy i 100%
szczepdw tego rodzaju produkujg ten enzym. Obok Proteus, ureazo-dodatnimi
bakteriami sg rowniez bakterie z rodzaju Klebsiella, Pseudomonas oraz Staphylococcus.
Tymczasem, najczgstszy patogen wywotujacy niepowiktane ZUM, E. coli, wytwarza ten
enzym rzadko. Nie wszystkie infekcje ureazo-dodatnimi bakteriami prowadza do
powstawania infekcyjnych kamieni moczowych. Sg czynniki, ktore predysponuja do ich
tworzenia, najczegsciej zastd) moczu spowodowany niedroznoscig drog uktadu
moczowego oraz obecnos¢ ciat obcych np. cewnikow [29]. Infekcyjna kamica moczowa
jest czesciej spotykana u osob starszych oraz czesciej u kobiet niz u mezczyzn, co
zwigzane jest Z wigksza sklonnoscig kobiet do infekcji uktadu moczowego ze wzgledu

na ich budowe anatomiczng [30].

1.3.1. Tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych

Powstawanie infekcyjnych kamieni moczowych mozna podzieli¢c na kilka
gtownych etapow, ktore zostaty zobrazowane na Rycinie 2. Pierwszy z nich rozpoczyna
si¢ od adhezji bakterii do nabtonka drog moczowych. Drobnoustroje P. mirabilis moga
skutecznie kolonizowa¢ tkanki oraz unika¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza
dzieki szeregowi czynnikdw wirulencji. Ureaza, kluczowy enzym produkowany przez
P. mirabilis bioracy udziat w tworzeniu infekcyjnych kamieni moczowych, rozktada
mocznik do dwutlenku wegla (CO2) oraz amoniaku (NHs). Powstate jony amonowe
podwyzszaja pH, a co za tym idzie podwyzsza si¢ rOwniez ste¢zenie jond6w amonowych,
weglanowych oraz fosforanowych, ktére wraz z jonami wapnia i magnezu tworza
krysztaty weglanu apatytu (Ca10(PO4)sCO3) i krysztaty struwitu (MgNH4PO4sx6H20)
[31]. Mocz naturalnie ma pH lekko kwasne (5,8-6,0) i w takim Srodowisku, powstate
krysztalty mogg by¢ rozpuszczane. Jednakze, gdy pH moczu na skutek zachodzacych
reakcji staje si¢ alkaliczne, krysztaly struwitu oraz apatytu z tatwosciag rosng

i zatrzymuja w drogach moczowych. Etap krystalizacji sktadnikow moczu
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spowodowany jest nadmiernym st¢zeniem soli magnezowych i wapniowych w stosunku
do ich rozpuszczalnosci. Krysztaty apatytu tworza si¢ w pH wynoszacym 6,8, natomiast

krysztaly struwitu wytrgcajg si¢ przy nieco wyzszym pH, od wartosci 7,2 [32].

Amoniak powstaty w wyniku hydrolizy mocznika dodatkowo niszczy ochronng
warstwe glikozaminoglikanéw nabtonka drég moczowych, co dodatkowo wspomaga
skuteczng adhezj¢ krysztatow do nabtonka i prowadzi do ich agregacji [29]. Krysztaty
struwitu tworza rézne morfologicznie formy, ksztaltem mogg przypomina¢ trumne
,coffin lids” lub moga przybiera¢ formy dendrytyczne. Ich powstawanie oraz
zatrzymywanie si¢ w drogach moczowych prowadzi do uszkadzania nabtonka drog
moczowych, co stanowi¢ moze miejsce zarodkowania dla krystalizacji struwitu [33].
W wielu przypadkach powstate krysztaly sa wyptukiwane przez mocz, a dopiero proces
agregacji wielu krysztalow struwitu oraz apatytu prowadzi do tworzenia wigkszych
form- kamieni moczowych, ktore stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia [34]. Proces
agregacji krysztaldow zachodzi bardzo szybko, co skutkuje powstawaniem kamieni
moczowych w pecherzu lub nerkach. Sktadniki komorkowe bakterii P. mirabilis jak
polisacharydy tworzace glikokaliks, w tym czes¢ O-swoista lipopolisacharydu $ciany
komorkowej, moga mie¢ wpltyw na proces tworzenia krysztatdéw i ich agregacji.
W zalezno$ci od sktadu struktury chemicznej polisacharydow i powinowactwa do
wigzania przez nie kationéw jonéw Ca®* i Mg?*, moga intensyfikowaé lub hamowaé

procesy tworzenia kamieni moczowych [35,36].

Na powstawanie kamieni moczowych ma rowniez wptyw odpowiedZ obronna
organizmu gospodarza. Jak wykazali Reyes i in. [37] reakcja zapalna toczaca si¢
Ww organizmie oraz znacznie podwyzszony poziom cytokin prozapalnych (GRO/KC, IL-
la, IL-1B) przyczynialy si¢ do intensyfikacji procesu formowania si¢ kamieni

moczowych a tym samym sprzyjaniu uszkodzenia tkanek uktadu moczowego.
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Rycina 2. Etapy tworzenia si¢ infekcyjnych kamieni moczowych. Opracowano na podstawie
[38], przy uzyciu Biorender.com

1.3.2. Leczenie infekcyjnej kamicy moczowej

Infekcyjna kamica moczowa to rodzaj kamicy wyjatkowo wymagajacy
w leczeniu oraz charakteryzujacy si¢ czgstymi nawrotami. Ten typ kamicy, cechuje si¢
szybkim przyrostem krysztatow, a w rezultacie powstawaniem kamieni moczowych,
ktore w warunkach klinicznych tworzg si¢ w przeciggu nawet 4-6 tygodni [39].
Dodatkowo, skuteczne leczenie utrudnia obecno$¢ zywych drobnoustrojéw we wnetrzu
kamienia, ktore sg bardziej oporne na dziatanie Srodkow przeciwdrobnoustrojowych, co
prowadzi do czgstszych nawrotow choroby. W rezultacie, nieleczona infekcyjna kamica
moczowa moze prowadzi¢ do ci¢zkich powiktan, a $§miertelno$¢ w takich przypadkach

osigga nawet 30% [29].

Leczenie infekcyjnej kamicy moczowej rozpoczyna si¢ od zdiagnozowania oraz
rozpoznania typu kamicy wywolujacej objawy. Umozliwia to doktadny wywiad, ktory
przeprowadza si¢ z pacjentem, ktory koncentruje si¢ na symptomach oraz historii choréb
uktadu moczowego. Nastepnie obrazowanie USG oraz badanie radiologiczne umozliwia

uwidocznienie ztogéw mogacych znajdowac si¢ w gornych lub dolnych odcinkach drog

16



moczowych. Jednoczesnie prowadzi si¢ badanie mikrobiologiczne moczu, ktore
umozliwia izolacje patogenu, ktéry wywotat infekcje oraz mierzy si¢ pH moczu. Jesli
pH jest zasadowe, moze to Swiadczy¢ 0 rozwoju kamicy moczowej zwigzanej z Ureazo-
dodatnimi drobnoustrojami [29]. Po etapie rozpoznania patogenu, pierwszym krokiem
jest wiaczenie antybiotykoterapii, w celu eliminacji drobnoustroju, ktory wywotat
zakazenie. Na tym etapie wykorzystuje si¢ antybiotyki stosowane w leczeniu ZUM,

gléwnie SXT, fluorochinolony, nitrofurantoing lub fosfomycyng.

W nastgpnym etapie usuwa si¢ kamien, obecnie najczgsciej stosowanymi
metodami jest przezskorna nefrolitotrypsja (PCNL) oraz litotrypsja fala uderzeniowsg
(SWL). Metoda SWL polega na bezinwazyjnym rozkruszeniu kamienia, co w rezultacie
umozliwia ich latwiejsze wydalanie. Zastosowanie tej metody ma jednak pewne
ograniczenia i zalezy od rozmiaru kamienia oraz jego lokalizacji w organizmie pacjenta.
Ta metoda stanowi jednak bardzo czg¢sto leczenie uzupetniajace. PCNL polega natomiast
na kruszeniu kamieni z wykorzystaniem przezskérnego naktucia nerki 1 jest metoda

bardziej inwazyjna [29,30].

Ostatni etap ma na celu zapobieganie nawrotom i w tej fazie stosuje si¢ gtownie
inhibitory ureazy, srodki majace na celu zakwaszenie moczu oraz podaje si¢ antybiotyki,
w celu eliminacji bakterii ktore mogly uwolni¢ si¢ z rozkruszonego kamienia podczas
zabiegow ich usuwania. Leczenie antybiotykami jest dlugotrwate i moze trwaé nawet
kilka miesigcy. Najczesciej stosowanymi $rodkami zakwaszajacymi mocz jest kwas
askorbinowy oraz L- metionina. Z kolei stosowanym w leczeniu infekcyjnej kamicy
moczowe] inhibitorem ureazy jest kwas acetohydroksamowy (AHA). Jest to $rodek,
ktéry podawany jest doustnie, majacy aktywno$¢ hamowania ureazy, enzymu
kluczowego w powstawaniu kamieni moczowych. Badania wskazuja, ze moze on
osigga¢ w moczu wysokie stezenia oraz wnika do wnetrza komorek bakteryjnych przez
sciang¢ komorkowa. Ma on mozliwos¢ zmniejszania przyrostu kamienia, ale nie ma
wplywu na juz powstale kamienie, dlatego jest dobrym s$rodkiem uzupeiniajagcym
terapie. Udokumentowano jednak, szereg skutkéw ubocznych w stosowaniu tego
preparatu. Wielu pacjentow doswiadcza problemoéw ze strony uktadu pokarmowego,
neurologicznego oraz objawy hematologiczne, wystepujace nawet u 20% pacjentow
[29,30,40]. Wytyczne Amerykanskiego Towarzystwa Urologicznego jasno wskazuja, ze
AHA ze wzgledu na niepozadane efekty, moze by¢ stosowany jedynie po wyczerpaniu

wszystkich innych mozliwo$ci leczenia, glownie u 0s6b z nawracajaca postacig tej
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choroby [41]. Skutki uboczne obecnych metod leczenia infekcyjnej kamicy moczowej
oraz powazne powiklania wystepujace przy nieleczonej postaci tej choroby, wymagaja

pilnej alternatywy dla obecnie stosowanej terapii.

Szybka diagnoza, catkowita eradykacja kamienia oraz skuteczna
antybiotykoterapia eliminujaca patogen wywotujacy chorobe, sa kluczowe w leczeniu
infekcyjnej kamicy moczowej [42]. Wigkszos¢ prac naukowych dotyczy jednak
wykorzystania alternatywnych metod w leczeniu innych typéw kamicy moczowej,
w szczegdlno$ci, najbardziej rozpowszechnionej kamicy szczawianowo-wapniowej.
Mimo tego, sa pewne obiecujace doniesienia o wykorzystaniu chemicznych badz
ziotowych sktadnikow o potencjale hamujacym procesy tworzenia infekcyjnych kamieni
moczowych. Hamowanie ich powstawania moze odbywac si¢ na rdéznych etapach ich
tworzenia i poprzez kilka mechanizmow. Pierwsza z mozliwosci jest niedopuszczenie
do przesycenia moczu skladnikami mineralnymi poprzez zahamowanie aktywnoScCi
ureazy. Wzrost i agregacja krysztatdéw mogg by¢ rowniez zahamowane przez powlekanie
powierzchni krysztatdéw roznymi substancjami na przyktad pirofosforanem sodu [43].
Kolejng mozliwo$cig jest tworzenie komplekséw z jonami wapnia i magnezu oOraz
jonami amonowymi, co hamuje krystalizacj¢ sktadnikoéw mineralnych moczu. Jednym
z takich sktadnikow, jest organiczny zwigzek EDTA, ktory jak wykazano w pracy
Prywer i in. [44] ma dziatanie hamujace tworzenie kamieni moczowych, gdzie jak
zaobserwowano W jego obecnosci krysztaty byly mniejsze w porownaniu do kontroli,
bez tego zwigzku. Podobne wiasciwosci wykazuje cytrynian trisodowy, ktory wigze sie
z jonami amonowymi oraz magnezowymi tworzac kompleksy w pH od 7 do 9,5 czyli
w zakresie pH w ktorym tworza si¢ krysztaty struwitu [39]. Wiasciwosci hamujace
krystalizacje w warunkach in vitro wykazuje rowniez wiele ekstraktow ziotowych.
Mniejszg liczbe oraz wielko$¢ krysztalow struwitu obserwowano w przypadku
ekstraktow ziotowych pozyskanych z roslin: Commiphora wightii [45], Boerhaacia
diffusa, Rotula aquatica [46] i Phyllanthus emblica [47], ktore jak wykazano, wptywaty

hamujaco na zarodkowanie krysztatoéw struwitu.

W ostatnim czasie przybywa badan naukowych dotyczacych wptywu
probiotykdw oraz potencjalnie probiotycznych mikroorganizmow w leczeniu
i zapobieganiu kamicy moczowej. Jednakze, wigkszos¢ badan dotyczy roli
drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium rozktadajacych szczawiany

w terapii pacjentow z kamicg Szczawianowo-wapniowa [48]. Ze wzgledu na rosngce
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zainteresowanie wykorzystaniem probiotykow w leczeniu zakazen uktadu moczowego,
interesujacym aspektem jest wplyw naturalnej mikrobioty drég moczowych na
uropatogeny, zakazenia uktadu moczowego oraz tworzenie infekcyjnych kamieni
moczowych. Poszerzenie wiedzy z tego zakresu umozliwi zrozumienie interakcji
pomigdzy drobnoustrojami komensalnymi a patogenami w tym S$rodowisku oraz
przeanalizowanie mechanizméw zachodzacych w uktadzie moczowym, co w rezultacie

moze przynie$¢ korzysci w leczeniu, badz tez zapobieganiu chordb uktadu moczowego.

|.4. Naturalna mikrobiota dr6g moczowych

Jeszcze do niedawna sagdzono, ze gorny odcinek drog moczowych zdrowych os6b
jest sterylny. Drogi moczowe to specyficzne $rodowisko o niskim pH (okoto 6,0),
wysokim stezeniu mocznika oraz innych substancji, ktore dziataja hamujaco, a czasami
bakteriobdjczo wobec wigkszosci drobnoustrojow. Standardowe metody posiewu moczu
opracowane w latach pigédziesiatych XX wieku uniemozliwialy izolacje oraz
identyfikacj¢ drobnoustrojow nalezacych do naturalnej mikrobioty drog moczowych,
a nawet wielu uropatogenoéw [49]. Standardowy posiew moczu opierat si¢ glownie na
wykorzystaniu podtoza MacConkeya lub agaru z krwig i inkubacj¢ w warunkach
tlenowych, przez 24 godziny. Wdrozenie ulepszonej ilosciowej hodowli moczu
(EQUOC) obejmujacej posiew wigkszej ilosci materiatu, wigkszg rdznorodnosé
stosowanych podtoz, dluzszg inkubacje czy inkubacje w warunkach beztlenowych, oraz
postep technik niezaleznych od prowadzenia kultur bakteryjnych jak sekwencjonowanie
DNA dato mozliwo$¢ poznania tego bogatego mikrobiologicznie srodowiska 1 lepsze;j
diagnostyki zakazen drog moczowych. Analiza metagenomiczna z wykorzystaniem
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) usprawnita identyfikacje drobnoustrojow
bytujacych w tym S$rodowisku oraz umozliwita odkrycie mikroorganizméw
niehodowlanych. Z kolei obecnie rekomendowany do badania mikrobiologicznego
moczu protokot EQUOC wykorzystuje podtoze agarowe z krwig, agar czekoladowy oraz
agar CNA z kolistyng, kwasem nalidyksowym oraz 5% krwig. Proby zaleca si¢
inkubowa¢ w warunkach tlenowych, mikroaerofilnych oraz beztlenowych, w 35 °C
przez 48 godzin [50,51]. Dodatkowo, w rozszerzonym protokole posiewu moczu,
wykorzystuje si¢ wigksze objetosci, 1 posiewa sie nie tylko 1 pl jak w przypadku

standardowego posiewu, a rowniez objetos¢ 10 pul i 100 pl [52]. Poréwnanie
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standardowego posiewu moczu a rozszerzonego protokotu posiewu jest zobrazowane na

Rycinie 3.

Waznym aspektem przy badaniu moczu jest sposob jego pobrania. Wyr6znia si¢
trzy gléwne techniki pobierania tego materiatu. Pierwsza z nich, najczesciej stosowana
w badaniach naukowych, ze wzgledu na matg inwazyjnos¢, polega na pobraniu moczu
ze srodkowego strumienia. Metoda ta, w szczego6lnosci zle wykonana, moze nie$¢ za
sobg ryzyko zanieczyszczenia takiej proby drobnoustrojami komensalnymi drog
ptciowych lub nabtonka drog moczowych. Kolejna technika polega na pobraniu proby
moczu przez cewnik urologiczny. Metoda ta, mimo iz bardziej inwazyjna, nadal nie daje
pewnosci braku zanieczyszczenia proby. Ostatnia metoda to metoda aspiracji
nadtonowej, polegajaca na nakluciu pecherza za pomocag igly przez podbrzusze
i aspiracj¢ moczu do strzykawki. Z oczywistych przyczyn jest to jednak metoda rzadko
wykorzystywana do badania naturalnej mikrobioty drog moczowych, a wigkszos¢ prac

naukowych opiera si¢ na metodzie pobraniu moczu ze srodkowego strumienia [50,53].

Standardowy posiew EQUOC
) moczu
| Warost drobnousirojow w | Werost drobnoustrojow w
pozywkach hodowlanych i pozywkach hodowlanych
i identyfikacja bakterii i identyfikacja bakterii

(S , Agar MacConkey ‘ y Agar Columbia z
—_ krwia
- N Agar Columbia z - < Agar czekoladowy
krwia

T Agar CNA

© § O §
L j (=]
24 35°C warunki 48 godzin  35°C warunki
godziny tlenowe tlenowe,

beztlenowe,
mikroaerofilne

Rycina 3. Metody izolacji drobnoustrojéw z moczu za pomoca standardowego posiewu moczu

oraz protokotu rozszerzonego EQUOC. Opracowano na podstawie [50], przy uzyciu
Biorender.com
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Mikrobiota drég moczowych zdrowych 0sob nie jest az tak liczna i zr6znicowana
w drobnoustroje jak mikrobiota innych §rodowisk, przyktadowo jelit, i zawiera $rednio
od 10* do 10° CFU/mI bakterii w moczu [50]. Mikrobiota ta sktada si¢ glownie
z drobnoustrojéw nalezagcych do rodzaju Lactobacillus, Prevotella, Streptococcus,
Gardnerella, Enterococcus czy Staphylococcus [54-56]. Sktad mikrobioty jest zalezny
od wielu zmiennych, takich jak pte¢, rasa czy czynniki geograficzne [50]. Wedlug
danych literaturowych najbardziej dominujacym rodzajem bakterii u kobiet sg
drobnoustroje nalezgce do rodzaju Lactobacillus [54,57,58], a u mezczyzn dominujg
Corynebacterium i Streptococcus [57,58], jednakze roznice w skladzie pomiedzy
piciami sg niewielkie [59]. Wsrod gatunkow Lactobacillus, najczesciej izolowanych
z drég moczowych wymienia si¢ natomiast L. crispatus, L. gasseri, L. iners oraz
L. jensenii [60,61].

Na sktad mikrobioty drog moczowych wptywa rowniez wiek. Wraz z uptywem
lat obserwuje si¢ spadek réznorodno$ci gatunkow bakterii oraz spadek liczebnosci
drobnoustrojow z rodzajow Lactobacillus, Bifidobacterium, Sneathia oraz Bacillus [50].
Z kolei drobnoustroje nalezace do rodzajow Jonquetella, Parvimonas, Proteiniphilum
i Saccharofermentans w drogach moczowych sg charakterystyczne dla oséb powyzej 70
roku zycia [62]. Dodatkowo, drobnoustroje z rodzaju Escherichia znacznie cze$ciej
i liczniej kolonizuja drogi moczowe oséb starszych, podczas gdy u osob mtodszych

dominujgcym i charakterystycznym rodzajem jest Gardnerella [50].

Wrciaz jeszcze nie ma jednoznacznej odpowiedzi na to jakie jest pochodzenie
bakterii obecnych w drogach moczowych. Pierwsza z hipotez zaktada, ze pochwa jest
gtownym zroédiem bytujacych tam drobnoustrojow. Thomas-White i in. [63] wykazali,
ze wiele szczepow komensalnych, w tym szczepy Lactobacillus, wystepuja zarowno
w pecherzu jak i w pochwie tych samych kobiet. Nie wyjasnia to jednak pochodzenia
urobiomu mezczyzn. Najnowsze badania sugeruja, ze drobnoustroje drog moczowych
moga pochodzi¢ z jelit. Dubourg i in. [64] wykazali, ze az 64% gatunkow
zidentyfikowanych w moczu pokrywa si¢ z gatunkami nalezacymi do mikrobioty
jelitowej a jedynie 31% z gatunkami nalezacymi do mikrobioty pochwy.

Drobnoustroje nalezace do naturalnej mikrobioty drég moczowych
charakteryzuja si¢ wystepowaniem specyficznych cech umozliwiajacym im kolonizacje
oraz bytowanie w tym $rodowisku. Czynniki te obejmujg zdolno$¢ adhezji komorek

bakteryjnych do nabtonka, mechanizmy odpornosci na warunki stresowe, zdolnos¢
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przystosowywania si¢ do specyficznego $rodowiska zywieniowego gospodarza
i sprawng obron¢ przed konkurujagcymi z nimi patogenami i Systemem
immunologicznym gospodarza [65,66]. Ponadto, niektore drobnoustroje nalezgce do
naturalnej mikrobioty drog moczowych jak Lactobacillus czy Streptococcus wytwarzajg
enzymy zdolne do metabolizowania glikozaminoglikandw otaczajacych nabtonek drog
moczowych, co sprzyja lepszej dostepnosci cukrow dla przeprowadzania procesow

biochemicznych drobnoustrojom komensalnym drég moczowych [50].

1.5. Charakterystyka Lactobacillus spp.

Jednym z gléwnych przedstawicieli mikrobioty dréog moczowych sa
drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus. Sa to Gram-dodatnie pateczki, nalezace do
bakterii fermentacji mlekowej (LAB). To pateczki mikroaerofilne lub beztlenowe,
wymagajace pod wzgledem zapotrzebowania na substancje odzywcze. Sg organizmami
fermentacyjnymi i mozna je podzieli¢ na szczepy obligatoryjnie homofermentatywne,
fakultatywnie heterofermentatywne oraz obligatoryjnie heterofermentatywne. Pierwsze
z nich w procesie fermentacji cukru produkuja kwas mlekowy (L. crispatus, L. iners),
druga grupa produkuje kwas mlekowy oraz dodatkowo moze wytwarza¢ kwas octowy,
etanol i dwutlenek wegla (L. jensenii, L. plantarum), natomiast produktami fermentacji
trzeciej grupy jest zawsze kwas mlekowy, kwas octowy, etanol i dwutlenck wegla
(L. vaginalis, L. reuteri) [67,68].

Sciana komorkowa Lactobacillus spp. przedstawiona schematycznie na Rycinie
4, jest zbudowana z wielu warstw peptydoglikanu, ktory otacza blone komoérkowa,
kwasy tejchojowe, lipotejchojowe i tejchuronowe oraz polisacharydy i biatka.
Peptydoglikan, ktéry tworzy warstwe sztywnag S$ciany komorkowej, to polimer
zbudowany z peptydow oraz cukrow. Czg$¢ cukrowg tworza  reszty
N-acetyloglukozaminy oraz kwasu N-acetylomuraminowego potaczonych wigzaniem
glikozydowym B-(1,4). Utworzone dtugie tancuchy polisacharydowe sg usieciowane
mostkami peptydowymi. Ta struktura petni kluczowe funkcje, warunkuje integralnosc¢
komorki bakteryjnej, przyczynia si¢ do utrzymywania zdefiniowanego ksztattu komorki,
pehi role ochronng oraz umozliwia zakotwiczanie bialek oraz kwasoéw tejchojowych
[69].
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Warstwe plastyczng $ciany komorkowej Lactobacillus tworza kwasy tejchojowe,
tejchuronowe oraz lipotejchojowe, Sa one eclementem S$ciany komorkowej bardzo
zroznicowanym pod katem struktury, w zaleznos$ci od szczepu bakteryjnego, pH podtoza
oraz zrodel wegla. Moga stanowi¢ nawet 50% catosci Sciany komorkowej, zapewniajac
jej funkcjonalno$é. Kwasy tejchojowe sg polimerami fosforandow glicerolu lub rybitolu,
podstawionych resztami glukozy badz D-alaniny. Zakotwiczone sg z peptydoglikanem
sciany komoérkowej poprzez jednostke glikozydowa, w przeciwienstwie do kwasow
lipotejchojowych, ktore sa przytaczone do btony cytoplazmatycznej przez fragment
lipidowy. Kwasy tejchuronowe sg natomiast zbudowane z powtarzajacych sie¢

podjednostek cukrowych oraz charakteryzuja si¢ brakiem reszt fosforanowych [69,70].

Najbardziej zewnetrzng ostone, wystepujaca u  wigkszosci  gatunkow
Lactobacillus, tworzy warstwa S, zbudowana z wielu identycznych podjednostek biatek
charakteryzujacych si¢ niskimi masami czasteczkowymi (25-71 kDa) oraz wysokimi
wartosciami punktu izoelektrycznego pl (9,35-10,40), co nadaje im silnie zasadowy
charakter [71]. Ta struktura komoérkowa zapewnia ksztalt komorce, bierze udziat
w adhezji bakterii do komoérek nablonkowych, autoagregacji oraz koagregacji, stanowi
o zmiennos$ci antygenowej oraz chroni komoérke bakteryjng przed dzialaniem
dopetiacza oraz fagocytoza. Dodatkowo, chroni komorke przed stresem osmotycznym,
dziataniem czynnikéw o charakterze przeciwdrobnoustrojowym, promieniowaniem oraz
bakteriofagami. Mechanizm autoagregacji drobnoustrojow probiotycznych, czyli
zdolno$¢ do tworzenia agregatow pomiedzy komorkami bakteryjnymi tych samych
szczepéw, umozliwia skuteczng adhezje 1 kolonizacj¢ organizmu gospodarza
drobnoustrojom komensalnym. Dodatkowo, zapewnia rowniez skuteczng bariere
przeciwko adhezji bakterii patogennych do nabtonka. Z kolei, mechanizm koagregacji,
polegajacy na tworzeniu agregatow pomie¢dzy komodrkami réznych szczepoéw oraz
gatunkoéw bakterii, umozliwia drobnoustrojom komensalnym skuteczniejsze usuwanie
patogenow oraz niedopuszczanie do ich adhezji do komoérek nabtonka [72]. W tych
procesach posrednicza biatka promujace koagregacje Cpf oraz biatka Apf, biorace udziat
w procesach autoagregacji [73]. Biatka Lactobacillus sa podstawowym sktadnikiem
Sciany komorkowej pateczek kwasu mlekowego 1 nie sg one zawsze zwigzane z warstwa
S. Moga by¢ one kowalencyjnie potaczone z peptydoglikanem lub potaczone z blong
cytoplazmatyczng. Stanowig one receptory dla bakteriocyn oraz bakteriofagow, sg

zaangazowane w adhezje komoérek do powierzchni biotycznych oraz abiotycznych [74].
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Polisacharydy sa kolejnym sktadnikiem $ciany komorkowej Lactobacillus,
warunkujace jej wlasciwosci 1 duze zroznicowanie w obrebie tego rodzaju. Ze wzgledu
na ich potozenie wyrdznia si¢ polisacharydy, ktére sg luzno zwigzane z powierzchnia
komorki i uwalniane do otaczajacego srodowiska (EPS), polisacharydy otoczkowe, ktore
sa trwale zwigzane z komodrka oraz polisacharydy §ciany komdrkowej. Polisacharydy
bakteryjne charakteryzuja si¢ duzg roznorodnoscig wsrod szczepdéw Lactobacillus
[69,74]. Dzieli si¢ je ze wzgledu na sktad cukréw na homopolisacharydy, sktadajace sie
z jednego rodzaju monosacharydéw oraz na heteropolisacharydy, sktadajace si¢ z
powtarzajacych si¢ jednostek zawierajacych rozne monosacharydy. Pelnig one liczne
funkcje w interakcjach z gospodarzem, wptywajac na adhezje i kolonizacj¢ rdéznych
srodowisk przez Lactobacillus czy immunomodulacj¢. Ponadto wykazujg one dziatanie
przeciwbakteryjne a nawet wirusobodjcze [75]. Badania Sungur i in. [76] wykazaty, ze
egzopolisacharydy L. gasseri izolowane z pochwy maja dziatanie przeciwzapalne oraz

przeciwnowotworowe poprzez indukcje apoptozy komorek raka szyjki macicy.
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Rycina 4. Struktura $ciany komorkowej Lactobacillus spp. Wykonano przy uzyciu
Biorender.com

Ta zréznicowana grupa drobnoustrojow wystepuje powszechnie na powierzchni
ro$lin, psujacej si¢ zywnosci, w odchodach, $ciekach, nabtonku ludzkim i zwierzgcym.
Lactobacillus spp. kolonizuja wiele obszarow ludzkiego ciata, w szczegdlnosci jame
ustng, jelito krete, okreznice czy zefiskie narzady plciowe [67]. Agencja Zywnosci
i Lekow Stanoéw Zjednoczonych nadata im status GRAS (Generaly Recognised As Safe),
a Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) status , kwalifikowanego
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domniemania bezpieczenstwa” (QPS). Z tego wzgledu znalazty one swoje zastosowanie
w przemysle spozywczym, do produkcji zywnosci fermentowanej oraz przy produkcji
probiotykéw [77]. Aby dany szczep mogt zostaé okreslony mianem probiotycznego musi
spetnia¢ kilka warunkow, miedzy innymi musi zosta¢ uznany za skuteczny oraz
bezpieczny, by¢ zdolny do przetrwania w przewodzie pokarmowym i w niskim pH
zotadka oraz musi wykazywac¢ korzystne dziatanie dla gospodarza. Obecnie, najszerzej
stosowane gatunki probiotyczne to miedzy innymi: L. acidophilus, L. brevis, L. casei czy
L. gasseri [67].

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus posiadaja szereg wlasciwosci
o charakterze antybakteryjnym czy immunomodulujagcym. Ich zdolno$¢ antagonistyczna
wobec patogendw jest waznym czynnikiem, obejmujacym zdolno$¢ adhezji do nabtonka
lub zmniejszanie stopnia adhezji bakterii chorobotworczych, agregacje i koagregacije
oraz wytwarzanie substancji o charakterze przeciwdrobnoustrojowym [78].
Powszechnie wiadomo, Ze szczepy Lactobacillus wykazuja dobroczynne dziatanie na
uktad pokarmowy i zenski uktad rozrodczy i odnalazty one swoje zastosowanie
w profilaktyce i1 leczeniu chordb tych uktadéw. Przynosza one liczne, korzystne efekty
a naleza do nich m.in. tagodzenie nietolerancji laktozy, obnizenie poziomu cholesterolu
we krwi, stosuje si¢ je rowniez przy leczeniu chordb biegunkowych czy wrzodoéw
zoladka. Oprocz wyzej wymienionych wlasciwosci, paleczki kwasu mlekowego
wplywaja na czynniki wirulencji drobnoustrojow poprzez hamowanie réznych gendéw
kodujacych biatka, ktore majg fundamentalne znaczenie w zjadliwosci bakterii oraz
wykazujg dziatanie przeciwwirusowe poprzez zapobieganie adhezji 1 namnazaniu si¢
wirusa [79]. Ponadto, ich zastosowanie wedtug wielu danych literaturowych jest jeszcze
bardziej wszechstronne i1 skuteczne w leczeniu takich schorzen jak atopowe zapalenie

skory [80], czy infekcje gornych drog oddechowych [81].

W ostatnim czasie coraz szerzej wykorzystywane sg rowniez postbiotyki, czyli
preparaty zawierajgce inaktywowane mikroorganizmy i ich produkty metaboliczne,
w szczegblno$ci wydzielane peptydy, bakteriocyny, krotkotancuchowe kwasy
tluszczowe, kwasy organiczne czy egzopolisacharydy. Takie $rodki maja wiele zalet
w porownaniu do stosowania probiotykdéw m.in. brak ryzyka translokacji
drobnoustrojéw probiotycznych z jelita do krwi u 0s6b z obnizong odpornoscig i nabycia
gendow oporno$ci na antybiotyki. Wyrdzniajg si¢ rowniez dobra stymulacja komoérek

nabtonkowych  oraz  latwiejsza  ekstrakcja, standaryzacja, transportem
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I przechowywaniem. Obecnie te preparaty sg coraz czgséciej obiektem zainteresowan jako

skuteczna alternatywa dla probiotykow. [67,82].

1.6. Wlasciwosci antagonistyczne Lactobacillus wobec patogenéw

Lactobacillus spp. posiadajg szereg wtasciwosci, ktore maja na celu zapewnienie
homeostazy w danym $rodowisku. Gtowne mechanizmy dziatania pateczek kwasu
mlekowego wobec bakterii chorobotworczych zostaly zobrazowanie na Rycinie 5.
Drobnoustroje te oprécz wymienionych juz wczesniej wiasciwosci takich jak:
wydzielanie substancji o charakterze antybakteryjnym czy wplyw na adhezj¢
patogendéw, wykazuja mnogos¢ innych czynnikow, ktore czynig je drobnoustrojami

skutecznymi w walce z patogenami.

Jednym z gltownych mechanizméw dziatania drobnoustrojow z rodzaju
Lactobacillus na patogeny jest wydzielanie czasteczek o  charakterze
przeciwbakteryjnym, gléwnie bakteriocyn, nadtlenku wodoru, biosurfaktantéw oraz

kwasow organicznych.

Bakteriocyny to substancje peptydowe o charakterze antybakteryjnym dziatajace
w waskim spektrum swojej aktywnosci, hamujac wzrost jedynie blisko spokrewnionych
gatunkoéw bakterii. Bakteriocyny dzieli si¢ na trzy klasy, pierwsze z nich- lantybiotyki
charakteryzuja si¢ masa czgsteczkowa < 5 kDa i obecnoscig aminokwasu-lantioniny,
druga klasa- to nielantybiotyki, termostabilne peptydy, o masie czasteczkowej < 10 kDa,
trzecia klasa natomiast to bakteriocyny o duzej masie czgsteczkowej, termostabilne,
0 masie > 30 kDa [83]. W warunkach in vitro, bakteriocyny Lactobacillus wykazuja
dzialanie antagonistyczne wobec wielu patogenow m.in. wobec drozdzy Candida
albicans [84], Staphylococcus aureus MRSA [85], Pseudomonas aeruginosa oraz
Salmonella typhi [86]. Powszechnie wykorzystywang bakteriocyng jest nizyna,
wytwarzana przez kilka szczepow Lactococcus lactis, stosowana jako $rodek
konserwujacy zywnos¢, zwlaszcza przy produkcji seréw, gdyz hamuje rozwoj bakterii
produkujacych kwas mastowy [87,88]. Antagonistyczne dzialanie bakteriocyn opiera si¢
m.in. na zaburzaniu procesu biosyntezy peptydoglikanu, przerywania ciggtosci blony
komorkowej oraz hamowaniu biosyntezy bialek [74,89]. Synergistyczne dziatanie
bakteriocyn w polaczeniu z antybiotykami w leczeniu wielu chordb infekcyjnych jest

alternatywng metoda terapii, umozliwiajaca duzo skuteczniejsze leczenie. [90].
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Nadtlenek wodoru to substancja, ktora petni role czynnika hamujacego rozwoj
bakterii, ktore nie posiadajag mechanizméw ochronnych takich jak wytwarzanie katalazy
czy peroksydazy. Pateczki kwasu mlekowego wytwarzajace H20>, dziatajg bojczo na
szerokie spektrum mikroorganizmow jak Streptococcus agalactiae [91], Gardnerella
vaginalis [92] czy Candida albicans [93] dzigki zdolno$ci do przenikania przez btony

komorkowe.

Biosurfaktanty to  zwigzki ~ powierzchniowo  czynne,  wytwarzane
zewnatrzkomorkowo przez Lactobacillus lub zwigzane z komorka, majgce wlasciwosci
przeciwbakteryjne, przeciwbiofilmowe, przeciwadhezyjne i przeciwutleniajace. Naleza
do nich glikolipidy, fosfolipidy, lipopeptydy, kompleksy polisacharydowo-biatkowe
i wolne kwasy tluszczowe [94]. Ich whasciwosci sg szeroko badane m.in. w kontekscie
hamowania tworzenia biofilméw bakteryjnych m.in. na implantach chirurgicznych na
modelach in vivo [95]. Biosurfaktanty paleczek kwasu mlekowego okreslane sg jako
surlaktyny [96].

Kolejne substancje produkowane przez Lactobacillus zewnatrzkomérkowo to
kwasy organiczne. Charakteryzuja si¢ one dziataniem przeciwdrobnoustrojowym
w szerokim spektrum oraz sg bezpiecznym dodatkiem do zywnosci, co wykorzystuje si¢
w przemysle spozywczym. Kwasy organiczne oddziatuja na patogeny poprzez
zwigkszanie przepuszczalnosci blony bakteryjnej, zakwaszanie cytoplazmy,
zwiekszanie wewnatrzkomorkowego ci$nienia 0smotycznego oraz hamowanie syntezy
biomolekut co prowadzi do $mierci komoérek patogenow [97]. Kwas mlekowy jest
wytwarzany przez wszystkie pateczki kwasu mlekowego, jednoczesnie drobnoustroje te
moga Wwytwarza¢ rowniez kwas cytrynowy, octowy, mrowkowy, bursztynowy,
propionowy oraz mastowy [98]. Stezenie oraz rodzaje produkowanych kwasow przez
pateczki kwasu mlekowego jest §cisle zalezne od gatunku, warunkéw oraz srodowiska
wzrostu. Analiza profilu kwasoéw organicznych w wigkszosci prac obejmuje szczepy
Lactobacillus izolowane z zywno$ci [99,100], badz tez dotyczy jedynie kwasu
mlekowego [101]. Niewiele doniesien naukowych koncentruje si¢ na kwasach
wytwarzanych w drogach moczowych. Jednakze, sg badania, ktore wykazaty, ze kwasy
organiczne (kwas cytrynowy, jabtkowy, propionowy, migdalowy, mlekowy,
benzoesowy, hipurowy) wykazuja dzialanie bakteriobdjcze wobec najczgstszych
uropatogenow  (Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa) zarowno na formy planktoniczne jak i na biofilm [102].
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Szczepy probiotyczne, w tym pateczki kwasu mlekowego, wptywaja rowniez na
odpowiedz immunologiczng gospodarza, poprzez aktywacje limfocytow T, B,
makrofagow 1 komorek NK. Moga one rekrutowac¢ komorki odpornosciowe do miejsca
zakazenia 1 indukowa¢ specyficzne markery odpornosci. Stymulujag one rowniez
komorki odpornosciowe do wydzielania czynnikow prozapalnych (TNF-a, IFN-y,
IL-12) oraz cytokin przeciwzapalnych (IL-10) w sposob specyficzny dla szczepu [103].
Doniesienia na temat dziatania immunomodulujgcego szczepéw Lactobacillus
koncentrujg si¢ gtownie na Srodowisku jelit. Jednakze i w uktadzie moczowym, bakterie
kwasu mlekowego istotnie wptywaja na odpowiedZz immunologiczng gospodarza.
Komorki nabtonkowe dréog moczowych w odpowiedzi na patogen, wytwarzajg
substancje rekrutujace komorki odpornosciowe jak makrofagi co prowadzi do rozwoju
miejscowej odpowiedzi zapalnej, aktywacji kompleksu biatkowego NF-kB, dziatajacego
jako czynnik transkrypcyjny i uwolnienia cytokin, migdzy innymi: czynnika martwicy
nowotworu TNF-a oraz IL-6, pobudzajacych procesy zapalne. Karlsson i in. [104]
wykazali, ze przy jednoczesnej stymulacji komoérek pecherza moczowego E. coli oraz
L. rhamnosus GR-1 aktywacja NF-xB oraz poziom TNF-a byly istotnie wyzsze,
a uwalnianie cytokiny IL-6 nizsze w porownaniu do kontroli. Dodatkowo, badany szczep
Lactobacillus wptywat na wzrost poziomu receptoréw TLR4 rozpoznajacych wzorce jak
LPS Gram-ujemnych patogenow. Wykazano, ze pateczki kwasu mlekowego moga
stymulowa¢ uktad odpornosciowy poprzez ulatwianie rozpoznawania patogenow

I posrednio uczestnicza w eliminacji infekcji.

Paleczki Lactobacillus mogg rowniez wydziela¢ neurotransmitery takie jak kwas
gamma-aminomastowy (GABA), acetylocholing czy serotoning, co oddziatuje na uktad
nerwowy czlowieka. Wigkszos¢ badan dotyczacych regulacji  produkcji
neurotransmiteroOw dotyczy mikrobioty jelitowej 1 jej wptywie na regulacj¢ aktywnosci
mozgu za posrednictwem osi jelitowo-médzgowej. Ostatnim trendem sg badania nad
wplywem mikrobiomu na rozwoj chorob neurodegeneracyjnych jak choroba Alzheimera

i Parkinsona [105].

Kolejnym mechanizmem Lactobacillus o dzialaniu antagonistycznym wobec
patogenow jest hamowanie ich adhezji do nabtonka co uniemozliwia im skuteczng
kolonizacje r6znych §rodowisk, w tym uktadu moczowego. Wyniki wielu prac wykazuja
wpltyw szczepow Lactobacillus na hamowanie adhezji patogendow zaréwno do

powierzchni abiotycznych jak cewniki [106], jak i do komorek pgcherza moczowego
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[107]. Hamowanie tego procesu moze zachodzi¢ w trzech wariantach. Pierwszy z nich
zaklada mechanizm tzw. wykluczenia, gdy szczepy Lactobacillus przylegajac do
receptorow nabtonkowych blokuja miejsca adhezji patogenom. Konkurencja zachodzi
wtedy, gdy pateczki kwasu mlekowego konkurujag o miejsca adhezji do nabtonka
z patogenem. Z kolei mechanizm wypierania obserwujemy, gdy Lactobacillus wypieraja

patogeny, ktore juz byly zwigzane z receptorami komorek nabtonkowych [108].

Lactobacillus wptywajg rowniez na tworzenie biofilmu przez patogeny.
Hamowanie tworzenia lub wzrostu biofilmu wielu patogenéw przez te drobnoustroje,
wykazano wobec Pseudomonas aerugionsa [109], Streptococcus mutans [110], Listeria
monocytogenes [111], Staphylococcus aureus [112] czy Proteus mirabilis [94]. Te
wlasciwosci mogg by¢ wykorzystywane w ograniczaniu i eliminowaniu biofilméw

bakteryjnych na r6znych materiatach medycznych np. cewnikach urologicznych.
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Rycina 5. Wybrane wlasciwosci antagonistyczne Lactobacillus wobec patogenow. 1- produkcja
neurotransmiterow, 2- produkcja substancji przeciwdrobnoustrojowych, 3- hamowanie adhezji
patogendéw do nabtonka, 4- hamowanie wzrostu oraz tworzenia biofilmu, 5- stymulacja uktadu
immunologicznego gospodarza. Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus oznaczone zostaly
kolorem niebieskim, a uropatogeny kolorem rézowym. Opracowano na podstawie [119], przy
uzyciu Biorender.com
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Oprocz  wymienionych powyzej wlasciwosci antagonistycznych wobec
patogenéw, drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus posiadaja rowniez zdolno$¢ do
oddziatywania i wchodzenia w interakcj¢ z wieloma metalami cigzkimi, pestycydami,
Mmonomerami tworzyw sztucznych i zwigzkami organicznymi. Wyniki wskazuja, ze sa
one zdolne do usuwania i degradowania takich toksyn jak mykotoksyny [113],
aflatoksyny [114], ochratoksyny [115] oraz metali cigzkich jak: rtg¢, otow, kadm, miedz,
cynk, zelazo [116-118].

1.7. Dysbioza mikrobiomu ukladu moczowego

Naturalna mikrobiota drég moczowych poprzez wiele mechanizméw dziatania
na patogeny wptywa na utrzymanie homeostazy i prawidlowego funkcjonowania tego
srodowiska. Mikrobiota drog moczowych bogata w drobnoustroje z rodzaju
Lactobacillus jest powigzana z prawidtlowo funkcjonujacym uktadem moczowym co
warunkuje ochrong przed ZUM i chorobami zwigzanymi z uktadem moczowym [120].
Zaburzenia sktadu naturalnej mikrobioty drog moczowych objawiajgce si¢ w postaci
spadku r6znorodnosci oraz liczno$ci drobnoustrojow komensalnych moze prowadzi¢ do
nadmiernego rozwoju bakterii chorobotworczych i rozwoju chorob uktadu moczowego.
Moze by¢ wiele przyczyn rozwoju dysbiozy mikrobioty drég moczowych a jedng z nich
jest powszechnie stosowana przy infekcjach uktadu moczowego, antybiotykoterapia.
Zjawisko wptywu antybiotykow na sktad drobnoustrojow mikrobioty jelit jest dobrze
poznane, z kolei temat wptywu lekéw przeciwdrobnoustrojowych na mikrobiote drog
moczowych nadal pozostaje tematem szerokich rozwazan [121]. Mimo to, badania
wskazuja, ze antybiotykoterapia istotnie ogranicza liczebno$¢ drobnoustrojow z rodzaju
Lactobacillus, co prowadzi do rozwoju patogenow m.in. E. coli, ktéry stanowi
najliczniejszy gatunek bakterii w drogach moczowych po zazywaniu lekow
przeciwdrobnoustrojowych [122]. Badania przeprowadzone przez Ceprnja i in. [123]
potwierdzity negatywny wptyw antybiotykéw na réznorodno$¢ mikrobioty drog
moczowych, w szczegolnosci na liczebnos¢ Lactobacillus oraz wykazaty wigksze
predyspozycje do zapalen pecherza moczowego przy dysbiozie tego sSrodowiska. Mimo
tego, antybiotykoterapia jest przepisywana przez lekarzy w leczeniu ZUM najczeSciej
bez posiewow mikrobiologicznych moczu, co skutkuje nieskutecznym leczeniem
1 wzrostem opornos$ci bakterii na antybiotyki. Kolejnymi czynnikami wptywajacymi na

spadek roéznorodnosci oraz liczebnosci drobnoustrojoéw komensalnych w drogach
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moczowych jest wiek oraz poziom estrogenéw [78]. Wysoki poziom tych hormonow
wspiera rozw0j drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus w mtodym wieku oraz podczas

cigzy [60].

Dysbioza urobiomu jest powigzana z wieloma chorobami uktadu moczowego jak
ZUM, przewlekta choroba nerek, nietrzymanie moczu, rak pecherza czy kamica nerkowa
[50,121]. Wykazano, ze liczba pateczek kwasu mlekowego w drogach moczowych
u kobiet z nawracajagcymi infekcjami uktadu moczowego jest istotnie nizsza niz u kobiet
zdrowych [124]. Jednakze, co ciekawe nie wszystkie gatunki Lactobacillus mozna
zawsze powigzac ze zdrowym sktadem mikrobioty drég moczowych. Wskazuje sig, ze
L. crispatus jest charakterystycznym gatunkiem w przypadku zdrowej mikrobioty,
z kolei L. gasseri wystepuje czesciej przy stanach chorobowych UM jak nietrzymanie
moczu [50], a przewaga L. iners ze zwickszona podatno$cig na zakazenia uktadu

moczowego [60].

Dysbiozie naturalnej mikrobioty drog moczowych przypisuje si¢ rowniez udziat
w rozwoju raka pecherza, gdyz jednym z czynnikow ryzyka sa nawracajace i nieleczone
infekcje uktadu moczowego. Badania Wu i in. [125] wykazaly w moczu pacjentow
chorujacych na raka pecherza, dominacj¢ drobnoustrojow patogennych, gléwnie
Acinetobacter,  Anaerococcus, Herbaspirillum, Porphyrobacter, Bacteroides
i Staphylococcus, ktore promuja stan zapalny, co moze odgrywac rolg w karcynogenezie.
Warto jednak podkresli¢, ze obecna wiedza dotyczaca wptywu zaburzenia rownowagi
naturalnej mikrobioty na raka pgcherza moczowego nadal jest znikoma, a wigkszos¢

opublikowanych badan zostala przeprowadzona na matej grupie uczestnikow.

Badania dotyczace znaczenia naturalnej mikrobioty drog moczowych w rozwoju
kamieni moczowych, dotyczg glownie kamicy szczawianowo-wapniowej lub
fosforanowo-wapniowej. Spadek réznorodnosci i liczebnosci naturalnej mikrobioty drog
moczowych moze promowac rozwdj uropatogenow a tym samym rozwoj réznych typow
kamicy moczowej. Co ciekawe, drobnoustroje z rodziny Enterobacteriaceae
I Morganellaceae, sa izolowane ze wszystkich typow kamieni, nie tylko struwitowych,
ale rowniez szczawianowo-wapniowych oraz fosforanowo-wapniowych [126]. Badania
Barr-Beare i in. wykazaly, ze bakterie, najcz¢sciej E.coli, sg izolowane nawet z 32%
wszystkich kamieni szczawianowo-wapniowych. Zaobserwowano réwniez, ze u myszy
z tym typem kamicy zainfekowanych E. coli, drobnoustroje te intensyfikowaty agregacje

krysztatow [127]. Antybiotykoterapia, ktora jest konieczna w leczeniu kamieni
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struwitowych ma ogromny wptyw na sktad urobiomu i nasila dysbioze tego srodowiska.
Prowadzi to do czgstszych nawrotéw choroby i tworzenia si¢ kamieni moczowych na

nowo.

1.8. Drobnoustroje Lactobacillus w leczeniu ZUM oraz choréb zwigzanych z

ukladem moczowym

Szczepy probiotyczne, w tym drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus sg tematem
szeroko omawianym w konteks$cie ich wykorzystania w alternatywnym leczeniu chorob
uktadu moczowego. Standardowe metody leczenia ZUM, wykorzystujace jedynie
antybiotykoterapi¢ do zwalczania patogenow, skutkujg zniszczeniem naturalnej bariery
w postaci komensalnej mikrobioty drog moczowych. Z tego wzgledu, poszukuje si¢

innych, naturalnych mozliwosci leczenia chordéb zwigzanych z tym uktadem.

Wykorzystanie szczepoéw Lactobacillus we wspomaganiu leczenia chorob
uktadu moczowego bada si¢ pod wicloma aspektami, zarowno w badaniach in vitro i in
vivo. Trwaja badania nad ich wykorzystaniem w leczeniu lub wspomaganiu terapii takich
choréb jak zakazenia uktadu moczowego, rak pecherza czy kamica moczowa. Testuje
si¢ rowniez ich skuteczno$¢ w potaczeniu z innymi §rodkami na przyktad antybiotykami
czy zurawing. Istotny wydaje si¢ rowniez aspekt ich drogi podania, co moze mie¢ wptyw

na skuteczno$¢ kolonizacji danego srodowiska.

Wtasciwosci antagonistyczne drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus sa
wykorzystywane w walce z patogenami réznych srodowisk. Drobnoustroje te oddziatuja
na mikroorganizmy chorobotworcze w warunkach in vitro, co zostalo szeroko
udokumentowane, ale wykazuja rowniez skutecznos¢ w badaniach na modelach
zwierzecych. Zespot badawczy Fraga i in. [128] wykazal, ze w warunkach in vivo,
zwierzgta poddane suplementacji szczepami L. murinus, wykazywaty mniejsza liczbe
P. mirabilis w nerkach oraz pecherzu moczowym w poréwnaniu do myszy nieleczonych.
Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus mozna réwniez stosowac w polgczeniu z obecnie
uzywanymi terapeutykami, wykorzystujac zjawisko synergizmu. Szczepy Lactobacillus
wykazujace dziatanie antagonistyczne wobec patogenéw, w polaczeniu z terapia
antybiotykowg powodujg zmniejszenie czgstosci nawrotow zakazen uktadu moczowego
[129]. Jednakze, co ciekawe, szczepy Lactobacillus w potgczeniu z suplementacja

zurawing, ktorej wiasciwosci zapobiegajace rozwojowi zakazen drog moczowych
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zostaty juz dobrze poznane, okazuja si¢ by¢ w wielu przypadkach nieskuteczne,
w kontekscie zapobiegania rozwojowi ZUM [130,131]. Interesujace wyniki
dotyczace wplywu bakterii probiotycznych oraz wytwarzanych przez nie sktadnikéw
zewnatrzkomorkowych na zapalenie pecherza moczowego przyniosty badania
Swidsinski i in. [132]. Wyniki tej pracy wskazaty, ze aplikowany dopochwowo zel
z kwasem mlekowym, czyli jednym 2z gléwnych substancji wytwarzanych
zewnatrzkomoérkowo przez Lactobacillus, wykazuje dziatanie bakteriostatyczne wobec
E. coli oraz ma wptyw na zmiane ich morfologii, co skutkowato zmniejszeniem objawow
zapalenia pecherza moczowego u ponad potowy pacjentow. Podobne wyniki przedstawit
zespot Diebold i in. [133] ktory wykazal, ze stosowanie zelu z kwasem mlekowym

korzystnie wplywa na zdrowie drég moczowych i obniza czestos$¢ infekcji tego uktadu.

Wiele doniesien naukowych wykazuje rowniez skuteczno$¢ Lactobacillus
W leczeniu raka pecherza czy kamicy nerkowej. Wykazano, ze szczepy L. rhamnosus
GG i L. casei Shirota posiadajg zdolno$¢ zabijania komorek nowotworowych raka
pecherza poprzez indukowanie apoptozy, z kolei L. acidophilus wykazuje
synergistyczne dzialanie wraz z terapiag BCG zwigkszajac ekspresj¢ cytokiny TNF-o oraz
ekspresj¢  pro-apoptotycznego biatka Bax [134]. Stosowanie organizmow
probiotycznych, w tym drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus w leczeniu oraz
zapobieganiu kamicy moczowej rowniez przynosi korzystne efekty. Badania dotycza
jednak gtéwnie kamicy szczawianowo-wapniowej, brak jest rzetelnych danych
dotyczacych wptywu pateczek kwasu mlekowego na powstawanie infekcyjnych kamieni

moczowych.

Sposdb podania szczepdw potencjalnie probiotycznych ma rowniez istotny
wptyw na kolonizacje uktadu moczowego oraz efektywno$¢ w leczeniu lub tez
wspomaganiu leczenia choréb ukladu moczowego. Badania wskazuja, ze zaréwno
podanie doustne jak i podanie dopochwowe badanych szczepéw umozliwia dtugotrwata
kolonizacje ukladu moczowego przez bakterie komensalne, co zmniejszato czestos¢
wystepowania ZUM [135,136]. Alternatywng droga podania organizmow
probiotycznych jest bezposrednie wkroplenie do pegcherza moczowego, przyktadowo
przez cewnik. Mimo iz jest to metoda najskuteczniejsza, umozliwiajgca bezposrednia
kolonizacje tego $rodowiska, jednoczesnie jest mozliwa do wykonania przede

wszystkim w warunkach klinicznych, co stanowi znaczne ograniczenie stosowania tej
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metody [137]. Jak wykazaty badania Forster i in. [138] ten rodzaj terapii jest bezpieczna

metoda w leczeniu dysfunkcji pecherza neurogennego.
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Il.  Cel pracy

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus naleza do naturalnej mikrobioty drog
moczowych zdrowych ludzi. Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat wplywu
Lactobacillus spp. na zdrowie uktadu moczowego, nadal wiele pytan pozostaje bez
odpowiedzi. W szczegolnosci, brak jest doniesien dotyczacych wptywu drobnoustrojow
komensalnych drog moczowych na patogeny P. mirabilis, powodujace zakazenia uktadu

moczowego oraz odpowiadajgce za tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych.

Celem eksperymentalnej czgéci pracy byta ocena wplywu drobnoustrojow
z rodzaju Lactobacillus, nalezacych do naturalnej mikrobioty drég moczowych na
patogennos¢ P. mirabilis oraz tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych in vitro.
W toku badan analizowano wpltyw szczepow Lactobacillus na kazdy etap ich tworzenia:
adhezje uropatogenow do nabtonka, wrazliwo$¢ na czynniki antybakteryjne
Lactobacillus, krystalizacj¢ sktadnikow mineralnych moczu oraz agregacj¢ powstatych

krysztatow.

I1.1. Realizacja zadan badawczych

1. lzolacja oraz identyfikacja bakterii z rodzaju Lactobacillus z dr6g moczowych

zdrowych ludzi oraz ocena ich wtasciwosci antybakteryjnych wobec P. mirabilis.

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus izolowano z moczu zdrowych osob
i identyfikowano za pomoca metody spektrometrii mas MALDI/TOF. Szczepy
P. mirabilis nalezaly do Kolekcji Szczepow Katedry Biologii Bakterii
1 wyizolowane zostaly z moczu os6b ze zdiagnozowang kamicg moczowg oraz
z kamieni moczowych. Dziatanie antybakteryjne dziewigciu klinicznych oraz
dwoch referencyjnych szczepéw Lactobacillus  wobec o$émiu badanych
szczepow P. mirabilis oceniano za pomoca metody mikrorozcienczen oraz
metody dyfuzji, wykorzystujac supernatanty Lactobacillus. Supernatanty byty
alkalizowane do pH 6,0, poddane dziataniu katalazy badZ wysokiej temperatury,
a jeden z nich pozostal niczym nietraktowany co umozliwitlo wskazanie jakie

substancje wydzielane przez Lactobacillus majg najsilniejsze dziatanie
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antybakteryjne wobec badanych szczepow P. mirabilis. Analizy LC-MS/MS
oraz metoda kolorymetryczna umozliwity zidentyfikowanie jakosciowe oraz
ocen¢ ilosciowg kwasow organicznych wytwarzanych przez szczepy
Lactobacillus. W toku badan, oceniano roéwniez wptyw kwaséw organicznych na
wzrost P. mirabilis za pomoca metody spektrofotometrycznej oraz ich wptyw na
tworzenie biofilmu za pomoca testu MTT. Ponadto, w celu wykazania
mechanizmu  dziatania kwasow  organicznych ~w  kontek$cie ich
przeciwbakteryjnych wlasciwos$ci, oceniano stan btony komorkowej P. mirabilis

po inkubacji z kwasami z uzyciem metody spektrofotometrycznej z jodkiem
propidyny.

Wiyniki tej czesci pracy zostaty opublikowane w Publikacji 1.

Ocena intensywnosci krystalizacji mineralnych sktadnikéw moczu w hodowlach

mieszanych P. mirabilis i Lactobacillus.

Krystalizacja sktadnikow moczu wraz z tworzeniem krysztalow struwitu
oraz apatytu jest jednym z pierwszych etapow powstawania infekcyjnych
kamieni moczowych. Oceng intensywnosci krystalizacji oceniano na modelu in
vitro, z uzyciem moczu syntetycznego W wybranych punktach czasowych (0, 3,
6, 8 i 24 godz.). Stopien krystalizacji w uktadach kontrolnych, z czystymi
hodowlami P. mirabilis, oraz badanych, ze szczepami Lactobacillus, okreslano
za pomocyg stezenia jondw wapnia 1 magnezu, metodg absorpcyjnej spektrometrii
atomowej oraz za pomoca obserwacji krysztaltdow pod mikroskopem
kontrastowo-fazowym. Dodatkowo, oOceniano rowniez zywotno$¢ bakterii
P. mirabilis (CFU/ml), mierzono pH oraz uwalnianie amoniaku za pomocg

metody fenolowo-podchlorynowe;j.

Wiyniki tej czgsci pracy zostaty opublikowane w Publikacji 2.

Ocena wptywu szczepow Lactobacillus na aktywno$¢ ureazy P. mirabilis.

Wptyw szczepow Lactobacillus i kwasu mlekowego na aktywno$¢ ureazy
oceniano za pomocg metod spektrofotometrycznych, z uzyciem moczu

syntetycznego z czerwienig fenolowg oraz ureazg z fasoli Canavalia ensiformis.
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Typ inhibicji enzymu okreslono w badaniach kinetyki enzymatycznej, ktore
wykonywane byty za pomocg pomiaru uwalniania amoniaku metoda fenolowo-
podchlorynows, w ukladzie z szerokim zakresem stezen mocznika, ureaza
z fasoli oraz kwasem mlekowym, ktorego stezenia odpowiadaty wartosciom ICos,
ICso i IC7s. Dokowanie in silico kwasu mlekowego, przeprowadzono
w programie Autodoc 4.2.6 dla modelu 3D kwasu L(+) mlekowego i modelu

struktury krystalograficznej ureazy Canavalia ensiformis.

Wyniki tej czesci pracy zostaty opublikowane w Publikacji 2.

Ocena wplywu substancji zewnatrzkomorkowych Lactobacillus na krystalizacje,
adhezj¢ bakterii 1 krysztalbw do nabtonka pecherza moczowego oraz
cytotoksycznos$¢ indukowang szczepami P. mirabilis wobec komoérek pgcherza

moczowego.

Wptyw substancji zewnatrzkomorkowych Lactobacillus na krystalizacje,
adhezj¢ oraz cytotoksyczno$¢ oceniano z uzyciem insertow z poliwgglanowa
membrang o Srednicy poréw 0,4 um, ktéora umozliwiata swobodng dyfuzje
produktow przemiany materii Lactobacillus, jednocze$nie zapobiegajac
mieszaniu si¢ komoérek bakteryjnych. Intensywnos$¢ krystalizacji oceniano za
pomoca analizy stezenia jonow Ca®*, Mg?* z uzyciem metody absorpcyjnej
spektrometrii atomowej oraz obserwacji krysztatow pod mikroskopem
kontrastowo fazowym. Dodatkowo, oceniano stezenia uwalnianego amoniaku,
metoda fenolowo-podchlorynowa. Powyzsze metody zostaty uzyte rowniez do
okreslenia wptywu substancji zewnatrzkomorkowych Lactobacillus na
krystalizacje zwigzang z nabtonkiem pgcherza moczowego (HCV-29), gdzie
dodatkowo wykonano szerszg analize mikroskopowa, wykonujac barwienia Von
Kossa oraz obrazujgc zjawisko autofluorescencji krysztalow z uzyciem
mikroskopii  konfokalnej. Cytotoksyczno$¢ wobec komoérek pecherza
moczowego indukowang szczepami P. mirabilis oceniano za pomoca testow
LDH oraz MTT. Wptyw substancji wydzielanych przez Lactobacillus na adhezj¢
pateczek P. mirabilis do komodrek nablonka pgcherza oceniano za pomoca
warto§ci  CFU/ml po lizie komorek eukariotycznych oraz metod

mikroskopowych z uzyciem fioletu krystalicznego. Oceniano rowniez stgzenie
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kwasu L-mlekowego, D- mlekowego oraz bursztynowego przez L. jensenii oraz
L. gasseri za pomoca metod spektrofotometrycznych, z uzyciem zestawow

komercyjnych.

Wiyniki tej czesci pracy zostaty opublikowane w Publikacji 3.

Ocena  agregacji  krysztalow  struwitu =~ w  obecnosci  substancji
zewnatrzkomérkowych Lactobacillus oraz rola w tym procesie substancji

pochodzenia bakteryjnego.

Wpltyw wyizolowanych zewnatrzkomoérkowych bialek oraz cukrow
L. jensenii oraz L. gasseri na agregacje¢ krysztatow struwitu oceniano za pomocg
pomiaru potencjatu zeta oraz zliczeniu p6l powierzchni otrzymanych agregatow
z uzyciem metod mikroskopowych. Biatka izolowano za pomocg metody
z siarczanu amonu, a polisacharydy wytrgcano 96% etanolem. Krysztaty struwitu

otrzymywano metoda chemiczng, z uzyciem 1,2 M NHa.

Wyniki tego celu szczegdétowego stanowig wyniki nieopublikowane, opisane

w Rozdziale IV niniejszej rozprawy.
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I11. Publikacje stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej
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I11.1. Publikacja 1

Szczerbiec D., Piechocka J., Glowacki R., Torzewska A. Organic acids secreted by
Lactobacillus ssp. isolated from urine and their antimicrobial activity against
uropathogenic Proteus mirabilis. Molecules. 2022, 27, 5557.
d0i:10.3390/molecules27175557
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Abstract: The natural microbiota of the urinary tract includes Lactobacillus spp., which secrete
molecules with antimicrobial properties and have antagonistic activity against many pathogens. This
paper focuses on the antibacterial effect of Lactobacillus strains isolated from urine against clinical
strains of Proteus mirabilis isolated from kidney stones and from urine with coexisting urolithiasis.
The study involved analyzing the main antimicrobial molecules secreted by Lactobacillus. In order to
indicate which agent had the strongest antimicrobial effect, the supernatants were made alkaline and
treated with catalase and high temperature. Both treated and untreated supernatants were analyzed
for their activity. Exposing uropathogens to all untreated cell-free supernatants of Lactobacillus
significantly reduced their growth, and it was established that these properties were related to
organic acid secretion by these strains. Using LC-MS/MS and spectrophotometric techniques, lactic,
citric, and succinic acids were determined qualitatively and quantitatively. The influence of these
acids on the P. mirabilis growth and biofilm formation and their influence on membrane permeability
were also investigated. The results indicate that organic acids secreted by Lactobacillus strains have
a high antibacterial potential and could be used as novel agents in the treatment of urinary tract
infections caused by P. mirabilis.

Keywords: organic acids; Lactobacillus; Proteus mirabilis; microbiota; antibacterial activity

1. Introduction

The genus Lactobacillus belongs to the group of lactic acid bacteria (LAB), which
consists of a large and diverse spectrum of bacterial species. In general, these bacteria are
nonpathogenic, microaerophilic, catalase-negative, Gram-positive rods [1]. It is well known
that Lactobacillus spp. are part of the normal human microbiota, mainly of the healthy
female genital tract [2,3]. Recently, these bacteria have been shown to be an important
component of the urinary tract microbiota. The urinary tract used to be considered a
sterile environment. However, molecular biology techniques and novel culture methods
have allowed isolating and characterizing healthy human urinary tract microbiota [4,5].
The urinary tract and urine are the habitat of microorganisms, mainly Lactobacillus and
Streptococcus, in addition to microbes of the genera Gardnerella, Prevotella, Corynebacterium,
and Sneathia, playing a protective role against pathogens [6,7]. The microbiota of the genitals
and urinary tract consist of highly similar strains of health-associated commensal bacteria
and, as reported in the literature, the most common Lactobacillus strains isolated from urine
and bladder belonging to L. crispatus, L. iners, L. gasseri, and L. jensenii species [5,7].

Lactobacillus bacteria are believed to have probiotic properties, and they modulate
the host immunity. Their antimicrobial activity against many pathogens, including those
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causing urinary tract infections (UTIs), has been comprehensively demonstrated. Lac-
tobacillus species produce antibacterial compounds such as biosurfactants, bacteriocins,
hydrogen peroxide, and organic acids [8,9]. The production of bacteriocins by Lactobacil-
lus and their antibacterial properties against many pathogenic bacteria have been widely
explored [10-12]. Similarly, their ability to produce hydrogen peroxide and their impact
on pathogen growth inhibition have also been described [13,14]. However, in many cases,
the antimicrobial activity of Lactobacillus strains is associated with organic acid production.
The most common organic acids found in the fermentation broth include lactic acid, citric
acid, acetic acid, butyric acid, and propionic acid in the case of L. plantarum and L. crispatus
strains [15,16]. Despite the fact that, recently, more attention has been paid to the microbiota
of the urinary tract, there are not enough reports regarding strains isolated from the urinary
tract and interactions between the natural microbiota of the urinary tract and uropathogens.

One of the pathogens frequently causing urinary tract infections (UTIs), especially
those in long-term catheterization patients, is Proteus mirabilis. Proteus spp. belong to the
family Morganellaceae, widely existing both in the natural environment and as part of the
human microbiota, predominantly as a commensal of the gastrointestinal tracts of human
and animals. P. mirabilis is well known due to its virulence factors such as urease, an enzyme
that can hydrolyze urea into ammonia and carbon dioxide, which raises the urine pH to
facilitate the formation of kidney stones, as well as swarming motility and the presence of
fimbriae and flagella. Due to the difficulties in combating Proteus infections, there is a risk of
permanent renal damage and urinary stone formation, which may progress to bacteremia
and sepsis [17,18]. The treatment of patients with UTIs is long-term and often ineffective,
consisting mainly of the use of antibiotics. It should be emphasized that UTIs are at the
forefront of the antibiotic resistance problem. A common problem is also the formation
of a bacterial biofilm on urinary catheters by urease-positive P. mirabilis. Accumulation of
calcium and magnesium ions may occur in the biofilm, which, in combination with the
activity of urease, causes the formation of crystals and incrustation of the urinary catheter,
possibly leading to its blockage [19]. Thus, there is an urgent need to develop alternative
therapeutics for the treatment of UTIs. The natural microbiota of the urinary tract can be a
source of strains antagonistic to uropathogenic bacteria. Those strains or the antibacterial
substances secreted by them can be used to treat or prevent UTIs [20].

The present paper was designed to expand the knowledge on the interactions between
the existing members of the beneficial host urinary tract microbiota and uropathogens. The
study focused on the substances with antibacterial properties excreted by lactobacilli and
their characteristics. The purpose of this work was to determine the antibacterial effect
of Lactobacillus species isolated from urine on one of the most common UTI etiological
agents-P. mirabilis.

2. Results
2.1. Antibiotic Susceptibility Profile of Proteus Mirabilis Strains

An antibiotic susceptibility test was carried out on eight strains of P. mtirabilis with 15
antibiotics used in the treatment of patients with urinary tract infections including peni-
cillins, cephalosporins, carbapenems, monobactams, fluoroquinolones, aminoglycosides,
tetracyclines, and nitrofurans. As shown in Table 1, most of the tested strains were resistant
to ampicillin, ampicillin /sulbactam, cefotaxime, gentamicin, and nitrofurantoin. Two of
the eight tested strains (P. mirabilis 608/221 and 1090) were multidrug-resistant bacteria.
The most effective antibiotics were imipenem and norfloxacin, to which all tested strains
were sensitive.
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Table 1. Antibiotic susceptibility of P. mirabilis strains.
Antibiotic Used Resistant Strains % of Resistance
Ampicillin K0; KP; 1090; 1567; 5628; 608 /221 75%
Ampicillin/sulbactam KO0; KP; 1090; 1567; 5628; 608/221 75%
Piperacillin /tazobactam 1000; 608/221 25%
Cefepime 1090; 5628; 608/221 38%
Cefotaxime KP, 1090; 1567; 5628; 608 /221 63%
Ceftazidime KP; 1090; 5628; 608/221 50%
Imipenem - 0%
Meropenem KP 13%
Aztreonam - 0%
Ciprofloxacin 608/221 13%
Norfloxacin - 0%
Amikacin KP 13%
Gentamicin KO0; KP; 1090; 1567; 5628; 608/221 75%
Tigecycline 1090; 608 /221 25%
Nitrofurantoin K0; K5/MC1; K8/MC; 1090; 1567 63%

Zone diameter [mm]

2.2. Antibacterial Effect of Lactobacillus CFSs on Pathogenic P. mirabilis Strains

Lactobacillus species exhibit certain antimicrobial mechanisms, and one of them is the
production of antimicrobial substances including organic acids, hydrogen peroxide, and
bacteriocins. In the well diffusion assay, the influence of cell-free supernatants (CFSs) of Lac-
tobacillus on P. mirabilis growth inhibition was assessed. As presented in Figure 1, untreated
CFSs of all nine Lactobacillus isolates and reference strains significantly inhibited the growth
of most P. mirabilis bacteria (all p < 0.05). They showed average growth inhibition at the
level 10-15 mm. However, the degree of antagonism varied among the Lactobacillus strains.
L. crispatus (1.2; 4; 6.2) was the most effective, while L. jensenii (22.2) and the reference strain
of L. crispatus were the weakest. As shown in Figure 1, only L. jensenii 22.2 and L. crispatus
ATCC 33197 did not exhibit antibacterial activity against all of the pathogenic bacteria. Itis
worth noting that, in most cases, the antimicrobial effect was not observed in supernatants
treated with 1 M NaOH. Only the CFS of L. crispatus 1.2 neutralized to pH 6.0 inhibited the
growth of P. mirabilis KP.

P. mirubilis KO
P. mirabilis KP
P. mirabilis
K5/MC1

P. mirabiiis
K&MC

P. mirabilis 1090

oa

P.mirabilis 1567
P.mirabilis 5628

P. mirabilis
6087221

ODEREN [

Lerispatus 3.3 « Laaerimmeri  Lorispabies  Lorispatis  Leripates [ jemsensi 1. gansent Lerispatus  Larispatus  [crisptus L gasseri

1.2

NaOH

4 62 13.2 222 353 40 414 ATCC 33197 ATCC 33323

CFSs of Lactobacillus

Figure 1. Zone of inhibition of Lactobacillus strains against P. mirabilis according to well diffusion assay.
The data of CFSs treated with NaOH (excluding L. crispatus 1.2) are not shown due to the lack of Proteus
growth inhibition. The results are presented as the mean - standard deviation (SD) of three experiments.
All the results are statistically significant (p < 0.05), according to U Mann-Wlutney test.
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Similarly, in the broth microdilution assay (Table 2), untreated CESs showed a signifi-
cantly strong inhibition effect on the growth of P. mirabilis (all p < 0.05). The greatest activity
against pathogenic strains, with the percentage range of growth inhibition 62-99%, was
observed in nine isolates (L. crispafus 1.2, 4, 13.2, 40, 41.4, L. saerimneri 3.2, L. gasseri 35.3,
and two references strains L.gasseri ATCC 33323 and L.crispatus ATCC 33197), in contrast to
the supernatants of L. crispatus 6.2 and L. jensenii 22.2, which showed the lowest percentage
of P. mirabilis growth inhibition (62-79%).

Table 2. The percentages of P. mirabilis isolate growth inhibition according to broth microdilution
method. The results are presented as the mean + standard deviation (SD) of three experiments. All
the results are statistically significant (p < 0.05) according to Cocliran’s () test.

E ;’;;‘:E;l” 1.2 32 4 6.2 13.2 222 35.3 40 414 g‘;lgg ’;:;g
KO 98%  98%  95% 79% 97% 73% 97% 97% 97% 98% 100%

KP 97%  98%  95% 74% 96% 64% 96% 96% 97% 98% 100%
K5/MC1 97%  97%  93% 72% 72% 95% 72% 94% 95%, 96% 100%
K8/MC 98%  99%  94% 69% 96% 65% 96% 96% 96% 97% 100%
1090 97%  98%  95% 65% 96% 70% 96% 96% 96% 97% 100%
1567 98%  98%  95% 66% 97% 62% 96% 96% 97% 97% 100%
5628 97%  97%  93%  92% 95% 69% 95% 89% 95%, 96% 100%
608/221 97%  98%  94% 63% 95% 69% 95% 91% 96% 96% 99%,

As already mentioned, untreated supernatants exhibited the highest antimicrobial
activity. On the other hand, the other three supernatants (treated with catalase, neutralized
to pH 6.0, and heated) also showed an inhibitory effect, albeit with up to twofold lower
efficiency, with a maximum value of 55% (Figure 2). The results of growth inhibition
of P. mirabilis strains were at a similar level across trials with supernatants treated with
different factors. However, when comparing the data obtained for individual P. mirabilis
strains with different supernatants of Lactobacillus strains, differences were visible. The
P. mirabilis KP strain exhibited the lowest inhibition, while strain 5628 showed the highest
percentage growth inhibition by all tested supernatants. Low antibacterial properties of L.
crispatus 40, treated with all factors, against all Profeus strains were also observed.

All these results indicate that organic acids secreted by Lactobacillus had the strongest
impact and were the main factors inhibiting the growth of Proteus. However, it is worth
noting that other substances produced by lactobacilli such as hydrogen peroxide and
bacteriocins may also influence the antibacterial effect of Lactobacillus although to a lesser
extent than organic acids.
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F 150

Ko KP K5/MC1  K8/MC 1090 1567 5628 608/221

P. mirabilis strains

Figure 2. Heatmap of the P. mirabilis strain growth inhibition by cell-free Lactobacillus supernatants
treated with different factors, expressed as percentages. (A) Supernatants neutralized to pH 6.0 and
heated. (B) Supernatants only neutralized to pH 6.0. (C) Supernatants neutralized to pH 6.0 and
treated with catalase. The results are presented as the mean + standard deviation (SD) of three
experiments, according to Cocliran’s Q test.

2.3. Profile of Organic Acids Produced by the Tested Lactobacillus Strains

Lactobacillus spp. produce a variety of organic acids with antimicrobial properties.
In our study, lactic, citric, succinic, acetic, propionic, and butyric acids were selected
for determination of their presence. Qualitative analyses showed that all of the tested
Lactobacillus strains produced lactic and succinic acids. Moreover, in the case of L. crispatus
13.2, L. crispatus 40, and the reference strain L. gasseri, the presence of citric acid was detected
(Figure 3). Quantitative analyses exhibited the concentrations of these organic acids shown
in Table 3. The organic acids produced by Lactobacillus strains were mainly lactic and
succinic acids. The highest concentration of lactic acid was observed in L. crispatus 1.2
(25.09 mM) and L. saerimneri 3.2 (21.46 mM). The highest amount of citric acid was produced
by L. crispatus 40, and L. jensenii 22.2 was characterized by the highest concentration of
succinic acid (52.11 mM).
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Figure 3. A representative total ion chromatogram of sample 13.2 prepared according to the procedure
described in Section 4.5. Chromatographic conditions were as described in Section 4.5. Peaks: 1-lactic
acid, 2-citric acid, 3-succinic acid (for assay details, see Supplementary Materials).

Table 3. The concentration (mM) of organic acids: lactic, citrie, and succinic acids in cell-free
supernatants of Lactobacillus strains. The results are presented as the means of three experiments.

Lactobacillus Strains. Lactic Acid Citric Acid Succinic Acid
Concentration (mM)

L. crispatus 1.2 25.09 - 11.21

L. saerimneri 3.2 2146 - 4.91
L. crispatus 4 19.24 - 36.51
L. crispatus 6.2 19.24 - 17.12

L. crispatus 13.2 17.87 6.37 4.4

L. fensenii 22.2 13.32 - 52.11

L. gasseri 35.3 10.28 - 0.91

L. crispatus 40 12.49 14.12 1.81

L. crispatus 41.4 16.06 - 8.51

L. crispatus ATCC 33197 9.58 g 4.71
L. gasseri ATCC 33323 7.59 11.52 4.61

2.4. The Effect of Selected Organic Acids on P. mirabilis Cells

The effect of selected concentrations of lactic, citric, and succinic acids produced by
tested Lactobacillus strains on growth inhibition and biofilm formation by F. mirabilis strains
was tested. The concentrations were selected on the basis of quantitative HPLC results
and spectrophotometric methods. A decrease in P. mirabilis growth and biofilm formation
was observed in samples with the highest concentrations of organic acid solutions. As
shown in Figure 4, lactic acid from a concentration of 15 mM inhibited the growth of all
P. mirabilis strains (except P. mirabilis KP). At this concentration, lactic acid was also found
to inhibit the biofilm formation of most of the strains tested. Only K0, KP, and K5/MCI1
P. mirabilis strains showed a greater tolerance range to the action of lactic acid, and, in these
cases, the inhibition of biofilm formation was observed at a concentration of 20 mM. Citric
acid was distinguished as a highly effective agent in inhibiting the growth of the tested
uropathogens. Its concentration of 10 mM significantly inhibited the biofilm formation
of al strains except KO and KP. Succinic acid also showed an antibacterial effect against
P. mirabilis. The most effective concentration was 50 mM, which significantly inhibited the
growth and biofilm formation of all pathogenic strains. These results indicate that citric
acid was the most effective against P. mirabilis strains.
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Figure 4. The percentage of P. mirabiis strain growth and biofilm formation inhibition by lactic acid (a),
citric acid (b), and succinic acid (c). The results are presented as the mean -t standard deviation (SD)
of three experiments. * p < 0.05 for comparison of bacterial growth in the presence of tested organic
acids vs. P. mirabilis culture without organic acids, according to Cochran’s Q test. (d) The fluorescence
mtensity of P, mirabilis in the control culture (without acids) vs. that in the culture incubated with
different concentration of organic acids. The results are presented as the mean + standard deviation
(SD) of four experiments. * p < 0.05 for comparison of fluorescence intensity of P. mirabilis treated
with acids vs. pure P mirabilis culture, according to U Mann-Whitney test.

One of the proposed mechanisms of the combatant action of organic acids on microor-
ganisms is their ability to cross the cell membrane, which in most cases leads to bacterial cell
death. To evaluate the condition of the P. mirabilis cell membrane in the presence of tested
organic acids, an experiment with propidium iodide, which passes through the damaged
cell membrane and binds to DNA, was performed. The U Mann-Whitney test showed
significant differences between the fluorescence intensity in the control samples (untreated
P. mirabilis cells) and samples incubated with acids (Figure 4). In most cases, the observed
effect increased along with the increasing lactic, citric, and succinic acids concentrations.
However, lactic acid caused significant damage to the P. mirabilis cell membrane from a
concentration of 15 mM, while citric acid showed this effect from 10 mM, and, in the case
of succinic acid, a significant change in fluorescence intensity was observed at 50 mM.

The above results indicate that the mechanisms of action of tested organic acids, which
exhibited a strong antibacterial effect, involve penetrating the membrane of the pathogen
and disrupting the cell function.

3. Discussion

The present study reports on the antibacterial effects of cell-free supernatants from
Lactobacillus strains (L. crispatus, L. gassert, L. jensenii, and L. seerimneri) isolated from human
urine. The focus was on the characteristics of the antimicrobial effect of substances secreted
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by Lactobacillus on clinical strains of P. mirabilis with the indication of the factor with the
highest activity. On the basis of many studies, we expected that natural microbiota of
the urinary tract which include Lactobacillus strains would positively affect the condition
of the urinary system and have an inhibitory effect on the development of P. mirabilis
infections [21-23]. Dysbiosis of the natural microbiota of the urinary tract is related to the
development of infections. Under normal conditions, the genitourinary microbiota plays a
protective role against urinary tract infections [24]. Lewis et al. [25] showed that women
with low levels of Lactobacillus are more commonly colonized with pathogens than those
with diverse microbiota, which naturally decreases the risk of UTI development. However,
changes in the natural microbiota of the urogenital system can be caused by many factors
and are associated with age [26], medical treatment [7], diet, or diabetes [27]. Although there
are many scientific reports on the antibacterial properties of Lactobacillus against pathogens,
these data mainly concern strains isolated from the genital tract or food [8,28,29]. The
innovativeness of these studies is based on the understanding of the interactions between
microorganisms constantly present in the urinary tract and uropathogens.

Our work focused on the evaluation of the antimicrobial effects of Lactobacillus agents
against P. mirabilis due to the fact that this pathogen causes 1-10% of all urinary tract
infections, the treatment of which is difficult and requires antibiotic therapy. Treatment
for acute uncomplicated cystitis caused by P. mirabilis involves a 3 day course of double-
strength trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT). Alternative antibiotic therapies include
the use of fluoroquinolone, nitrofurantoin, or fosfomycin [30]. However, Profeus spp. have
developed resistance to several classes of antibiotics, which was also confirmed by our
results (Table 1). A high percentage of the isolates were found to be resistant to ampicillin,
ampicillin/sulbactam, cefotaxime, gentamicin, and nitrofurantoin. In the literature data,
there are many reports about bacterial resistance to SXT, @-lactams, fluoroquinolones,
nitrofurantoin, fosfomycin, aminoglycosides, tetracyclines, and sulfonamides [30-33]. Due
to this phenomenon, there is a need to explore other effective and alternative drugs for the
treatment of UTIs and their complications.

The tested Lactobacillus strains isolated from the urine of healthy people and two
reference strains showed antibacterial properties against P. mirabilis with varying degrees
of intensity. Many researchers also focused on this aspect of research involving Profeus spp.
Shaaban et al. [34] reported the antimicrobial, anti-adherence, and anti-biofilm activities of
two probiotic L. casei and L. reuteri strains against multidrug-resistant P. mirabilis strains. In
the course of our research, we showed that various compounds secreted extracellularly were
responsible for these properties. Nevertheless, organic acids showed the highest percentage
inhibition of P. mirabilis growth, which was confirmed by the well diffusion assay and
broth microdilution method. A similar effect of organic acids was observed in the case of
Lactobacillus supernatants against various pathogens such as 5. aureus, 5. Typhimurium,
E. coli, E. faecalis, C. difficile, and A. acidoterrestris [35-37]. In this study, we identified the
organic acids which played a key role in bacterial growth inhibition. Three common organic
acids (lactic acid, citric acid, and succinic acid) were detected. There are many papers about
the antimicrobial activity of organic acids secreted by Lactobacillus, but they mostly concern
the species of L. plantarum and species isolated from food [15,38] or their area of interest is
mainly lactic acid [39,40]. Hence, determining the concentrations of other acids exhibiting
antibacterial properties, secreted by microorganisms of the urinary tract, constitutes a
significant supplement to the current knowledge. It is worth mentioning that there is
scientific evidence for the antibacterial effect of citric, mandelic, malic, propionic, lactic,
hippuric, benzoic, and pyruvic acids against P. mirabilis and other pathogens [41].

Urinary tract infections are also associated with biofilm formation by P. mirabilis. As
many as 48% of the isolated Proteus species have the ability to form a biofilm [42]. The
formation of a bacterial biofilm is particularly dangerous because it promotes the growth of
microorganisms resistant to antibiotics and many other factors, leading to the progression
of infections and development of chronic diseases. It is also responsible for blocking
urinary catheters by crystalline deposits [34,43]. Tt has been proven that Lactobacillus
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cell-free supernatants have excellent inhibitory abilities against the growth and biofilm
formation of various bacteria species [44,45]. Ray Mohapatra et al. [16] reported that L.
plantarum bacteriocin exhibited a broad-spectrum activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria and had an ability to inhibit the formation of catheter-associated biofilm by
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aurens. However, our work was concerned with
the effect of the organic acids secreted by Lactobacillus strains and their action on P. mirabilis
biofilm and growth. Acid concentrations were selected on the basis of their determination
by HPLC and spectrophotometric methods in Lactobacillus cell-free supernatants. These
strains differed from each other in terms of the proportions of secreted organic acids, which
had an impact on their antimicrobial capacity. Over the course of the experiments, we
found that organic acids in different concentrations significantly reduced the bacterial
growth and biofilm formation (Figure 4). It turned out that citric acid was highly effective,
and lactic acid at a concentration of 20-25 mM exhibited up to 100% effectiveness. Burns
etal. [41] examined the antibacterial effect of some organic acids including citric and lactic
acids against P. mirabilis growth and biofilm formation. Similarly to our results, a higher
concentration of organic acids led to a greater effectiveness of growth inhibition and biofilm
formation. In their work citric acid significantly inhibited the formation of P. mirabilis
biofilm at a concentration of 7.8 mM, which is a result similar to our observations. In
our study, we also proved that the inhibition of P. mirabilis growth and biofilm formation
depended on the molar concentration of organic acids, and we demonstrated the potential
of organic acids to inhibit biofilm formation on various surfaces, e.g., on catheters.

Undissociated forms of organic acids easily penetrate the lipid membrane of the
bacterial cell, before dissociating into anions and protons. Protons of these organic acids
lead to cytoplasmic acidification and disruption of certain cell functions. On the other
hand, accumulation of anions also results in disruption of metabolic functions, increased
osmotic pressure, and cell death [47]. Due to this fact, we assessed P. mirabilis viability as a
function of the membrane permeability. The results confirmed our assumptions that the
tested organic acids disrupted the membrane permeability. Alakomi et al. [48] reported
that an increase in the permeability of membranes caused by organic acids enhances the
activity of other antimicrobial metabolites. This suggests that the action of organic acids
as inhibitors of microbial growth is complex, and other antibacterial agents can be also
involved in this process.

In this study, we showed that CFSs derived from Lactobacillus isolated from urine
exhibited an ability to suppress the growth of P. mirabilis bacteria. Interestingly, organic
acids were found to be the main factors that displayed these activities. However, further
studies are required, concerning their interactions and the influence of other factors such
as bacteriocins or hydrogen peroxide on this activity. This study focused on organic
acids because they showed the most intensive antimicrobial properties against tested
uropathogens. It was revealed that organic acids secreted by Lactobacillus have potential in
UTI prevention and treatment. These extracellular substances can also have an influence
on diseases associated with urinary tract infections such as the development of infectious
urinary stones.

4. Materials and Methods
4.1, Bacterial Strains

Lactobacillus strains were obtained from the urinary tract of healthy people. With the
consent of the Committee for Bioethics of Scientific Research of the University of Lodz
(4/1/2020), sterile urine was collected from volunteers, both men and women, who had
not been treated with antibiotics and probiotics in the last 3 months. The samples of urine
were centrifuged (1400 x g for 10 min), the sediments were then seeded on APT agar (BD
Difco, Franklin Lakes, NJ, USA) and incubated in microaerophilic conditions in 5% COs;
at 37 °C for 48 h. Bacteria were isolated and identified from selected colonies. Species
confirmation was performed by observing their morphology. Gram-positive and catalase-
negative rods were selected for analysis by mass spectrometry MALDI/TOF Microflex LT
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(Bruker, Billerica, MA, USA). Nine of the 43 isolates were identified as Lactobacillus species:
L. crispatus (n = 6), and one representative each of L. jensenii, L. gasseri, and L. saerimneri.
In addition, reference strains were included in the research: L. gasseri ATCC 33323 and L.
crispatus ATCC 33197.

Proteus mirabilis strains were isolated from the urine of individuals with diagnosed
infectious urolithiasis (1567; 1090; KP; 5628) by the Department of Microbiology of Chil-
dren’s Memorial Health Institute in Warsaw, Poland. The other four P. mirabilis strains were
collected from urinary stones (608/221; K5/MC1; K8 /MC; K0) by Provincial Specialist Hos-
pital M. Pirogow in Lodz. The strains were identified using the API 20E test (Biomerieux,
Marcy-I'Etoile, France) and were cultured on TSB (tryptic soy broth, BTL, Warsaw, Poland)
for 24 h at 37 °C. The susceptibility of these strains to the most common antibiotics used
in urinary tract infections treatment was investigated using the method recommended by
the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). The list of
antibiotics used in this assay is provided in Table 1. The diameters of inhibition zones were
measured and compared with the EUCAST breakpoints [49]. The results were expressed
as the percentage resistance, where 100% was the number of all tested P. mirabilis strains
(n = 8). All of the isolates were stored at —80 “C as frozen stocks in the presence of DMSO.

4.2 Lactobacillus Cell-Free Supernatant (CFS) Preparation

Lactobacillus strains were cultured in APT broth at 37 "C for 48 h in 5% CQO;. Subse-
quently, the cultures were centrifuged (3300 g, 4°C, 30 min) and the supernatants were
treated by several factors described in well diffusion and broth microdilution assays to
evaluate which substances secreted by Lactobacillus showed antibacterial properties against
tested uropathogens. Obtained supernatants were sterilized by filtration through a sterile
syringe filter Minisart (0.22 um pore size filter, Sartorius, Goettingen, Germany).

4.3. Well Diffusion Assay

The agar well diffusion method was used to detect antimicrobial activities of Lacto-
bacillus CFSs. These properties were estimated according to the Prabhurajeshwar et al. [50]
method with some modifications. The supernatants without the bacteria were separated
into two aliquots with the first one left untreated. The second sample was neutralized
to pH 6.0 by 1 M NaOH to exclude the impact of organic acids secreted by Lactobacillus.
P. mirabilis strains were cultured on TSB medium for 24 h at 37 “C; afterward, 100 pL of the
culture was swabbed on the surface of MH agar plates (Mueller Hinton, Biomaxima, Lublin,
Poland). Next, 100 uL of CFS of lactobacilli and 100 uL of APT broth as a negative control
were transferred to 7 mm diameter wells. After 24 h of incubation at 37 °C, inhibition zones
were measured.

4.4, Broth Microdilution Method

The influence of different substances secreted by Lactobacillus was estimated according
to Chen et al.’s method [51] with some modifications. The cell-free supernatants (CFSs) of
Lactobacillus species were separated into four aliquots and used in the broth microdilution
method to check the activity of different substances secreted by Lactobacillus on P. mirabilis
growth. The first one was untreated, the second one was neutralized to pH 6.0 by 1 M
NaOH to determine the antagonistic etfect dependent on organic acids, and the third one
was additionally treated with catalase (5 ug/mL, 1 h at 37 °C, Biomerieux, Marcy-I'Etoile,
France), to determine if any antibacterial property was due to the presence of hydrogen
peroxide. The fourth aliquot was also neutralized to pH 6.0 and heated (70 °C/30 min),
which excluded the action of thermolabile proteins such as bacteriocins. Then, 100 uL of
P. mirabilis suspension in TSB (10° CFU/mL) was added to 96-well plates with 100 uL of
CFS of each Lactobacillus. The negative control was 100 pL of TSB medium mixed with
100 uL of APT medium. The positive control was 100 pL of bacterial suspension mixed with
100 pL of APT medium. After 24 h at 37 °C of incubation, the inhibition of bacterial growth
was detected by measuring turbidity at 600 nm using a microplate reader Multiskan Ex
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(Labsystems, Helsinki, Finland). The results were expressed as a percentage of P. mirabilis
growth inhibition, where absorbance equal to the positive control denoted no inhibition
and 100% inhibition was the absorbance of the negative control.

4.5. Analysis of the Profile of Organic Acids Produced by Lactobacillus

Samples (untreated CFSs, obtained according to the method described in Section 4.2)
were diluted 100,000 times with LC-MS-grade water, filtered through 0.45 pm nylon
membrane, and then injected (5 uL) into the 1260 Infinity IT LC system coupled with the
triple-quadrupole G6470B mass spectrometer system (MS/MS) with Agilent JetStream ion-
ization technology (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Analytes were separated
on the Reprospher 100 C-18 Aqua (100 x 2.0 mm; 1.8 pm) column obtained from Dr. Maisch,
High-Performance LC GmbH (Entringen, Germany). The chromatographic separation of
the analytes was accomplished at room temperature (25 °C), using gradient elution with
the mobile phase consisting of (A) water and methanol (95:5; v/v) and (B) methanol and
water (95:5; v/v), both with 0.1% formic acid, delivered at a flow rate of 0.2 mL /min. The
analytes were monitored by MS/MS operated in negative electrospray ionization (ESI)
mode. Identification and confirmation of the target compounds in real samples were based
upon a comparison of retention time and ESI MS spectra with a corresponding set of data
obtained by analyzing authentic compounds. A single standard addition method was used
to establish levels of citric acid and succinic acid in the study samples (for assay details, see
Supplementary Materials).

To determine the concentration of lactic acid in CFSs of Lactobacillus, the spectropho-
tometric method was performed according to Borshchevskaya et al.’s method [52] with
some modifications. Briefly, 5 uL of Lactobacillus cell-free supernatant was added to 200 pL
of a 0.2% solution of iron(Ill) chloride. The absorbance was measured at 390 nm using
a microplate reader Multiskan Ex against the reference solution (200 pL of a 0.2% FeCl;
solution). The concentration of lactic acid was expressed in millimoles.

4.6. Determination of the Effects of Organic Acids on P. mirabilis Growth Inhibition and
Biofilm Formation

The evaluation of the antimicrobial activity of organic acids was performed using
the broth microdilution method, with some modifications. First, 100 pL of P mirabilis
suspension in TSB (10° CFU/mL) was added to 96-well plates with 100 uL of the three
tested organic acids (lactic acid, citric acid, and succinic acid) at different concentrations, as
shown in Figure 4. The negative control was 100 pL of TSB medium with 100 uL of organic
acids. The positive control was 100 pL of bacterial suspension. After 24 h of incubation at
37 °C, the inhibition of bacterial growth was detected by measuring turbidity at 550 nm
using a microplate reader Multiskan Ex. The results were expressed as of the percentage
P. mirabilis growth inhibition. A biofilm assay was performed on the same plates according
to Maszewska et al.’s method [53]. After 24 h of incubation, the biofilms of P. mirabilis
were washed with 0.85% NaCl to remove unbound cells. To determine the cell viability,
the biofilms were treated with 50 uL of MTT (5 mg/mL in PBS, Sigma, St. Louis, MO,
USA) and 200 uL of TSB medium. The plate was incubated for 30 min at 37 °C, and then
300 uL of DMSO (dimethyl sulfoxide) and 50 uL of glycine buffer were added to dissolve
formazan crystals. Absorbance was measured at 550 nm. The inhibition percentage was
calculated by the difference in growth in the absence and presence of organic acids.

4.7. The Impact of Organic Acids on P. mirabilis Membrane Integrity

In order to explain the mechanism of action of organic acids and their impact on
P. mirabilis membrane permeability, the assay with propidium iodide was carried out [54].
First, 500 uL of P. mirabilis suspension in TSB (10° CFU/mL) was incubated for 24 h at
37 °C with 500 uL of the appropriate organic acid concentration. The negative control
was P. mirabilis suspension. After incubation, the samples were centrifuged for 10 min at
14,000 % g. The obtained sediments were suspended in 1 mL of PBS (phosphate-buffered
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saline) and centrifuged under the same conditions. Next, the previous step of the proce-
dure was repeated, and 2 uL of propidium iodide (1 mg/mL " in H,0, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) was added; the samples were incubated for 5 min at room temperature
in the dark. The residual dye was removed by centrifugation in the above-described condi-
tions and washed once in PBS. Final precipitates were suspended in 200 pL of PBS. The
fluorescence intensity was measured using a Spectramax i3 Molecular Devices spectrofluo-
rometer (Syngen Biotech, Wroclaw, Poland) with the following parameters: Aex = 535 nm
and Aem = 617 nm. In addition, the cell density of tested samples was measured at 550 nm
using a microplate reader Multiskan Ex, and the fluorescence activity was calculated by
dividing the fluorescence results by OD550.

4.8. Statistical Analysis

All experiments were carried out at least in triplicate. Statistical analyses were based on
t-Student test with the Cochran-Cox adjustment (Cochran’s Q test) and the Mann-Whitney
U test performed using Statistica software version 13.3 pl (StatSoft, Krakow, Poland). The
results were considered to be statistically significant at p < 0.05.

5. Conclusions

The microbiota of the urinary tract is still a poorly understood microbiological en-
vironment. In this paper, we showed that Lactobacillus spp. isolated from urine possess
high antibacterial efficacy by inhibiting the growth of the common pathogen P. mirabilis,
which causes urinary tract infections. This antimicrobial and antibiofilm capacity was
mainly attributed to organic acids (lactic, citric, and succinic) secreted by Lactobacillus.
The obtained results may constitute an important step in understanding the interactions
between pathogens and natural microbiota of the urinary tract. Additionally, Lactobacillus
microorganisms or the organic acids secreted by them could contribute to the prevention
or may support the treatment of UTIs in the future. An interesting aspect for further study
may be the influence of the natural microbiota of urine and its extracellular substances on
UTI complications such as the formation of infectious urinary stones or CAUTIs.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
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Supplementary file

Organic Acids Secreted by Lactobacillus spp. Isolated
from Urine and Their Antimicrobial Activity against
Uropathogenic Proteus mirabilis

LC-MS/MS Analysis of the Profile of Organic Acids Produced by Lactobacillus

1. Reagents and Materials

All chemicals used throughout this study were commercially available and at least of
analytical reagent grade. Acetic acid, propionic acid, butyric acid, lactic acid, succinic acid, and
citric acid were from Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, USA). (In)organic solvents and mobile-
phase additives suitable for liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-
MS), namely, water, methanol, acetonitrile, and formic acid, were purchased from Merck
KGaA (Darmstadt, Germany). Samples were filtered prior to chromatographic analysis using
the Agilent Captiva filter vials with a 045 um nylon membrane (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany).

2. Instrumentation

An Agilent 1260 Infinity II LC system equipped with a flexible pump integrated with a
vacuum degasser model G7104C, temperature-controlled sample storage combined with
automated sample injector model G7129C, column compartment model G7116B, and
tripledquadrupole G6470B mass spectrometer system (MS/MS) with Agilent JetStream
ionization technology (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) was used for the
chromatographic experiments. Data acquisition and analysis were performed using the
MassHunter software. Analytes were separated on the Reprospher 100 C-18 Aqua (100 x 2.0
mm; 1.8 um) column from Dr. Maisch, High-Performance LC GmbH (Entringen, Germany).
Samples were stored in an ultralow-temperature freezer (Panasonic Healthcare Co., Ltd.,
Sakata, Japan). For sample shaking, the Multi Speed Vortex M5V-3500 (Biosan, Latvia) was
used.

3. Stock Solutions

The stock solutions of citric acid and succinic acid (0.1 M) were prepared daily by
dissolving an appropriate amount of powder in LC-MS-grade water. Then, the solutions were
kept at 4 °C for no longer than 24 h. The working solutions of all carboxylic acids (analytes)
were prepared freshly by dilution of a particular standard solution with LC-MS-grade water
as needed and were processed without delay. Importantly, all solutions were stored in airtight
glassy vials at 4 °C.

4. Sample Handling

The obtained samples were stored at —80 °C until analysis. The samples were processed
without delay, after defrosting at room temperature, using the procedure described in Section
5.

56



5. Sample Preparation for Chromatographic Analysis

The samples were diluted 100,000 times with LC-MS-grade water followed by filtration
through a 0.45 pym nylon membrane, and then placed in a thermostated autosampler set to 4
°C. Then, 5 pL of the resulting solution was injected into the LC-MS/MS system.

6. Chromatographic Conditions
The chromatographic separation of the analytes was accomplished using the Reprospher
100 C-18 Aqua (100 x 2.0 mm; 1.8 pm) column with the mobile phase consisting of (A) water
and methanol (95:5; v/v) with 0.1% formic acid and (B) methanol and water (95:5; v/v) with
0.1% formic acid, delivered at a flow rate of 0.2 mL/min. The chromatographic separation
was performed at room temperature (25 °C) using gradient elution: 0-4 min, 100-80% A; 4-
6 min, 80-100% A; 6-12.5 min, 100% A. The MS/MS detector was operated in negative
electrospray ionization (ESI) mode with MRM optimization and ion source optimization,
including the LC flow-dependent and compound(s)-dependent parameters of ion source
optimization, conducted using the MassHunter Optimizer and lon Source Optimization

Source and iFunnel Optimizer.

7. Qualitative Analysis

The identification and confirmation of the target compounds were performed by
analyzing the standard solution of carboxylic acid (100 nM) processed according to the
procedure described in sections 5 and 6. Initially, the analyses were carried out using the LC—
MS/MS system, which was set to acquire data in scan mode. The ESI MS spectra were recorded
by setting the instrument to gather data, stepping the mass filter within the m/z 30450 range.
In all cases, products with a deprotonated molecular ion [M - H]- were observed. The
confirmation of the origin of the particular peak of the compound of interest in real samples
was based upon a comparison of retention time and specific ESI MS spectra with a
corresponding set of data obtained by analyzing an authentic compound. In order to increase
sensitivity and selectivity in the trace analysis, analyses were also conducted with SIM and
MRM MS modes to confirm or exclude the presence of a particular carboxylic acid in study
samples.

8. Quantitative Analysis

A single standard addition method was used to establish levels of citric acid and succinic
acid in the study samples. For this purpose, the analyses were conducted in MRM MS mode.
The target compounds were quantified using the precursor to product ion transitions of m/z
191.1 — 111.0 and m/z 117.1 — 73.2 for citric acid and succinic acid, respectively. The
endogenous concentrations of the analyte(s) were evaluated on the basis of the data obtained
from triplicate analysis of a particular blank sample from an individual source and the same
sample spiked with a known quantity of the analyte(s), providing a concentration in the study
sample of 100 nM. The concentration of the analyte(s) in each sample was calculated using the
following formula:
Yo x Gy
- Ys — Yx'
where Cs is the concentration of the analyte in the blank sample, Yxis the analytical signal for
the sample containing only the analyte, Csis the concentration for the sample with the addition
of a known amount of the standard, and Y- is the analytical signal for the sample with the
addition of a known amount of the standard.
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inhibit the development

of infectious urinary stones caused

by Proteus mirabilis

Dominika Szczerbiec?, Katarzyna Bednarska-Szczepaniak? & Agnieszka Torzewska*

Infectious urolithiasis is a type of urolithiasis, that is caused by infections of the urinary tract by
bacteria producing urease such as Proteus mirabilis. Lactobacillus spp. have an antagonistic effect
against many pathogens by secreting molecules, including organic acids. The aim of the study was

to determine the impact of Lactobacillus strains isolated from human urine on crystallization of

urine components caused by P. mirabilis by measuring bacterial viability (CFU/mL), pH, ammeonia
release, concentration of crystallized salts and by observing crystals by phase contrast microscopy.
Moreover, the effect of lactic acid on the activity of urease was examined by the kinetic method

and in silico study. In the presence of selected Lactobacillus strains, the crystallization process was
inhibited. The results indicate that one of the mechanisms of this action was the antibacterial effect
of Lactobacillus, especially in the presence of L. gasseri, where ten times less P. mirabilis bacteria was
observed, compared to the control. It was also demonstrated that lactic acid inhibited urease activity
by a competitive mechanism and had a higher binding affinity to the enzyme than urea. These results
demonstrate that Lactobacillus and lactic acid have a great impact on the urinary stones development,
which in the future may help to support the treatment of this health problem.

Urolithiasis is one of the most common diseases of the urinary system with an incidence of 1-13%, depending on
the geographical region. It is reported that the number of cases and deaths from this highly widespread disease
is constantly increasing, while the age of people suffering from urolithiasis is decreasing™. Many factors may be
responsible for this trend, including diet, climate, physical activity or obesity®. In general, based on their chemi-
cal composition, urinary stones can be divided into calcium oxalate stones (which are the most commeon type),
calcium phosphate stones, uric acid stones, cystine stones and struvite stones. The last type includes stones, which
are formed as a result of the infection in the urinary tract’. According to the literature data, infectious stones
account for even 15% of all urinary stones® and they are caused by the activity of bacterial urease, a nickel-
dependent metalloenzyme®. Microorganisms responsible for this process belong mainly to the genus Profeus.
They are isolated from up to 70% of infectious stones’ and all of Proteus isolates from urinary stones produce
urease”'", Urease catalyzes the hydrolysis of urea into carbon dioxide (CO,) and ammonia (NH;), which increases
urinary pH. The concentrations of ammonium, bicarbonate and phosphate ions increase, which in the presence
of magnesium and calcium ions, leads to the precipitation of carbonate apatite (Ca, (PO ,),CO,) and struvite
(MgNH,PO,-6H,0)°. Precipitation of mineral components of urine caused by their excessive concentration in
relation to the solubility leads to crystallization (struvite and apatite crystals) —the initial stage of urinary stones
formation. During the next phase, the struvite and apatite crystals aggregate, which results in the formation of
a urinary stone and its retention in the urinary tract''. Treatment of infectious urolithiasis is a long-term and
complicated process. It includes antibiotic treatment to eliminate the pathogen, stone removal using shock wave
lithotripsy (SWL) or percutaneous nephrolithotomy (PCNL) and recurrence prevention'®'*. Antibiotic therapy
is often challenging. An antibiotic is not able to penetrate into the stone, where microorganisms can also live,
which allows them to survive and leads to the formation of urinary stones de novo®. There are several methods
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12/16, 90-237 Lodz, Poland. *Laboratory of Medicinal Chemistry, Institute of Medical Biology PAS, Ladowa 106,
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of supporting the urolithiasis treatment e.g. use of urease inhibitors or urinary acidification with ascorbic acid,
ammonium chloride, ammonium sulfate, ammonium nitrite and -methionine'""". Nevertheless, due to the
lack of proper methods of prevention and the fact that current treatment does not prevent the recurrences,
there is a need to find alternative sources that will act preventively or may support the traditional treatment of
the developing disease.

According to many data, Lactobacillus belong to the natural microbiota of the urinary tract have a huge impact
on this environment and uropathogens''~'*. They exert their protective properties through many mechanisms
like producing antibacterial compounds (bacteriocins, hydrogen peroxide, organic acids), inhibition of pathogen
adhesion or exhibiting immunomodulatory effect. Recently, there have been many indications of the possibil-
ity of using lactic acid bacteria for the treatment and prevention of UTT"~"". Many recent in vitro studies also
emphasized the use of probiotic strains, including Lactobacillus, to treat or prevent the development of calcium
oxalate stones’""'. Therefore, it is interesting to know if natural microbiota of the urinary tract has also an influ-
ence on one of the UTIs complications i.e. formation of infectious urinary stones.

Qur study focused on the interactions between the natural microbiota of the human urinary tract and Profeus,
one of the genera, most frequently isolated from infectious urinary stones. The present paper was designed to
determine the impact of L. crispatus, L. jensenii and L. gasseri isolated from human urine and substances secreted
by them on the inhibition of the crystallization process caused by P mirabilis and on urease activity, which plays
an important role in the development of infectious urinary stones.

Material and methods
Bacterial strains
P. mirabilis strains (KP; 5628) were isolated at the Department of Microbiology from the urine of patients of the
Children’s Memorial Health Institute in Warsaw, Poland, who had been diagnosed with infectious urclithiasis.
The other two B mirabilis strains (608/221; K8/MC) were obtained from urinary stones and provided by the
Provinicial Specialist Hospital M. Pirogow in Lodz. The strains were identified using the API 20E test (Biomer-
ieux, Marcy-I'Etoile, France) and cultured on TSB (tryptic soy broth, BTL, Warsaw, Poland) for 24 h at 37 °C.
Lactobacillus strains were isolated from the urinary tract of healthy people, and were deposited in the bacte-
rial strain collection at the Department of Biology of Bacteria, University of Lodz. The method of isolation of
these strains and their characteristics had been described in our previous study’". Briefly, strains were obtained
from human urine, of both men and women who had not been treated with antibiotics or probiotics in the last
3 months. Urine samples were obtained from all participants and/or legal guardians with their informed con-
sent and the research were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations. All experimental
protocols were approved by University of Lodz Research Ethics Committee (approval number 4/(I)/KBBN-UL/
11/2020). Strains, were identified by mass spectrometry MALDI/TOF Microflex LT (Bruke, Billerica, MA, USA).
Lactobacillus spp. were cultured on APT agar (BD Difco, Franklin Lakes, NJ, USA) and incubated in 5% CO,
at 37 °C for 48 h.

Synthetic urine

Synthetic urine, the composition of which chemically corresponds to the mean concentrations found in normal
human urine during a 24-h period was made as described by Griffith et al.” with some modifications. It contained
the following components [g/L]: CaCl, x 2H,0, 0.651; MgCl, x 6H,0, 0.651; NaCl, 4.6; Na,50,, 2.3; sodium citrate
0.65; sodium oxalate 0.02; KH,PO,, 2.8; KCl, 1.6; NH,Cl, 1.0; urea 25.0; creatinine, 1.1 and tryptic soy broth,
10.0 (Sigma, St. Louis, MO, USA). The solution was prepared immediately before the experiment and sterilized
by passing through a 0.2 pm pore-size filter (Sartorius, Goettingen, Germany).

Crystallization experiment in mixed cultures

The crystallization assay was performed according to the Torzewska et al. method* with some modifications. To
20 mL of synthetic urine, 20 pL of bacterial cultures were added in the ratio 1:5 of P. mirabilis (KP, K8/ MC, 5628,
608/221) and Lactobacillus (L. crispatus 1.2, L. crispatus 4, L. fensenii 22.2 and L. gasseri 35.3) (it was determined
that in this ratio, crystallization was most intensively inhibited by Lactobacillus, data not shown). Lactobacillus
and Proteus strains were cultured as described in section “Bacterial strains”

At first, the induction time of crystallization i.e., the time between the creation of supersaturation and the
appearance of crystals was assessed. The absorbance of the above samples was measured every half hour at a
wavelength of 600 nm using a spectrophotometer (Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech, USA). It allowed selection
of crucial hours in which the intensity of crystallization was determined.

At0,3,6, 8 and 24 h, the pI, the number of P. mirabilis, the amount of released ammonia, and the intensity
of crystallization were assessed. Pure cultures of P mirabilis in synthetic urine were controls in this experiment.
Confirmation of the crystallization of struvite and apatite occurring under such experimental conditions was
carried out in our previous studies*"”. The intensity of crystallization was assessed on the basis of quantitative
and qualitative determinations. Quantitative research included the assessment of the Ca®* and Mg** ions con-
centrations by atomic absorption spectroscopy (SpectAA-300 Varian, Palo Alto, California). For these analyses,
1 mL of each sample was collected, centrifuged (8000 rcf, 5 min), and treated for mineralization with 0.5 mL
65% HNO,. Struvite and apatite crystals were observed using a phase-contrast microscope (Nikon Eclipse TE-
2000-S). The pH was determined using a pH meter (Elmetron Cp-215, Zabrze, Poland) and the ammonia release
was measured by the phenol hypochlorite colorimetric method®. The results were expressed as % of inhibition
of ammonia release, where 100% was the concentration of ammonia in the control, synthetic urine with P
mirabilis. The number of P. mirabilis was determined by spreading 100 pL of serially diluted suspensions on TSB
agar with 0.1% phenol. Grown colonies were counted after 24 h incubation at 37 °C, to determine the number of
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CFU/mL in mixed and pure cultures. In addition, at the beginning of the assay the number of Lactobacillus was
determined by spreading the tested samples on APT agar to establish the ratio of Proteus to Lactobacillus (1:5).

Determination of crystallization and urease activity in the presence of Lactobacillus and lactic
acid

The crystallization micromethod allowed examining the impact of Lactobacillus strains and lactic acid produced
by them on the crystallization process and on the activity of the urease enzyme. The degree of crystallization
was assessed using phenol red as a pH indicator, due to the fact that an increase in pH indicates the start of
the crystallization process. At first, the influence of four tested Lactobacillus (L. crispatus 1.2, L. crispatus 4, L.

jensenii 22.2 and L. gasseri 35.3) on crystallization caused by P. mirabilis strains was assessed according to the

Torzewska et al. method*. 150 pL of synthetic urine with 0.001% phenol red was added to 96-well plates with
2 plL of B mirabilis (2% 10* CFU/mL) and Lactobacillus cultures in proportion 1:5 (P. mirabilis:Lactobacillus).
Lactobacillus and Proteus strains were cultured as described in section "Bacterial strains”. Negative control was
150 pL of synthetic urine with 0.001% phenal red and positive control was pure P mirabilis cultures. All wells
were covered with mineral oil to prevent the release of ammonia and increase the pH in the adjacent wells, and
incubated for 24 h at 37 °C. The absorbance was measured using a microplate reader Multiskan Ex (Labsystems,
Helsinki, Finland) at a wavelength of 550 nm. The impact of Lactobacillus strains on the activity of urease from
Jack bean (Serva, Heidelberg, Germany) was performed similarly. 190 L of synthetic urine with 0.001% phenol
red was added to 96-well plates with 1 pL of the urease enzyme (at the final concentration 0.105 U/mg) and 10
pL of Lactobacillus cultures. Positive control was synthetic urine with urease and negative control was synthetic
urine. The plate was incubated at 37 °C, and every hour, up to 6 h of incubation, the absorbance was measured at
a wavelength of 550 nm. The ammonia release inhibition was measured as described in section "Crystallization
experiment in mixed cultures”. The effect of different lactic acid (Sigma, St. Louis, MO, USA) concentrations
(1.4 mM, 2.8 mM 5.5 mM, 11 mM, 22 mM) on urease was assessed using the same method. Briefly, 190 pL of
synthetic urine with 0,001% phenol red was added to 96-well plates with 1 pL of urease and 10 pL of dilutions of
lactic acid. Positive and negative controls were the same as in the assay described above. The plate was incubated
at 37 °C and the absorbance was measured at a wavelength of 550 nm.

Urease inhibition assay

The assay was performed to determine the mechanism of urease inhibition by lactic acid. The method was based
on the research conducted by Rashid et al; Tan et al. and Du et al."~*’ with our modifications. The assay was
carried out in a phosphate buffer containing 5.9 mM EDTA and 25 mM HEPES (pH 8.0} in 96-well plates. The
enzymatic mixture contained: 150 uL of urea solutions (Chempur, Piekary Slaskie, Poland) in different concentra-
tions (5 mM, 10 mM, 15 mM, 30 mM, 45 mM}), 40 uL of urease from the Jack bean enzyme (Serva, Heidelberg,
Germany) at the final concentration 0.105 U/mg and 10 pL of lactic acid (final concentrations 11 mM, 38 mM,
55 mM, dissolved in distilled water). Distilled water was added to control samples instead of lactic acid. The
plate was incubated at 37 °C at time points: 2, 5, 10, 30, 60 and 120 min, the amount of released ammonia was
determined using the phenol-hypochlorite colorimetric method®. The absorbance was measured after 30 min
using a microplate reader Multiskan Ex (Labsystems, Helsinki, Finland) at a wavelength of 620 nm. The IC;, of
lactic acid was determined for the 0,105 U/mg concentration of urease and 10 mM of urea in the concentration
range of lactic acid from 110 to 1 mM. The 1C,; value of lactic acid was calculated using a GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, USA) for the dose-response curve.

Docking study

Homology modeling of Proteus mirabilis urease

The sequence of the alpha subunit of P mirabilis urease was obtained from UniProtKB Database’ (URE1_
PROMH P17086). Top-ranked templates were selected in a SwissModel homology-modeling server’ and
obtained from the Protein Data Bank (PDB). The crystallographic structure of Jack bean (Canavalia ensiformis)
urease was identified as the best-matching template based on HHBlits*’, (PDB 4gy7.1.A; resolution 1.49 A,
sequence identity 60.6%, sequence similarity 0.48). In the SwissModel homology-modeling, the model of £
mirabilis urease was built by template alignment method using ProMod3 3.2.1 Version 3.2.1"". In ProMod3,
biologically relevant non-covalently bound ligands are considered in the model if they have at least three coor-
dinating residues in the protein, those residues are conserved in the target-template alignment and the resulting
atomic interactions in the model are within the expected ranges. In our model, the interaction of amino acids at
the catalytic site, including His residues, and Ni ion ligands was found to be conserved between the target and
the template. Therefore, Ni ions in the template structure were identified as relevant ligands and transferred by
homology to the model. Finally, the resulting model’s geometry was regularized using a force field by ProMod3
tools.

The global and per-residue model quality has been assessed using the QMEAN scoring function™. Global
model quality estimate GMQE was 0.88, QMEANDisCo global was 0.84+0.05, QMEAN Z-score -0.97. Predicted
local similarities of model and target histidine residues at the catalytic site (QMEANDisCo Local) were 0.93 for
His346B, 0.93 for His272B, 0.93 for His134B, and 0.86 for His136B. The final model structure was pre-processed
and optimized in Maestro Schrodinger 11.7 (Schrédinger, Inc., New York, NYY, 2013). The reference structure of
the Jack bean urease (.pdb file 4gy7.1) was also prepared in the Maestro Schrodinger 11.7 software for docking
comparison.
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Preparation of ligands

The 3D structures of L{ +) lactic acid and urea were obtained in the form of .sdf files from the PubChem database
(CID:612 and CID:1176, respectively”, optimized in MarvinSketch 20.14.0, 2020, ChemAxon (http://www.chema
xor.com) and calculated at the DFT/B3LYP/6-31G* level (HyperChem 7.51, HyperCube Inc., Gainesville, FL,
USA). Partial charges were preserved in docking experiments.

Docking experiments

Nickel 2+ ion parameters were implemented into the AutoDock 4.2.6 database and to the AutoGrid parameter
files: vdW diameter, Rii 1.41 A* and vdW well depth, epsii 0.013 kcal/mol*; the remaining parameters were
default as for metal ions. Kollman charges were assigned to protein atoms, charge + 2 to Ni ions. A docking area
was centered at the average position of the intra- and extracellular part of a protein broadly covered catalytic
center and external amino acids (80 x 80 x 80 box, grid point spacing 0.375 K). The Lamarckian genetic algo-
rithm was used for conformational search of a flexible ligand. Docking parameters were as follows: number of
individuals in population 100, GA-LS runs 50, maximum number of energy evaluations 2.5 x 10, maximum
number of generations 27,000. The ligand docking poses were analyzed and visualized using the Protein-Ligand
Interaction Profiler (PLIP 2.2.0 open source software) ™ and PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3.4,
Schrodinger, LLC.

Statistical analysis

All experiments were carried out at least in triplicate, Statistical analyses were based on the Kruskal-Wallis test
and the Mann-Whitney U test, performed using TIBCO Software Inc. (2017). Statistica (data analysis software
system), version 13. hitp://statistica.io. The results were considered to be statistically significant at p value < 0.05.

Results

The effect of Lactobacillus strains on the intensity of crystallization caused by P. mirabilis
strains in vitro

Changes in urinary pH and in a degree of ammonia release

At the beginning of the experiment urinary pH in pure and mixed samples averaged 5.7 (data not shown). During
the incubation the pH in those samples constantly increased but with a different pattern. At every hour of the
experiment (except 24 h) the lowest pH (compared to the controls) was observed in the sample with L. gasseri
35.3. Significantly lower pH values in the tested samples were noticeable mainly in the sixth hour of incubation,
whereas after 24 h the pH values were close to each other and averaged 9.0. The level of released ammonia was
closely related to the pH level. The ammonia released by the action of the urease enzyme, increased the urinary
pH. In Fig. 1. we can observe that in the presence of L. gasseri 35.3 the ammonia release was lower compared to
the control. In particular, after 6 h of incubation, it was inhibited from 10% for P mirabilis K& MC to even 45%
for P mirabilis 5628.

Viability of P. mirabilis in pure and mixed cultures

At 0,3, 6,8, and 24 h of the assay, the number of B mirabilis bacteria was determined. During the first three hours
of the experiment, no significant changes in Proteus viability were observed in mixed cultures compared to the
control. As shown in Fig, 2, after 6 h of incubation, the number of P. mirabilis bacteria in control samples reached
a value of 2-4 x 10" CFU/mL. However, in some tested samples with Lactobacillus strains the growth inhibition of
P. mirabilis strains was observed. All tested lactobacilli significantly inhibited P. mirabilis 5628 growth, especially
in the presence of L. gasseri 35.3, 10 times less P mirabilis 5628 bacteria were observed, compared to control
(**p<0.01). The same effect was noted in the sample with B mirabilis 608/221. Inhibition of Proteus viability
after 6 h was not observed in the remaining samples (P mirabilis KP and K8/MC). It is worth mentioning that
in the sample with P mirabilis 5628, the inhibition of viability by the L. gasseri strain was still maintained after
8 h of incubation and the same effect was noted in co-culture of P mirabilis KP and 608/221 with L. crispatus
or L. gasseri, After 24 h the viability of P. mirabilis strains decreased in all samples and averaged 5x 10° CFU/
mL. Only in co-culture with L. gasseri, it was observed that some of the tested P mirabilis strains showed greater
viability than in control during this hour.

Intensity of crystallization
Intensity of crystallization in the tested samples was assessed quantitatively and qualitatively. Quantitative
analyses showed that in the first three hours no significant changes in the concentration of the tested ions were
observed. Nevertheless, after 6 h of incubation the most significant differences were observed between the amount
of Mg”* and Ca’ ions in the tested samples compared to the controls (pure P. mirabilis cultures in synthetic
urine) (Fig. 3). A significant decrease in the amount of these two ions was noted especially in the presence of the
L. gasseri strain, in contrast to L. jensenii which in most cases did not exhibit such properties. This trend was the
greatest in co-culture with P mirabilis 5628 and L. gasseri, where the calcium concentration was even 10 times
lower than in the control, and the amount of magnesium was up to 5 times lower after 6 h. In the presence of L.
gasseri, alower content of the tested ions was still observed after eight hours of incubation in co-culture with P,
mirabilis KP and 5628. The low content of Mg** was maintained in those samples after 24 h. It is worth noting
that from the eighth hour, the proportion of calcium and magnesium in the samples started changing, and higher
concentrations of Mg?®*, the main ion of struvite crystals were observed.

Observation with a phase-contrast microscope enabled a qualitative assessment of the formation of carbonate
apatite and struvite crystals (Fig. 4). After 6 h, in all tested samples crystals formed in the crystallization process
were smaller compared to the control or even absent, mainly in the samples with L. gasseri 35.3. All crystals
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Figure 1. Percentage of ammonia release inhibition (bars) in mixed cultures in synthetic urine, where pure

P. mirabilis samples were 100%, and changes in urinary pH (lines) in pure and mixed samples after 3, 6, 8 and

24 h of incubation. (A) Corresponds to P. mirabilis KP; (B) P mirabilis K8/MC; (C) B mirabilis 5628 and (D) P
mirabilis 608/221. The results are presented as mean + standard deviation (SD) of three experiments; *p < 0.05 for
comparison of the pH value and ammonia release of P mirabilis pure culture vs. co-culture with Lactobacillus,
Mann-Whitney U test.

showed ,,coffin-lid”-shaped appearance. The largest of struvite crystals were observed in control samples (even
90 pm width). After 8 and 24 h of incubation, crystals were found in all samples, but they were still smaller
compared to the controls.

The impact of Lactobacillus strains and lactic acid on crystallization and urease activity

As shown in Fig. 5A. Lactobacillus strains inhibited the process of crystallization caused by P. mirabilis strains.
However, the degree of inhibition varied in the presence of different strains. L. jensenii 22.2 exhibited the lowest
inhibition ability, while the others were found to be effective in suppressing the crystallization of all P mirabilis
strains. On the other hand, Proteus strains also showed different levels of effectiveness in this process. We dis-
tinguished strains KP and K8/MC as those exhibiting the strongest ability of urine components crystallization,
as opposed to strains 5628 and 608/221. The assay with the Jack bean urease enzyme brought a lot of crucial
data about the influence of Lactobacillus strains on the activity of this enzyme. Figure 5B (lines) shows that all
Lactobacillus strains inhibited the enzyme activity but with different intensity. L. gasseri constantly caused the
highest level of crystallization inhibition compared to the control and this strain also inhibited the release of
ammonia the most intensively (bars). One of the main extracellular substances with antagonistic activity which
are secreted by Lactobacillus spp. is lactic acid. Regarding this, we also investigated the impact of this acid on
urease activity. The results are shown in Fig. 5C. different concentrations of lactic acid inhibited crystallization,
and it was observed that with the increase in the acid concentration, the inhibition process was also intensi-
fied. Lactic acid at the concentration of 22 mM suppressed crystallization most effectively, and in its presence
no increase in crystals formation was observed even after 24 h. However, the lowest concentrations (2.8 mM,
1.4 mM) inhibited the process only up to about 4 h of the experiment. The obtained results show that lactic acid
produced by the tested Lactobacillus strains is able to inhibit the crystallization process and the level of inhibition
is related to the concentration of the acid.

Mechanism of urease inhibition by lactic acid

The 1C,, value of lactic acid was 38 mM +0.45 mM. Therefore, we used this concentration as well as IC,: (11 mM)
and IC;; (55 mM) in the urease inhibition assay. Lactic acid inhibited urease activity in a dose-dependent man-
ner. The Lineweaver-Burk plot showed that lactic acid interacted with a catalytic site of the enzyme, directly
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Figure 2. P. mirabilis viability after 3, 6, 8, and 24 h of incubation in pure and mixed cultures in synthetic urine.
(A) corresponds to P. mirabilis KP; (B) P. mirabilis K8/MC; (C) P. mirabilis 5628 and (D) P. mirabilis 608/221.
‘The results are presented as mean + standard deviation (SD) of three experiments, **p<0.01, *p<0.05 for P.
mirabilis viability in mixed cultures vs. pure culture, Mann-Whitney U test,

competing with the substrate (Fig. 6A). The type of inhibition was indicated by changes in enzyme kinetic param-
eters, of which the Michaelis-Menten constant (K,,) increased with the increase of the inhibitor concentration,
while the maximum reaction (V,,,,) rate remained essentially unchanged (Fig. 6A). Specifically, K, without
lactic acid was 5.06 £ 1.2 mM and V,,,, 0.45+0.06 mM/min, K, 6.6+ 1.18 mM and V., 0.45 +0.07 mM/min for
lactic acid 11 mM, K, 8.9+ 1.3 mM, V., 0.44 £0.07 mM/min for lactic acid 38 mM and K, 10.88+ 0.8 mM,
Vinax 0.45 £0.06 mM/min for lactic acid 55 mM. The K,, value increase indicated decreased affinity of urea to
the active site of urease in the presence of lactic acid. However, as shown in Fig. 6B, increased concentrations of
the substrate (urea) neutralized the effect of the inhibitor (lactic acid), which clearly indicates the mechanism
of competitive inhibition.

Docking study

The structure of P. mirabilis urease was generated by the homology modeling method using the crystallographic
structure of the Jack bean urease as a template (PDB 4gy7), and lactic acid (LA) was docked as a ligand, as
described in the Materials and Methods. The model structure of the three subunits of P mirabilis urease as a
homo-trimer, binding six nickel ions in an active center is presented in Fig. 7. The two Ni ions were complexed
by the linear and triagonal bonds of His residues (His246 and His272, and His134, His136) and Asp360 in the
active center, which are stabilized by hydrophobic interactions and hydrogen bonds of N6-carboxylated Lys
(KCX) (Table S1 and Fig. S2 Supplementary Material).

Flexible docking showed the best docking position of LA in the catalytic center of P. mirabilis ureases in close
proximity to two Ni ions and in the vicinity of the histidine residues involved in forming of salt bridges between
the LA carboxylate and imidazole ring of His residues (Fig. 8A-C), or hydrogen bonds, similar to the Jack bean
urease (Table $2). Two of the three residues forming hydrogen bonds with LA also participated in binding of urea
(His219 and Gly277, Table $2 and Table $3). His136 involved in hydrogen bond with urea (Table $3), formed a
salt bridge with LA (Table $3 and Fig. 8B, C). The estimated free energy of binding (AG, kcal/mol) was taken as
a docking score (Autodock4.2.6). Comparison of docking of lactic acid (~8.22 kcal/mol) versus urea (-5.40 keal/
mol) revealed a remarkably better interaction of LA with an active center of P. mirabilis urease, as in the case of
the Jack bean urease.
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Figure 3. Calcium and magnesium concentrations in the tested and control samples after 3, 6, 8 and 24 h of
incubation in synthetic urine. (A) Corresponds to P mirabilis KP; (B) P. mirabilis K8/MC; (C) P. mirabilis 5628
and (D) P wirabilis 608/221. The results are presented as mean + standard deviation (SD) of three experiments,
**p<0.01, *p<0.05 for P. mirabilis viability in mixed cultures vs. pure culture, Mann-Whitney U test.

Discussion

Urinary tracts of healthy women and men are inhabited by a diverse microbiota where the dominant species are
microorganisms belonging to the genus Lactobacillus. They play a significant role in maintaining the homeostasis
of this environment and the disturbance of which could affect the development of many uropathogens' ™. Many
recent studies focus on the antibacterial and antibiofilm properties of natural microbiota of the urinary tract
against the most common UTI pathogens such as: Escherichia coli, which cause approximately 80% of UTIs*"!,
Proteus mirabilis'"** or Klebsiella pneumoniae” . Additionally, a lot of scientific works concentrate on the practi-
cal use of selected Lactobacilius strains to UTIs treatment. Clinical testing such as that performed by Stapleton
et al. showed that a probiotic containing Lactobacillus strains reduces the rate of UTI recurrence even by half *".
While most previous studies focused on Lactobacillus isolated from food, genital tracts or gut and their influence
on UTI and comorbidities*~*, our findings concerned the strains isolated from human urine and their impact
on the development of urinary stones caused by bacteria. We designed our work in such a manner as to imitate
the environment of the human urinary tract in order to understand how these strains influence each other, which
makes this study unique. Infectious urolithiasis is one of the most common urological diseases, with an increasing
morbidity rate and ineffective therapy. Due to the difficulties in the treatment and the lack of effective preven-
tive measures for this disease, researchers have recently focused on finding alternative treatment opportunities.
Research conducted by Smanthong et al.*®, about the Sida acuta Burm. F. ethanolic leaf extract, indicated that
this extract has anti-struvite crystals properties, which makes it a potential new treatment agent. Other scientific
works focused on the possibility of using compounds such as trisodium citrate*” or herbal extracts™.

These facts encouraged us to investigate the impact of natural microbiota of the urinary tract on the develop-
ment of urinary stones caused by P. mirabilis. On the basis of the results of the present study, it can be concluded
that some of the tested Lactobacillus strains are able to inhibit the crystallization of urine components. In the
course of the experiments, the parameters that testify the intensity of crystallization, such as pH, ammonia
release, concentration of Mg'* and Ca** ions, P. mirabilis viability were assessed. The crystals were observed
using phase-contrast microscopy. Among all the tested strains, L. gasseri stood out the most, showing the greatest
inhibitory properties in opposition to strain L. jensenii. We observed that pH, release of ammonia, concentration
of Ca’ and Mg™ ions were significantly lower, up to 8 h of incubation in mixed samples with L. gasseri compared
to the control samples. In our previous study we found that Lactobacillus strains had antibacterial properties and
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Figure 4. Carbonate apatite (A) and struvite (S) crystals in mixed and pure cultures after 6 h of incubation. (1)
corresponds to P. mirabilis KP; (2) P. mirabilis K8/ MC; (3) P. mirabilis 5628 and (4) P mirabilis 608/221 and (A)
control samples; (B) samples with L. crispatus 1.2; (C) L. crispatus 4; (D) L. jensenii 22.2 and (E) L. gasseri 35.3.
The scale bar represents 20 um.

abilities to inhibit the growth of Proteus strains at the level of up to 100%, mainly through secreted organic acids.
L. gasseri showed the greatest antibacterial activity (72-97%) against many P. mirabilis strains (including those
tested in this paper), while L. jensenii 22.2 exhibited the weakest properties'*. Therefore, in the current study, the
effect of these strains on the viability of Profeus bacteria in the environment of synthetic urine was also tested. It
was assumed that this may be one of the mechanisms used by Lactobacillus strains to inhibit the crystallization
process. Indeed, inhibition of P. mirabilis viability was observed in some tested samples. The strongest properties
were noted in the samples with L. gasseri and P. mirabilis 5628 and 608/221 strains. In contrast to these results,
the studies conducted by Torzewska et al.* on the effect of Lactobacillus strains isolated from food on the crystal-
lization caused by P. mirabilis demonstrated that tested P. mirabilis strains showed better viability in co-culture
with Lactobacillus, which intensified the process of crystallization. This suggests that Lactobacillus strains isolated
from the urinary tract might have some specific properties which they developed in the particular environment.
The above results, indicating that some of the tested Lactobacillus strains are able to inhibit the crystallization
process, were confirmed using a phase-contrast microscope. After 6 h of incubation, a lower amount or lack of
struvite and apatite crystals were observed in the samples with L. gasseri and L. crispatus strains. Struvite crystals
are formed at pH above 7.5 and can take various morphology depending on many factors, including pH. There
are coffin-shaped crystals (like those observed in our research) and X-shaped dendrite crystals, formed due to
a rapid increase in the pH value™'.

Our previous work'' concerned organic acids secreted by lactic acid bacteria and their antibacterial proper-
ties. We found that all of the tested Lactobacillus strains used in that study produced lactic and succinic acid,
however L. jensenii was distinguished by producing the highest concentration of succinic acid and L. crispatus
1.2 and L.crispatus 4 of lactic acid. Due to the fact that for some P. mirabilis strains the inhibition of their viability
was not observed (although the suppression of crystallization occurred), the influence of lactic acid on urease
activity was investigated.

Lactobacillus strains inhibited the crystallization process even in the presence of urease without P. mirabilis
(Fig. 5B) and this phenomenon was also observed with different concentrations of lactic acid alone (Fig. 5C). In
order to confirm the hypothesis that lactic acid inhibits the crystallization process through a direct interaction
with urease, we performed the enzyme activity inhibition test. So far, there are no literature data describing the
mechanism of inhibiting the urease activity by lactic acid. However, it has been shown that organic acids can
bind many trace metals, including nickel which is a part of the active site of urease™. P mirabilis urease is metal-
loprotease, built of three subunits with a total mass of 200-700 kDa, containing a lot of cysteine and histidine
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Figure 5. (A) The effect of Lactobacillus strains on crystallization in synthetic urine with phenol red caused
by four tested P. mirabilis strains after 5 h of incubation in the ratio 1:5. (B) The effect of Lactobacillus strains
on crystallization in synthetic urine with phenol red caused by the Jack bean urease (lines) and % of ammonia
release inhibition (bars) in samples with Lactobacillus compared to the control with urease alone. (C) The
effect of different concentrations of lactic acid on crystallization in synthetic urine with phenol red. The results
are presented as mean + standard deviation (SD) of three experiments; **p <0.01, *p < 0.05 for comparison of
controls vs. tested samples, Kruskal-Wallis test.

= 30q
A
8 B
=
E 204 -~ Control 60
S - 11mM
—&- 38 Mm
104 40+
- 55mM

w
>
L

0.1 0.2

Inhibition of ammonia release (%)
S
L

SmM 10mM 15mM 30mM 45mM
Urea concentrations

1S (mm)

Figure 6. The Lineweaver-Burk plot showing the competitive inhibition of urease-catalysed hydrolysis of urea
by different concentrations of lactic acid (A). Influence of increased concentrations of urea on urease activity
in the presence of 38 mM lactic acid; data are presented as inhibition percentage of ammonia release (B); zero
value means no inhibition of urease activity. The Michaelis-Menten plot of the predicted reaction rate of urea
hydrolysis by urease as a function of a substrate concentration is shown in Fig. S1 (Supplementary Material).
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Figure 7. The three-subunit structure of P mirabilis urease (homo-trimer) built using homaology modeling
methods; nickel ions in an active site of subunits are marked in red; three subunits are in different colors.

residues and, as already mentioned, nickel atoms in the catalytic center. Many other microorganisms produce
this enzyme and it is an important factor in the pathogenicity of these bacteria™. In the course of our experi-
ments, to determine the lactic acid inhibitory activity, urease from Jack bean (Canavalia ensiformis) was used as
a reference enzyme, Kinetic parameters of urease activity I, and Vi, revealed that lactic acid acts as a competi-
tive inhibitor which binds to the active site of the enzyme. The docking experiments confirmed that lactic acid
binds to the catalytic center of enzyme like competitive inhibitors, with remarkably higher affinity than urea did
(scores —8 kcal/mol vs. =5 kcal/mol), which confirmed its inhibitory potency as a good ligand. In this context,
lactic acid can be considered as a modulator of urease activity with pharmacological potential. Interestingly, the
interaction between lactic acid and urea may involve the same histidine residues that bind urea, but in addition
to hydrogen bonds (as in the case of urea), salt bridges may also be formed, stabilizing the position of lactic acid
in the catalytic center of the enzyme in the ticks of histidine residues. In turn, as demaonstrated by our in vitro
study, the competing effect of high urea concentrations on the lactic acid residues in the enzymatic center may
lead to displacing the lactic acid molecule from the site of its binding in urease. Based on in silico studies, we
suggest that long-range salt bridges may be disrupted by high concentrations of urea.

To date, various lypes of urease inhibitors have been identified, e.g. hydroxamic acids, phosphoramidates,
quinones, polyphenols or heterocyclic compounds™. Acetohydroxamic acid (AHA) is recommended in sup-
porting the treatment of urolithiasis. However, therapeutic application of AHA has limitations due to many side
effects like risk of hemolytic anemia or leukopenia™. Effective and safe urease inhibitors would be a breakthrough
in the treatment of urolithiasis caused by urease-producing bacteria. Therefore, many researchers struggle with
this issue, such as Milo 8. et al.”, who pointed out the effectiveness of another low molecular weight organic acid
like 2-MA as a safer alternative to the currently used AHA acid.
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Figure 8. (A) Lactic acid (LA, in orange) docked to the catalytic center of subunit alpha of P mirabilis urease
located in the vicinity of two nickel ions (pink spheres). (B) The best docking pose of LA (orange) interacting
with amino acids (blue tubes) in the active center of P mirabilis urcase, binding energy AG —8.22 keal/mol
(estimated Ki 0.94 pM); hydrogen bonds between LA and His219, Ala167 and Gly277 are visualized as solid
lines; long-range interactions, salt bridges, between lactic acid carboxyl and imidazole groups of five histidine
residues are marked as dashed yellow lines; yellow spheres are charge centers in imidazole rings and LA
carboxyl; complexation of Ni ions (pink balls) are marked as dark dotted lines; hydrogen atoms are omitted for
clarity. Structures were analyzed and visualized in the PLIP 2.2.0 and PyMOL 2.3.4 software. (C) A table with
listed amino acids interacting with LA through hydrogen bond interaction and salt bridges; calculations in PLIP
2.2.0 software.

Conclusion

The results of our study indicate that Lactobacillus strains that inhabit the urinary tract are able to suppress the
crystallization process, i.e. one of the initial stages of the urinary stones formation. In the course of the presented
studies, we showed that their antagonistic effect is multidirectional, and in addition to the antibacterial proper-
ties against P. mirabilis, lactic acid produced by them affects the activity of urease through interaction with the
catalytic domain of the enzyme. These studies are preliminary and their continuation on an in vivo model will
confirm the usefulness of this lactic acid as a factor supporting the treatment of urolithiasis.

Data availability

All data generated or analyzed during this study are included in this published article and its supplementary
information files.
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Fig. S1. Michaelis-Menten kinetics of Jack bean urease, with the substrate urea. The results are
presented as mean = standard deviation (SD) of three experiments,

Tab. S1. Metal complexes formed by two Ni ions and amino acids in catalytic centers of P. mirabilis
urease (model) and Jack bean (Canavalia ensiformis) urease (PDB 4gy7), predicted by PLIP.

Protews mirabilis Canavalta enstformis

Metal Complexes Residue AA  Distance (A) Residue AA  Distance (A)
Ni, linear

1 246B  HIS 1.95 519B  HIS 2.08

2 272B  HIS 1.99 545B  HIS 2.08
Ni, trigonal pyramidal

1 134B HIS 2.17 407B HIS 2.11

2 136B  HIS 2.00 4098  HIS 2.06

3 360B  ASP 1.89 633B  ASP 2.05
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Fig. S2. Graphical representation of a catalytic center of P. mirabilis urease, complexes of Ni ions with
amino acids are shown. The homology model of P. mirabilis urease was built on Jack bean urease
crystallographic structure (PDB 4gy7. 1.49 A resolution). His residues and Asp are marked in blue,
orange — Né-carboxylated Lys, pink — Ni ions; dotted lines ~hydrophobic interactions; dashed lines at
Ni atoms — metal complexation; solid lines — hydrogen bonds; hydrogen atoms are omitted for clarity.
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Tab. §2. Lactic acid (LA) interacting with amino acids of P. mirabilis and Canavalia ensiformis urease
catalytic centers. Five His residues (P.m His134, His136, His219, His246, His272) form salt bridges
with LA carboxylate.

Proteus mirabilis Canavalia ensiformis

Hydrogen bonds Hydrogen bonds

Residue AA Distances (A) Atoms Residue AA Distances (A)  Atoms
H-A D-A D-A H-A D-A D-A
167B ALA 183 241 00 440B ALA 193 251 00
219B HIS 1.71 270 N-O 492B HIS 1.88 2.82 N-O
277B GLY 2.00 291 0-O0 519B HIS 355 393 N-O
550B GLY 1.83 269 00

Salt Bridges His- LA carboxylate Salt Bridges His- LA carboxylate
Residuie AA  Distance (A) Residue AA  Distance (A)
134B HIS 4.52 4078 HIS 4.43
136B HIS 4.78 4098 HIS 4.93
219B HIS 5.29 492B HIS 5.35
2468 HIS 4.46 5198 HIS 4.60
272B HIS 4.25 545B HIS 4.28

H — hydrogen atoms; A — acceptor, D - donor.

Tab. S3. Urea forming hydrogen bonds with amino acids of P. mirabilis and Canavalia ensiformis urease
catalytic centers.

Proteus mirabilis Canavalia ensiformis

Hydrogen bonds Hydrogen bonds

Residue AA Distances (1\) Atoms  Residue AA Distances (A)  Atoms
136B HIS 248 298 N-N 407B HIS 27 36 N-N
219B HIS 3 374 N-O 4098 HIS 217 2.8 N-N
277B GLY 218 316 N-O 4928 HIS 235 323 N-O
3638 ALA 2117 297 N-O 5198 HIS 1.87 265 N-O
545B HIS 236 323 N-O

6368 ALA 216 3.1 N-O
6368 ALA 274 357 N-O
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Abstract: Proteus mirabilis urinary tract infections can lead to serious complications such as develop-
ment of urinary stones. Lactobacillus spp., belonging to the natural microbiota of the urinary tract,
exhibit a number of antagonistic mechanisms against uropathogens, including the secretion of or-
ganic acids. In this study, we determined the anti-adhesion, anti-cytotoxicity and anti-crystallization
properties of the substances secreted by Lactobacillus. For this purpose, membrane inserts with a pore
diameter 0.4 pm were used, which prevent mixing of cultured cells, simultaneously enabling the
diffusion of metabolic products. The intensity of crystallization was assessed by measuring the levels
of Ca?t, Mgz"' and NHj and by observing crystals using microscopic methods. The cytotoxicity of
the HCV-29 cell line was determined using the LDH and MTT assays, and the impact of lactobacilli
on P. mirabilis adhesion to the bladder epithelium was assessed by establishing CFU/mI. after cell
lysis. It was shown that in the presence of L. gasseri the adhesion of P. mirabilis and the cytotoxicity
of the cells decreased. The degree of crystallization was also inhibited in all experimental models.
Moreover, it was demonstrated that L. gassert is characterized by the secretion of a high concentration
of L-lactic acid. These results indicate that L-lactic acid secreted by L. gasseri has a significant impact
on the crystallization process and pathogenicity of P. mirabilis.

Keywords: Proteus mirabilis; Lactobacillus; organic acid; urinary tract infections; urolithiasis

1. Introduction

Proteus mirabilis is a Gram-negative bacterium, widely distributed in nature, including
the human intestine, where it is a component of natural microbiota. It is also a common
pathogen of the gastrointestinal and urinary tracts. Urinary tract infections caused by
P. mirabilis are most often associated with urinary tract catheterization (CAUTIs) [1,2].
P. mirabilis accounts for 1-2% of all urinary tract infections (UTIs) and 20-45% of complicated
UTIs, e.g., infections associated with long term catheterization, worldwide [3]. Urinary
tract infections caused by the bacteria of the genus Proleus begin with the colonization of
the urinary tract and migration of the pathogen to the bladder and kidneys. These stages
are made possible by numerous virulence factors, including the presence of fimbriae, which
enable the adhesion of bacteria to the urinary tract epithelium, swarming motility, which
is crucial in dissemination of bacteria and production of urease-metaloenzyme, which
catalyzes the hydrolysis of urea to ammonia and carbon dioxide. Ammonia released by
the action of urease has a toxic effect, damaging the epithelial cells of the urinary tract
and promoting infections [4,5]. P. mirabilis infections can lead to numerous complications
such as pyelonephritis, bacteriuria and development of infection-related urinary stones
(also called infectious stones or infection stones). The formation process of these stones is
related to the action of urease and they constitute up to 15% of all kidney stones [6]. The
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mechanism of their formation begins with an increase in urine pH due to the urease activity.
Urea hydrolysis into ammonia and carbon dioxide causes an increase in the concentrations
of NHy*, PO and COs?~ ions. Cooperatively with Mg2+ and Ca®* ions, it leads to
the formation of struvite (MgNH4 POy -6H,0) and carbonate apatite (Cap(PO4)sCO3) [7].
This process is one of the first stages of urinary stone development and consists of the
precipitation of mineral components of urine caused by their excessive concentration in
relations to the solubility which leads to crystallization. Struvite and apatite crystals may
be washed out by the urine stream or crystals retention may occur in the urinary system. It
leads to aggregation and rapid formation of larger forms in the lumen of the bladder or
within the kidneys. As a result, it can lead to dangerous complications such as sepsis, renal
failure or blocking of the flow of urine through catheters [6].

The structure of urinary stones and the presence of deep crevices allow bacteria to
survive during antibiotic therapy and protect them from host immune defense. Moreover,
P. mirabilis bacteria are able to invade cells and persist inside them, which can lead to intra-
cellular crystallization [8]. Those facts have a huge impact on the treatment of infectious
urolithiasis, which is a disease characterized by frequent relapses, ineffective treatment and
lack of preventive measures without side effects. The treatment of urease-induced stones
includes antibiotic therapy to eliminate the source of infection and removal of the stone us-
ing percutaneous nephrolithotomy (PCNL) or shock wave lithotripsy (SWL). Additionally,
pharmacologic preventative measures including acidification of the urine or inhibition of
urease are applied [6,9,10].

Due to the difficulties in treatment, new therapy options are being sought. It may be
interesting to use microorganisms that naturally inhabit the urinary tract. The microbiota
of the urinary tracts ensures homeostasis and is crucial in the maintenance of health. The
microbes interact with pathogens in multiple ways by producing antimicrobial substances,
competing with pathogens for common resources or enhancing epithelial defenses includ-
ing immune defenses [11]. L. jensenii and L. gasseri are among the Lactobacillus strains
most frequently isolated from the urinary tract [12]. The principle extracellular molecules
secreted by lactobacilli are organic acids. There are many reports about organic acids and
their inhibitory activity against various urogenital tract pathogens such as Candida albicans,
C. glabrata [13], Chlamydia trachomatis [14] and Escherichia coli [15]. So far, many works have
focused on the impact of probiotic strains on the health of the vaginal system; however,
there are few reports on the influence of lactobacilli, which belong to the natural microbiota
of the urinary tract, and the substances secreted by them on UTls and infectious stones
development.

The purpose of the present study was to investigate the influence of extracellular
substances secreted by L. jensenii and L. gasseri on the adhesion of P. mirabilis to the bladder
epithelium and cell cytotoxicity. Moreover, the research was aimed at determining the
intensity of crystallization caused by F. mirabilis in the presence of these substances.

2. Results
2.1, Extracellular Substances Secreted by Lactobacillus May Reduce the Adhesion of P. mirabilis
Strains to the Bladder Epithelium In Vitro

One of the first steps in P. mirabilis urinary tract infections is the adhesion of bacteria
to the urothelium surface. This work was focused on the impact of the substances secreted
by Lactobacillus on this process. The results of anti-adhesion properties of L. jensenii and
L. gasseri against P. mirabilis strains are shown in Figure 1. The adhesion of P. mirabilis
KP and 5628 was significantly reduced in the presence of the substances secreted by
L. gasseri strain, whereas such a phenomenon was not observed in the presence of L. jensenii.
Extracellular substances of L. gasseri reduced the adhesion of the P. mirabilis KP strain to
the urothelium by up to 70% (* p < 0.05) and in the case of P. mirabilis 5628 the reduction
was up to 45% (* p < 0.05). There were no significant changes observed in the adhesion of
P. mirabilis K8/MC to the epithelium in the presence of the substances secreted
by Lactobacillus strains.
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Figure 1. Adhesion of P. mirabilis to the bladder epithelium cell line HCV-29 during the incubation in
the presence of substances secreted by Laciobacillus using the cell culture inserts system. The results
are presented as median - interquartile range (IQR) of three experiments. * p < 0.05 for comparison
of the number of P. mirabilis bacteria (CFU/mL) in pure culture vs. in the presence of extracellular
substances of Lactobacillus, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons.

The inhibition of the adhesion of P. mirabilis to the bladder epithelium as a result of
the action of the extracellular substances of Lactobacillus was also confirmed by microscopic
observation (Figure 2). All P. nirabilis strains showed the ability to adhere to the HCV-29
cell line in vitro as well as to the surface of the polystyrene plate. However, in the presence
of the substances secreted by the L. gasseri strain, an inhibition in the number of the
P. mirabilis KP and 5628 bacteria and their adherence properties was observed, which was
consistent with the obtained quantitative results.

2.2, The Impact of the Substances Secreted by Lactobacillus on Cell Cytotoxicity Induced by
P. mirabilis

The LDH and MTT assays were performed to investigate the role of the extracellular
substances on the cytotoxicity effect induced by the P. mirabilis strains on the bladder epithe-
lium. The LDH assay is based on the measurement of the levels of lactate dehydrogenase
released into the culture medium upon plasma membrane damage and is expressed as
a percentage of cell death, whereas the MTT assay is used to measure cellular metabolic
activity and can be expressed as a percentage of cell viability [16]. The level of bladder
cell cytotoxicity induced by the P. mirabilis strains after 24 h was high. The percentage of
eukaryotic cell death caused by all P. mirabilis strains in the presence of L. jensenii was also
high (on average 90%, where 100% were P. mirabilis pure cultures) (Figure 3a). However,
L. gasseri significantly reduced this effect in the co-culture with all P. mirabilis strains
(* p < 0.05). The strongest inhibition of eukaryotic cell death (by 35%) was noticed in the
culture with P. mirabilis 5628 and extracellular substances of L. gasseri. Conversely, as shown
in Figure 3b, cell viability after 24 h of incubation was low and remained at the level of
3% for P. mirabilis KP and 10% for P. mirabilis K8/MC. The viability of eukaryotic cells
in the samples with the addition of Lactobacillus strains was higher than in those with
P. mirabilis alone. In particular, the substances secreted by L. gasseri had an impact on cell
cytotoxicity induced by P. mirabilis 5628, where even five times higher cell viability was
noticed (* p < 0.05).
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Figure 2. Adhesion of the P. mirabilis strains ((a) K8/MC; (b) KP, (c) 5628) to the bladder epithelium
cell line HCV-29 in the presence of extracellular substances secreted by L. jensenii (1) and L. gasseri (2)
using the cell culture inserts system. The scale bar represents 10 pm.

(a) (b)
9 v " 1 Controls
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Figure 3. Percentage of cell death in the presence of the extracellular substances secreted by
L. jensenii and L. gasseri strains, where 100% was pure P. mirabilis and bladder cell line HCV-29
in RPMI with synthetic urine (a). Percentage of cell viability in pure culture of P. mirabilis strains
and bladder cell line HCV-29 in RPMI with synthetic urine as controls and in the presence of the
extracellular substances secreted by L. jensenti and L. gasseri strains (b). The resulls are presented as
median + interquartile range (IQR) of four experiments. * p < 0.05 for the comparison of cell death
and cell viability of P. mirabilis bacteria in the presence of L. jensenii and L. gasseri strains vs. in pure
cultures. Mann-Whitney U test.
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2.3, Extracellular Substances of Lactobacillus Inhibit the Crystallization of Urine Components
Caused by P. mirabilis

The influence of the Lacfobacillus strains and the secreted substances on the inten-
sity of crystallization was assessed by determining the degree of ammonia release and
concentrations of Mg?* and Ca®* ions and by observing the crystals under a microscope.
Urease hydrolyzes urea, which leads to an increase in the pH value and release of ammonia.
As shown in Figure 4, in the presence of L. gasseri and L. jensenii, ammonia release was
inhibited compared to the controls—pure P. mirabilis cultures in synthetic urine. Espe-
cially the L. gasseri strain showed such properties in the co-culture with P. mirabilis KP,
where after 6 h of incubation the ammonia release inhibition reached the level of 40%
(** p < 0.03) compared to the control. In the culture with P. mirabilis K8 /MC, the Lactobacillus
strains showed the weakest ability to inhibit the release of ammonia, which remained at a
maximum of 10% at 6 h and then decreased till 24 h of the experiment.
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Mg
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Figure 4. Percentage of ammonia release inhibition in the culture with the P. mirabilis strains in
synthetic urine and the extracellular substances secreted by Lactobacillus after 6, 8 and 24 h of
incubation (a). Intensity of crystallization expressed as the concentration of Mg?* and Ca®* in
the culture with P. mirabilis strains in synthetic urine and the extracellular substances secreted by
Lactobacillus after 6, 8 and 24 h of incubation (b). (1) corresponds to P. mirabilis K8/MC, (2) to
P. mirabilis KP and (3) to P. mirabilis 5628. The results are presented as median = interquartile range
(IOR) of three experiments. ** p < 0.03, * p < 0.05 for comparison of ammonia release in pure culture
vs. in the presence of Lactobacillus extracellular substances using Kruskal-Wallis test with Dunn’s
multiple comparisons and for comparison of Ca®* and Mg?" ion concentrations in pure culture vs. in
the presence of Lactobacillus extracellular substances using Mann-Whitney U test.

In the presence of L. gasseri, lower concentrations of Ca®* and Mg2+ ions compared to
the controls were also observed. This trend was the strongest in the culture with P. mirabilis
5628, where the calcium content after 6 h of incubation was almost two times lower than
in control (** p < 0.03). In the culture of P. mirabilis K8/MC and P. mirabilis KP, a decrease
in the calcium content was noted in the presence of both Lactobacillus strains mainly after
6 and 8 h of incubation. Also, only a slight decrease in the magnesium content was observed
in the presence of L. gasseri after 6 and 8 h of incubation with all P. mirabilis strains. After
24 h of incubation, there was a decrease in Mgz+ concentration in the culture with P. mirabilis
K8/MC and 5628 and substances secreted by Lactobacillus.
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Phase-contrast microscopy images confirmed that in the samples with P. mirabilis 5628
and P. mirabilis KP and in the presence of the L. gasseri strain, the crystallization of urine
components was inhibited (Figure 5). After 8 h of the experiment, no struvite crystals,
with an X-shaped dendrite appearance, were observed in the cultures of P. mirabilis KP
and 5628 in the presence of extracellular substances secreted by L. gasseri. Additionally,
in the sample with P. ntirabilis K8 /MC and in the presence of L. jensertii and L. gasseri, the
size of struvite crystals was smaller compared to that found in the controls. After 6 h of
incubation there were no struvite crystals observed, and after 24 h, struvite and apatite
crystals were detected in each sample, therefore the attention was focused on images after
8 h of incubation. Apatite was formed in all samples probably because it crystallizes at a
lower pH than struvite.

Figure 5. Crystallization caused by P. mirabilis ((a) P. mirabilis K8/ MC; (b) P. mirabilis KP; (c) P. mirabilis
5628) in the presence of the extracellular substances secreted by L. jensenii (1) and L. gasseri (2) after
8 h of incubation. The scale bar represents 10 um. A corresponds to carbonate apatite and S to
struvite crystals.

The intensity of crystallization associated with the epithelium was determined on
the basis of the concentration of calcium and magnesium ions, release of ammonia and
visualization of crystallization using Von Kossa staining and confocal microscopy. As
shown in Figure 6, in the presence of L. gnsseri, the content of Ca>* ions was significantly
lower compared to the controls after 6 or 8 h of incubation. However, the concentration of
magnesium in the samples incubated with Lactobacillus strains was unexpectedly higher
compared to the controls (by up to 20%, * p < 0.05). Both Lactobacillus strains inhibited
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ammonia release in the co-culture with all Profeus strains. The strongest inhibition of
ammonia release (by 27%) was observed in the presence of L. gasseri and P. mirabilis 5628
after 6 h of incubation (** p < 0.03).

(al) (a2) (a3)
_;_ 60 1 L. jensenii W L. gasseri E 60 O L jensenii B I gasveri ‘5 601 71 L jensenii W L. gosseri
£ = £
= = =
= = £
o ¥ ] .
E €1 . R . Z 40+ .
- F
£ i . 2 E : £ : .
z . . = = T P
£ 304 . £ 204 £ = ‘
g E E i
= : T o § —
e - L -
= = —- -}
£ 0 - - E S0 T r — s 0 T T < ,i—
6 8 24 6 8 24 6 8 24
hours hours hours
h2 g i .
(b1) O P mirabilis K&/MC Bl L. jensenii (b2} 0 P mirabilis KP B L. jensenii (b3) = P mivabilis 5628 B L. jensenii
W [ gasseri B [ gasseri W [ gusseri
40 4 401 i 55 501
Ca'* Mg Ca? Mg Ca* Mgt

4 6

hours

40

8 24 6 8 M4 6 8 24

hours hours

Figure 6. Percentage of ammonia release inhibition in the culture with the P. mirabilis strains and
the HCV-29 cell line in RPMI medium with synthetic urine and the extracellular substances secreted
by Lactobacillus after 6, 8 and 24 h of incubation (a). Intensity of crystallization expressed as the
concentration of Mg®* and Ca?* in the culture with the P. mirabilis strains and the HCV-29 cell line in
RPMI medium with synthetic urine and the extracellular substances secreted by Lactobacillus after
6, 8 and 24 h of incubation (b). (1) corresponds to P. mirabilis K8/MC, (2) to P. mirabilis KI" and
(3) to P. mirabilis 5628. The results are presented as median & interquartile range (IOR) of three
experiments. * p < 0.03, * p < 0.05 for comparison of ammonia release in pure culture vs. in the
presence of Lactobacillus extracellular substances using Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparisons, and for comparison of Ca* and Mg2* ions concentrations in pure culture vs. in the
presence of Lactobacillus extracellular substances using Mann-Whitney U test.

Von Kossa staining was performed to visualize calcium deposits associated with the
HCV-29 cells. Calcium is the main component of carbonate-apatite crystals and, as shown
in Figure 7, apatite crystals may be formed and remain in the epithelial cells of the bladder
and outside the cells. Calcium deposits (black points) inside and outside the cells were
observed in all control samples and in some samples with the Lactobacillus strains, which
proved the ongoing crystallization process. However, no deposits were observed in the
presence of the metabolic products of the L. gasseri strain and P. mirabilis 5628.

Images from confocal microscopy allowed for visualization of eukaryotic and bacterial
cells, stained by a green fluorescent dye, and crystals showing autofluorescence. The impact
of the substances secreted by Lactobacillus on crystallization caused by the P. mirabilis strains
was investigated; however, in confocal microscopy, the attention was focused on P. mirabilis
5628 in a co-culture with L. gasseri, where the intensity of crystallization was inhibited the
most intensively. As shown in Figure 8, autofluorescent crystals (red points) were most
noticeable in the control sample with P. mirabilis 5628, inside the eukaryotic cells (Figure 8a).
There were no reflecting crystals in the presence of the substances secreted by L. jensenii
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(Figure 8b) and L. gasseri (Figure 8c). Additionally, it could be observed that in the presence
of the Lactobaciilus extracellular substances, especially substances of L. gasseri, eukaryotic
cells looked healthier compared to control, which proves the inhibition of the cytotoxic
effect of Proteus.

Figure 7. Crystallization caused by P. mirabilis ((a) P. mirabilis K8 /MC; (b) P. mirabilis KP; (c) P. mirabilis
5628) in the presence of extracellular substances secreted by L. fensenii (1) and L. gasseri (2). The scale
bar represents 10 pm.

In our previous studies, we had shown that organic acids secreted by the tested
Lactobacillus strains had antibacterial properties [17] and L-lactic acid was able to inhibit
the activity of urease, an enzyme secreted by Profeus strains involved in the crystallization
process [18]. The two main organic acids secreted by the tested strains of L. gasseri and
L. jensenti are lactic acid and succinic acid; therefore, in this work the attention was focused
on the secretion of these two acids. The results of this study indicate that L. gasseri and
their extracellular substances can inhibit the crystallization process and the cytotoxicity
of bladder cells induced by P. mirabilis and have the ability to inhibit the adhesion of
these uropathogens to the epithelium. Simultaneously, this strain produces a higher
concentration of L-lactic acid compared to L. jensenii (Figure 9). Interestingly, L. jensenii
may be distinguished by the secretion of a high concentration of succinic acid, and both
strains produce similar level of D-lactic acid. These results indicate that L-lactic acid may
be responsible for the anti-adhesive, anti-crystallization or anti-cytotoxic properties.
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Figure 8. Confocal laser scanning microscopy images. The HCV-29 cell line and the P. mirabilis 5628
cells were stained with SYTO-13 and are green, while the crystals show autofluorescence and are red
(white arrow). (a) corresponds to control, (b) corresponds to extracellular substances of L. jenseiti and
(c) to L. gasseri. The scale bar represents 10 um.
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Figure 9. Concentrations [mM] of L-lactic, D-lactic and succinic acids after 6, 8 and 24 h of incubation
with P mirabilis strains ((a) K8/MC, (b) KD, (¢) 5628) and in the presence of L. jensenii and L. gassert
using the cell culture inserts system. The results are presented as median <k interquartile range (IQR)
of four experiments. * p < (.05 for the comparison of concentration of organic acids in the tested
supernatants in the presence of L. jensenii vs. in the presence of L. gasseri according to Mann-Whitney
U test.

3. Discussion

Infectious urolithiasis is one of the subsets of urolithiasis characterized by a high rate
of morbidity and mortality, constituting a global health-care issue. Struvite stones are
formed rapidly within 4-6 weeks, treatment of this disease is often ineffective and relapses
are very common [19,20]. According to the research of Wong. et al. [21], after a complete
eradication of a urinary stone, recurrences were observed at the level of 10%; however, if
fragments of the stone remained in the urinary tract, the recurrence rate increased to 85%.
Moreover, difficulties in the treatment can be also associated with the fact that bacteria
can hide in the interstices of the stone or exist within eukaryotic cells, which reduces the
effectiveness of antibiotic therapy [8,22]. All these facts make infectious urinary stones the
most challenging to treat among all types of stones.

Urease-producing microorganisms, bacteria belonging to the genus Profeus in particu-
lar, are involved in the formation of urinary stones. Bichler et. al. [23] demonstrated that
100% of Proteus strains produce this enzyme and studies conducted by Kramer et al. [24]
showed that 70% of urinary stone isolates were microorganisms belonging to this genus. In
our previous studies, we had demonstrated that organic acids of the tested Lactobacillus
strains had antibacterial properties against P. mirabilis [17] and lactic acid had an impact
on urease activity [18]. Additionally, we showed that Lactobaciliits inhibited crystallization
in the co-culture with P. mirabilis. This knowledge led us to speculate that organic acids
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secreted by Lactobacillus affected the crystallization process as well as the adhesion of the
Proteus strains to the bladder epithelium in vitro and decreased cell cytotoxicity induced by
these umpathogens.

The first stage of UTIs and development of urease-induced stones is the invasion of
uropathogens and their adhesion to the epithelium. P. mirabilis uses many virulence factors
to initiate the infection [25]. Ammonia produced by P. mirabilis also has a great impact on
the adhesion of bacteria to the urothelium and its colonization. Ammonia damages the
layers of glycosaminoglycan that cover the epithelium of the urinary tract [20]. Struvite and
apatite crystals can be formed in the bladder as well as in the kidneys. Their aggregation
leads to the formation of urinary stones, which may damage the epithelium. At the same
time, these areas can serve as nucleation sites for the crystallization process [26]. The
presented results indicate that the L, gasseri strain reduces the adhesion of the P. mirabilis
strains to the bladder epithelium by secreting extracellular substances. There are many
reports about the anti-adhesion properties among Lactobacillus species concerning their
inhibitory effect on the adhesion of pathogens to the genital tract [27] or urinary tract [28].
There are several mechanisms that allow Lactobacillus to protect the epithelium against
pathogens. Lactic acid bacteria secrete extracellular substances such as organic acids or
bacteriocins, which have an antibacterial effect, secrete proteins that degrade carbohydrate
receptors and have an ability to produce receptor analogs and biosurfactants. The inhibition
of adhesion can occur by displacing pathogens from the epithelium cells and by competition
with the pathogen for specific receptors [29].

In the course of experiments, the influence of the extracellular substances secreted
by the tested Lactobacillus strains on the cytotoxic effect induced by P. mirabilis strains
was investigated. As shown in this study, L. gasseri significantly inhibited eukaryotic cell
death caused by all P mirabilis strains tested. Similarly, the viability of the cells after 24 h
of incubation was the highest in the presence of L. gasseri extracellular components. We
suggest that these anti-adhesion and anti-cytotoxicity properties of the L. gasseri strain are
the result of L-lactic acid action, due to that fact that it is the main organic acid produced
by this strain with antibacterial and urease-inhibitor activity. Maudsdottere et al. [30]
showed that lactic acid produced by Lactobacillus exhibited antibacterial properties against
Streptococcus pyogenes and reduced cytotoxicity of pharyngeal epithelial cells. Lactic acid
had an ability to degrade S. pyogenes lipoteichoic acid, which induced host cell cytotoxicity.
Therefore, it can be assumed that, in addition to the mechanisms indicated by our work,
this process may be also influenced by others, operating simultaneously.

In our previous paper, we had revealed that Lacfobacillus might inhibit the crystalliza-
tion process caused by P. mirabilis with different intensity [18]. In this work, we focused on two
Lactobacillus strains that showed the strongest and the weakest ability of crystallization inhibi-
tion. Additionally, to confirm the fact that extracellular components are responsible for those
properties, a system with inserts was used, which allowed diffusion of Lactobacillus metabolic
products without mixing the Profeus and Lactobacillus cells. In the current research, we
observed that the substances produced by L. gasseri significantly reduced the release of
ammonia, and lower concentrations of Mgz‘ and Ca?* ions indicated the inhibition of the
crystallization process. L. jensenii also exhibited such properties but to a lesser extent. The
characteristic appearance of X-shaped struvite crystals formed due to the rapid increase in
the pH value was also confirmed by phase contrast microscopy [31]. Similar results were
obtained in the assay of crystallization associated with the epithelium. Lactobacillus strains,
especially L. gasseri, inhibited the release of ammonia and calcium concentration. However,
the Mg®" ions concentration was different from that observed during the crystallization
without the epithelium. In the presence of Lactobacillus strains, the content of Mg>" ions
were higher compared to the control. However, this was not due to the increased intensity
of struvite crystallization but to the presence of a larger number of epithelial cells compared
to the control system. A higher cell number was associated with reduced cytotoxicity of
the bacteria. The estimated level of intracellular magnesium is 15-20 mM [32], while the
level of calcium is approximately 0.1-0.5 uM [33]; hence, in the experiments in the presence
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of the epithelium, the level of cellular magnesium but not calcium might have interfered
with the assessment of intensity of crystallization. Microscopic observations confirmed the
inhibitory effect of the substances secreted by Lactobacillus on the crystallization induced
by P. mirabilis. The reduced intracellular calcium content in the presence of L. gasseri was
confirmed using Von Kossa staining and confocal microscopy images. There is not much
data concerning the autofluorescence of urinary crystals. However, Mathoera et al. [34]
visualized this phenomenon as well as intracellular crystallization in the ureter cell line
SV-HUC-1. Also, Lin et al. [35] proved that calcium oxalate dehydrates, uric acid and
calcium oxalate monohydrate crystals showed autofluorescence.

The Lactobacillus strains differ in their antibacterial properties, as shown by the research
conducted by Hutt et al. [36], where L. crispatus were found to have a stronger antagonistic
effect against E. coli and Candida than L. jensenii and L. gasseri. The concentration and
type of secreted organic acids may also depend on the species of the microorganisms,
culture medium and conditions [37]. Our study revealed that the tested Lactobacillus
strains differed in terms of the production of organic acids in synthetic urine environment.
L. jensenii was found to secrete large amounts of succinic acid, while L. gasseri produced L-
lactic acid. Lactic acid exists in two enantiomers; L-lactic acid is an endogenous compound
and D-lactic acid is characterized by harmful properties. D-lactic acid is a toxic metabolite,
which in large doses may cause various health complications and has neurotoxic effects
on organisms. Under normal conditions, concentration of this acid in the human body
is controlled. However, this acid may be overproduced by microbiota in short bowel
syndrome and after jejunoileal bypass surgery [38]. Lactobacillus strains generally produce
both D-lactate and L-lactate, which was confirmed by our research as well. However,
the level of concentrations may be different among Lactobacillus species, like in the study
conducted by Witkin et al. [39] where the level of D-lactic acid in the samples containing
L. crispatus was higher than in those with L. iners.

4. Materials and Methods
4.1, Bacterial Strains

The P. mirabilis strains (KP; 5628) were isolated at the Department of Microbiology from
the urine of patients of the Children’s Memorial Health Institute in Warsaw, Poland, who
had been diagnosed with infectious urolithiasis. The P. mirabilis K8/MC strain was obtained
from urinary stones and provided by the Provincial Specialist Hospital M. Pirogow in Lodz.
The strains were identified using the API 20E test (Biomerieux, Marcy-T'Etoile, France) and
cultured on TSB (tryptic soy broth, BTL, Warsaw, Poland) at 37 °C for 24 h.

Lactobacillus strains were isolated from the urinary tract of healthy people with the
consent of the Committee for Bioethics of Scientific Research of the University of Lodz
(4(I)/KBBN-UL /I1/2020), and were deposited in the bacterial strain collection at the De-
partment of Biology of Bacteria, University of Lodz. The method of isolation of these
strains and their characteristics had been described previously [17]. Briefly, the strains
were obtained from human urine of both men and women who had not been treated with
antibiotics and probiotics in the last 3 months. They were identified by their morphology
and mass spectrometry using a MALDI/TOF Microflex LT (Bruke, Billerica, MA, USA).
Lactobacillus spp. were cultured on APT broth (BD Difco, Franklin Lakes, NJ, USA) and
incubated in 5% CO; at 37 °C for 48 h.

4.2. Adhesion Assay

The effect of extracellular substances secreted by Lactobacillus strains on the adhesion
of the tested P. mirabilis strains to the bladder epithelial cell line (HCV-29) was determined
in this assay. The cells were grown in RPMI 1640 medium (Biowest, Nuaille, France)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FBS, Biowest, Nuaille, France),
2 mM ultraglutamine (Lonza, Walkersville, MS, USA), 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin (PolfaTarchomin, Warsaw, Poland). The assay was carried out on the ad-
herent 12-well plates with polycarbonate membrane inserts with a pore diameter 0.4 um
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(Thermofisher, Waltham, MA, USA), seeded with 1 x 10° cells per well. After 5 days
of incubation in a humidified incubator with 5% CQ, at 37 °C, RPMI medium without
antibiotics and synthetic urine (in the ratio 4:1) were added. Synthetic urine contained the
following components [g/L]: CaCl;-2H»0, 0.651; MgCl,-6H,0, 0.651; NaCl, 4.6; Nay SO,
2.3; sodium citrate, 0.65; sodium oxalate, 0.02; KH,PQy, 2.8; KCl, 1.6; NH,Cl, 1.0; urea,
25.0; creatinine, 1.1; tryptic soy broth, 10.0 (Sigma, 5t. Louis, MO, USA). It was prepared
according to the previously described procedure [18,40]. The HCV-29 cell line was infected
with bacterial cultures in the ratio 1:5 (it was determined that in this ratio, crystallization
was most intensively inhibited by Lactobacillus) of P. mirabilis and Lactobacillus, cultured
as described in Section 4.1. The control was pure P. mirabilis in the mixture of RPMI and
synthetic urine. A bacterial culture of P. mirabilis was added to the lower part of the plate
and that of Lactobacillus to the insert, which ensured the diffusion of metabolic products
of Lactobacillus while simultaneously preventing the mixing of Proteus and Lactobacillus
cells. After 1 h of incubation, the cells were washed two times with PBS to remove non-
adherent bacteria. To establish the number of adherent P. niirabilis bacteria, a monolayer
was lysed using 1% Triton X-100. Serial dilutions were seeded on Tryptic Soy Agar (TSA,
BTL, Warsaw, Poland) and incubated at 37 °C for 24 h and the results were presented as
bacterial colony-forming units (CFU/mL). Additionally, in order to assess the adhesion of
the P. mirabilis strains, the qualitative, crystal violet staining method was performed. In
short, the cells were seeded 1 x 10° per well and incubated for 24 h. Subsequently, 4%
formaldehyde was added to the wells for 10 s to fix the cells. Then, after washing with PBS
solution, 1% crystal violet aqueous solution was added to each well containing epithelial
cells with adherent P. mirabilis strains and stained for 5 min. After incubation and washing
with distilled water, adhesion was observed using a phase-contrast microscope (Nikon
Eclipse TE-2000-5, Tokyo, Japan).

4.3. In Vitro Cytotoxicity Studies

The influence of Lactobacillus extracellular substances on the cytotoxic effect of HCV-29
cells induced by P. mirabilis was determined using the MTT and lactate dehydrogenase
activity (LDH) assays. The MTT assay was performed according to Toniolo G. et al. [41].
Briefly, HCV-29 cells (1 x 10° cells/per well) were cultured in a 12-well plate for 5 days
and infected with P. mirabilis and Lactobacillus strains as described in Section 4.2. After
24 h of incubation, using the cell culture inserts system, the bacterial cultures were removed
and washed two times with PBS solution. Subsequently, 40 pL of MTT solution (5 mg/mL
in PBS, Sigma, St. Louis, MO, USA) and 400 pL of RPMI 1640 medium without antibiotics
were added to the wells. The cells were incubated under the same conditions for 3 h. The
solution was then removed and the formed formazan crystals were dissolved in DMSO and
glycine buffer (12.5 mL 0.2 M glycine; 10.9 mL 0.2 M NaOH; 26.6 mL H,0). The absorbance
was measured on a 96-well plate at 550 nm wavelength using a Multiskan Ex microplate
reader (Labsystems, Helsinki, Finland). The results were expressed as a percentage of cell
viability, where the positive control was an untreated monolayer of the cell line HCV-29 and
the negative control was a monolayer of the cell line infected with the P. mirabilis strains.

To measure the level of cell death, the HCV-29 cell line was cultured and infected as
described above. The LDH assay was performed using the LDH assay kit (Roche Diagnos-
tics GmbH Roche Applied Science Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s
protocol. In brief, after 24 h, the culture supernatants were collected and transferred to a
96-well plate. Subsequently, 100 pL of the reaction mixture was added and incubated for
30 min and 50 pL of a stop solution was added to each well. The absorbance was measured
at 490 nm and 625 nm wavelengths. The results were expressed as a percentage of cell
death, where 100% was the monolayer infected with P. mirabilis strains.

4.4. Crystallization Assay

The crystallization assay was performed on 12-well plates with polycarbonate mem-
brane inserts with a pore diameter 0.4 um to assess the influence of extracellular substances
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of Lactobacillus on the crystallization caused by P. mirabilis over time. A total of 2 mL of
synthetic urine and the cultures of P. mirabilis and Lactobacillus were added as described in
Section 4.2. Pure P. mirabilis cultures in synthetic urine were controls in this experiment.
The plate was incubated at 37 °C and at 6, § and 24 h of incubation the samples were
analyzed to evaluate the intensity of crystallization. Ca®* and Mg?" ion concentrations
were determined by the atomic absorption spectroscopy method with flame atomization
(240FS AA Agilent, Santa Clara, CA, USA). Samples for this analysis were prepared by
collecting the supernatants at the tested hours (0.5 mL) and additionally by adding 0.5 mL
of 65% HNOj to the emptied wells for mineralization of the residue. Ammonia release in
the tested samples was measured by the phenol hypochlorite colorimetric method [42], and
the results were expressed as a percentage of the inhibition of ammonia release, where 100%
was the concentration of ammonia in the control, synthetic urine with P. mirabilis. Qualita-
tive analysis of the degree of crystallization consisted of the observation of struvite and
apatite crystals using a phase-contrast microscope (Nikon Eclipse TE-2000-5, Tokyo, Japan).
Moreover, at 6, 8 and 24 h, supernatants were collected and the concentrations of L-lactic
acid, D-lactic acid and succinic acid were determined, following the manufacturer’s instruc-
tions, using D-lactate (MAKO058), L-lactate (MAK329) and succinate (MAK335) assays kits
(Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA).

The evaluation of crystallization associated with the epithelium was performed analo-
gously. The HCV-29 cell line was cultured and infected as described in Section 4.2. The plate
was incubated at 37 “C and after 6, 8 and 24 h of incubation, the samples were analyzed to
assess Ca®" and Mg”* and ammonia release at the same conditions as above.

4.5, Imaging of Cell-Associated Crystallization

Von Kossa staining was performed according to Akiyoshi et al. [43] with some modi-
fications to detect and visualize calcium deposits in the tissue samples. The HCV-29 cell
line (1 % 105 cells per well) was cultured at 37 °C for 24 h, 5% CO; on the surface of an
adherent 12-well plate, and infected with P. mirabilis and Lactobacillus strains as described
in Section 4.2, After 4 h of incubation, the monolayer was washed with distilled water
and 5% silver nitrate was added to the wells. After 20 min of exposure to the UV lamp,
the wells were washed with distilled water and treated with 5% sodium thiosulphate for
5 min. Subsequently, the monolayer was washed again and stained with 1% neutral red.
The red-stained cells with black calcium deposits were observed using a phase contrast
microscope (Nikon Eclipse TE2000-S, Tokyo, Japan).

A confocal laser scanning microscope (CLSM) was used to image crystallization
using the phenomenon of crystal autofluorescence. The eukaryotic cells were cultured as
described above, on an adherent black 12-well plate with a FLux bottom (SPL Life Sciences,
Pochon, Republic of Korea) and infected with the P. mirabilis and Lactobacillus strains as
described in Section 4.2. After 4 h of incubation, the monolayer was washed with PBS
solution and incubated with 4% of formaldehyde solution for 15 min to fix the cells. Then,
after washing the wells twice with PBS, the green fluorescent nucleic acid dye SYTO13
(1:1000 dilution in PBS, Thermofisher, Waltham, MA, USA) was added and the culture was
incubated in the dark for 20 min. After incubation, the cells were washed once again with
PBS and suspended in 250 uL of PBS solution. The imaging was performed using a Leica
TCS SP8 (Wetzlar, Germany), LAS-AF Version 3.3.0 software with a DMI6000 inverted
microscope and a 63 x magnification and oil immersion objective (HCL APO), HyD, in
standard mode. SYTO13 was excited at 488 nm (laser intensity 5%) and 594 nm was used to
visualize the autofluorescence of crystals (laser intensity 30%) [35]. Confocal scanning was
performed bidirectionally at 400 Hz and the line average was set to 4. Control and testing
samples had the same parameters sets.

4.6. Statistical Analysis

All experiments were carried out at least in triplicate. The normal distribution was
analyzed by the Kolmogorov-Smirnov test and homogeneity of variance was performed
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by Levene’s test. Statistical analyses were based on the non-parametric Kruskal-Wallis
test with Dunn’s multiple comparisons and the Mann-Whitney U test, performed using
Statistica software version 13.3 (StatSoft, Krakow, Poland) and GraphPad Prism 9 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The results were considered to be statistically
significant at p value < 0.05.

5. Conclusions

On the basis of the above results, it can be concluded that extracellular substances
of Lactobacillus have an impact on the pathogenicity of P. mirabilis strains by inhibiting
the adhesion to the epithelium, reducing cytotoxicity and the crystallization process. We
indicated that L-lactic acid was responsible for such properties, which seems to confirm
our previous research results [18]. Simultaneously, we cannot exclude that other molecules
secreted extracellularly by Lactobacillus, and other mechanisms that will be the subject of
our further work are also responsible for these effects. However, the results of this work
may contribute to better treatment and prevention of urinary tract diseases, especially
infectious urolithiasis.
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V. Woyniki nieopublikowane

IV.1. Materialy i metody

IV.1.1. Otrzymywanie supernatantéw pohodowlanych Lactobacillus

Badane szczepy L. jensenii oraz L. gasseri wyizolowane z drég moczowych
zdrowych ludzi, byty hodowane na pozywce ptynnej APT (BD Difco) w 37 °C przez 48
godzin w inkubatorze z zawarto$cig 5% CO2. Nastgpnie hodowle bakteryjne byly
wirowane (3300 x g, 30 min, 4 °C). Otrzymane supernatanty byly filtrowane przez filtr

o $rednicy porow 0,22 um (Sartorious).

IV.1.2. I1zolacja zewnatrzkomérkowych bialek oraz polisacharydow Lactobacillus

Izolacj¢ polisacharydow przeprowadzono w oparciu o metode Kwon i in. [139].
W celu izolacji polisacharydow z supernatantéw Lactobacillus, ktorych otrzymywanie
opisano w rozdziale 1V.1.1., dodawano 15% kwas trichlorooctowy (v/v), a nast¢pnie
inkubowano préby 1 godzine w 37 °C. W kolejnym etapie proby wirowano (10,000 % g,
10 min, 4 °C) i dodawano 96% etanol na lodzie w stosunku 1:2, w celu wytracenia
polisacharydéw Lactobacillus. Proby inkubowano 24 godziny w 4 °C i po tym czasie
ponownie wirowano (10,000 x g, 20 min, 4 °C). Powstaly osad rozcienczano w wodzie

destylowanej.

Izolacj¢ bialek przeprowadzono metodg z uzyciem siarczanu amonu [140].
Supernatanty pohodowlane L. jensenii i L. gasseri otrzymywano w tych samych
warunkach jak w przypadku izolacji cukréw. Do uzyskanych supernatantow dodawano
siarczan amonu (80% nasycenia) i inkubowano przez noc w 4 °C. Nast¢pnie proby

odwirowano (10,000 xg, 20 min, , 4 °C) a powstaty osad rozpuszczono w PBS.

Uzyskane proby polisacharydéw oraz biatek dializowano odpowiednio, wobec
wody destylowanej oraz wobec PBS, przez 4 dni w temperaturze 4 °C. Zawartos¢
cukrow oznaczono metodg Dubois [141] a bialek, metodg Lowry’ego [142]. Proby

nastepnie liofilizowano przez noc (FreeZone Plus 6, Labconco).
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1VV.1.3. Otrzymywanie krysztaléw struwitu

Mocz syntetyczny sporzadzono wedtug Griffith i1 in. [143] z pewnymi
modyfikacjami. Mocz zawierat [g/1]: MgCl> x 6H20, 0,651; NaCl, 4,6; NaxSOa, 2,3;
cytrynian sodu 0,65; szczawian sodu 0,02; KH2PQOg, 2,8; KCI, 1,6; NH4Cl, 1,0; mocznik
25,0; kreatynina, 1,1 oraz TSB, 10,0 (Sigma). Do moczu syntetycznego nie dodawano
jondéw wapnia, poniewaz na tym etapie badan oceniano jedynie agregacje krysztalow
struwitu. Otrzymany mocz sterylizowano za pomocg filtrow strzykawkowych o $rednicy

poréw 0,2 um (Sartorious).

Mocz syntetyczny doprowadzano do pH 8,5, za pomoca 1,2 M NHs, w $cisle
kontrolowanych warunkach. Amoniak byt dodawany do moczu w ilo$ci okoto 8ul/
1 min, co umozliwialo uzyskanie matych krysztatow struwitu. W celu otrzymania
jednorodnych krysztatow mocz syntetyczny byt dodatkowo mieszany (100 obr/min),
z wykorzystaniem mieszadla magnetycznego w statej temperaturze 37 °C (Edmund
Bahler).

Dodatkowo, sporzadzono réwniez roztwor moczu syntetycznego bez krysztalow
struwitu. W tym celu do moczu syntetycznego dodawano 1,2 M NH3z do pH 8,5, bez
mieszania, natomiast nadal w stalej temperaturze 37 °C. Nastepnie otrzymany roztwor
wirowano (3300 x g, 20 min). Osad zebrano, a supernatant wykorzystywano do dalszych
etapow badan. Tak przygotowany roztwdr syntetycznego moczu stanowit
rozpuszczalnik krysztatow struwitu, a sposob jego przygotowania nie dopuszczatl do

dalszego wzrostu krysztalow w trakcie trwania doswiadczenia.

IVV.1.4. Pomiar potencjalu zeta krysztaléw struwitu

Agregacje¢ krysztalow reguluja fadunki powierzchniowe, ktore okresli¢ mozna za
pomoca potencjatu zeta. Proby do pomiaru potencjatu zeta stanowity 4 ml moczu bez
krysztalow, 25 pl krysztalow struwitu, ktérych przygotowanie zostalo opisane
w Rozdziale I1V.2.3. oraz zewnatrzkomoérkowe biatka i cukry otrzymane z supernatantow
pohodowlanych szczepow L. jensenii i L. gasseri, ktorych izolacja zostala opisana
w Rozdziale 1VV.2.2. Biatka oraz polisacharydy dodawano w takim samym stezeniu jakie
wytwarzaty szczepy Lactobacillus do podtoza. Do prob dodawano 100 pg/ml cukrow
wyizolowanych z L. jensenii i L. gasseri oraz 6,5 mg/ml biatek L. jensenii i 5 mg/ml

L. gasseri. Kontrole stanowita proba bez biatek oraz polisacharydow. Tak otrzymane
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proby przed dodaniem do celek (A.P. Instruments) byty poddane sonifikacji w tazni
wodnej z ultradzwigkami przez 3 minuty, w celu zapewnienia odpowiedniego
rozproszenia czastek. Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w statej temperaturze
37 °C oraz pH 8,5. Potencjal zeta mierzono za pomoca aparatu Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments). Parametry ustawiono na temperature 37 °C oraz pH wynoszace

8,5. Wykonano trzy niezalezne pomiary tego do§wiadczenia.

IV.1.5. Ocena pola powierzchni agregatéw struwitu

Wpltyw biatek oraz cukrow Lactobacillus na agregacje krysztalow struwitu
oceniano rowniez za pomoca obserwacji pod mikroskopem Olympus IX50. Na ptytki ze
szklanym dnem (Greiner) dodawano 990 ul moczu bez krysztatow, 10 pl krysztatow
struwitu, ktérych przygotowanie opisano w Rozdziale IV.2.3 oraz wyizolowane biatka
oraz cukry Lactobacillus, ktorych izolacje opisano w Rozdziale 1V.2.2. Kontrole
stanowita proba bez dodatku biatek oraz cukrow Lactobacillus. Obserwacje
wykonywano niezwlocznie po naniesieniu prob na plytki. Pola powierzchni
obserwowanych agregatow zliczano z 24 zdje¢ pola widzenia mikroskopu, za pomoca

oprogramowania Olympus cellSens Standard.

IV.1.6. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu 0 test t-studenta oraz test
Kruskala-Wallisa. Przeprowadzono réwniez analiz¢ korelacji pomigdzy wynikami
potencjalu zeta a polami powierzchni agregatow. Do analizy statystycznej uzyto
oprogramowania TIBCO Software Inc. (2017) Statistica wersja 13. Wyniki uznano za
istotnie statystycznie przy wartosci p<0.05. Do wizualizacji wynikow wykorzystano

oprogramowanie GraphPad Prism w wersji 8 (GraphPad Software, USA).
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IV.2. Wyniki

IV.2.1. Wplyw zewnatrzkomoérkowych bialek oraz polisacharydow Lactobacillus na

potencjal zeta krysztaléw struwitu

Na agregacje¢ krysztatow struwitu ma wptyw tadunek powierzchniowy i sily
odpychania elektrostatycznego pomiedzy krysztalami. Pomiar potencjalu zeta
umozliwia ich oznaczenie. Na jego warto$¢ wptywa wiele czynnikow, m.in. temperatura
oraz warto$¢ pH, dlatego tez, te wartosci w badanych probach podczas do§wiadczenia,
byty stale kontrolowane. Rycina 6 przedstawia wartosci potencjatu zeta otrzymane dla
proby kontrolnej bez cukréw oraz bialek Lactobacillus oraz dla prob badanych
z wyizolowanymi cukrami i biatkami L. jensenii i L. gasseri. Przyjmuje si¢, ze im
potencjat zeta blizszy wartosci 0, tym wigksze agregaty tworzg si¢ w badanej probie.
Wynika z tego, ze w obecnosci polisacharydow L. jensenii, agregaty krysztatlow struwitu
byty istotnie wicksze w porownaniu do kontroli, moczu syntetycznego z zawieszonymi
krysztatami. Zeta potencjat dla proby z cukrami L. jensenii wynosit -9,885 mV =+ 1,03,
podczas gdy w kontroli, warto$¢ ta wynosita -13,894 mV + 2,5 (Tabela 1). Nie
zaobserwowano natomiast istotnych roéznic pomiedzy warto§ciami potencjalu zeta
z uzyciem bialek badanych szczepoéw Lactobacillus oraz cukrow L. gasseri

w poréwnaniu do kontroli.

Tabela 1. Srednie pola powierzchni agregatow krysztatow struwitu oraz wartoéci potencjatu zeta
w probach badanych, z wyizolowanymi cukrami lub biatkami Lactobacillus oraz w probach
kontrolnych.

Préba Srednie pole powierzchni [um?] Potencjat zeta [mV]
Kontrola 604,544 + 133 -13,894 + 2.5
Cukry L. jensenii 624,095 £ 167 -9,885 +£1,03
Cukry L. gasseri 549,87 + 147 -13,629 + 1,64
Biatka L. jensenii 677,40 =202 -11,723 +£ 1,98
Biatka L. gasseri 543,16 £ 137 -14,257 + 1,42
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Rycina 6. Potencjal zeta agregatow krysztatdow struwitu [mV], w probach badanych
z wyizolowanymi cukrami oraz biatkami L. jensenii i L. gasseri oraz w probie kontrolnej. Wyniki
przedstawione jako $rednia * odchylenie standardowe z trzech eksperymentow. *p < 0,05 dla
warto$ci potencjatu zeta w probie kontrolnej w poréwnaniu do proby badanej z cukrami lub
biatkami Lactobacillus, test Kruskala-Wallisa.

IV.2.2. Wielko$¢ agregatow struwitu w obecnosci zewnatrzkomorkowych bialek

oraz polisacharydow Lactobacillus

Analizg agregacji w probach badanych oraz kontroli prowadzono rowniez za
pomoca obserwacji mikroskopowej 1 zliczaniu pdl powierzchni agregatow za pomoca
oprogramowania Olympus cellSens Standard. Przyktadowe zdjecie dla proby
z dodatkiem wyizolowanych biatek L. jensenii 22.2 i widocznymi agregatami krysztatow
struwitu przedstawia Rycina 7. Analizy statystyczne wykazaly dodatnig korelacje
pomiedzy warto$ciami potencjatu zeta a Srednimi polami powierzchni agregatow Tabela
1), co $wiadczy o tym, ze wraz ze wzrostem potencjalu zeta, rosto rowniez pole
powierzchni agregatu. Jednocze$nie, nie wykazano istotnie statystycznych rdznic
pomiedzy Srednig wielkos$cig agregatow w badanych uktadach a kontrolg. Mimo tego,
warto podkresli¢, ze w obecnosci cukrow oraz biatek L. jensenii agregaty byly wicksze
w poréwnaniu do kontroli, podczas gdy w obecnosci bialek oraz cukrow L. gasseri,
agregaty byly mniejsze. Ten etap badan wymaga jednak dalszych analiz, ktére jasno
wskazg rolg¢ 1 wptyw biatek oraz cukrow Lactobacillus na proces agregacji krysztatow

struwitu.
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Rycina 7. Przykladowe zdjecie agregatow struwitu dla préby 2z  dodatkiem
zewnatrzkomorkowych biatek L. jensenii. Wskaznik skali odpowiada dtugosci 50 pm.

IV.3. Podsumowanie wynikow stanowiacych nieopublikowang cze$¢ pracy

Agregacja krysztatow stanowi kluczowy etap powstawania infekcyjnych kamieni
moczowych. Proces ten zachodzi bardzo szybko i zalezy od wielu czynnikow jak
temperatura, pH i obecnosci innych substancji chemicznych. W celu dopetnienia wiedzy
na temat sktadnikow zewnatrzkomérkowych Lactobacillus i ich wptywu na agregacje
krysztalow, przeprowadzono analizy wptywu biatek oraz cukrow tych drobnoustrojow
na ten proces. Wedlug danych literaturowych, substancje te moga wptywac na potencjat
zeta, poprzez tworzenie bardziej hydrofilowej powierzchni komoérek bakteryjnych, co
wplywa na procesy agregacji oraz adhezji [144]. Ten mechanizm jest omawiany gtownie
pod katem wplywu na procesy autoagregacji drobnoustrojoéw komensalnych oraz
koagregacji Lactobacillus z patogenami [72,144]. Jak wykazaty wyniki tej czesci pracy
doswiadczalnej, w obecno$ci cukréw L. jensenii tworzg si¢ wicksze agregaty struwitu
w porownaniu do kontroli, bez dodatku substancji zewnatrzkomorkowych Lactobacillus.
Jednakze, nie potwierdzity tego wyniki otrzymane ze Srednich pdél powierzchni
agregatow. Ten etap wymaga dalszych badan, ktore przede wszystkim scharakteryzuja
zewnatrzkomoérkowe biatka oraz polisacharydy wydzielane przez L. jensenii oraz L.
gasseri oraz mechanizm ich dziatania w kontekscie ich wptywu na agregacje krysztatow.

Warto podkresli¢, ze polisacharydy wykazuja duze zrdéznicowanie w sktadzie
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chemicznym, co moze mie¢ wptyw na procesy agregowania krysztatow struwitu. WyniKki
tej czesci pracy sugeruja, ze sktad polisacharydow szczepow L. jensenii oraz L. gasseri
roznig si¢ od siebie, co wpltywa na intensywnos$¢ agregacji. Jak wskazuje literatura,
rzeczywiscie polisacharydy wytwarzane przez Lactobacillus mogg rézni¢ sie pod katem
sktadu cukrow, w zaleznos$ci od warunkoéw srodowiskowych czy dostepnosci substratow.
Badania Giordani 1 in. [75] wskazaty, ze badany szczep L. crispatus zawierat wigcej D-
mannozy i D-fukozy, z kolei szczep L. gasseri charakteryzowat si¢ wieksza zawarto$cia
D-glukozy. Jednakze, co istotne, byty to szczepy Lactobacillus wyizolowane z drog
rodnych. Niewiele jest danych dotyczacych bialek oraz polisacharydéw wytwarzanych

przez szczepy Lactobacillus wyizolowanych z drég moczowych.
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V.  Podsumowanie wynikéw i wnioski

W toku badan eksperymentalnych wyizolowano 9 szczepoéw Lactobacillus
(L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii oraz L. saermineri), nalezacych do naturalnej
mikrobioty drog moczowych. Powyzsze szczepy, wykazywaly dzialanie
przeciwbakteryjne, hamujac wzrost patogenow P. mirabilis z r6zng intensywnoscia.
Supernatanty niczym nietraktowane wykazywaty najsilniejsze  wlasciwosci
antagonistyczne wobec szczepow P. mirabilis, co wskazuje na kwasy organiczne jako
glowne substancje wydzielane przez Lactobacillus o charakterze antybakteryjnym.
Analiza profilu wytwarzanych kwasow organicznych wykazata, ze wszystkie badane
szczepy Lactobacillus wydzielajag kwas mlekowy oraz bursztynowy. Zidentyfikowano
rowniez szczepy wytwarzajace kwas cytrynowy (L. crispatus 13.2, L. crispatus 40 oraz
L. gasseri ATCC 33323). Badane kwasy organiczne hamowaty wzrost bakterii oraz
tworzenie biofilmu badanych szczepoéw P. mirabilis. Wraz ze wzrostem st¢zenia uzytego
kwasu, te wilasciwosci byty silniejsze. Ponadto, wyniki wykazaly, ze mechanizm
dzialania badanych kwaséw organicznych w kontekscie ich antybakteryjnych
wilasciwosci wobec P. mirabilis, polega na przenikaniu przez ich btong¢ i zakltdcaniu
funkcji komoérek. Powyzsze wyniki, zawarte w publikacji 1, wskazuja, ze kwasy
organiczne wydzielane przez Lactobacillus maja potencjal w zapobieganiu i leczeniu
ZUM oraz moga mie¢ wptyw na choroby zwigzane z infekcjami drog moczowych, jak

rozwoj infekcyjnych kamieni moczowych.

Wybrane szczepy Lactobacillus (L. crispatus 1.2, L. crispatus 4, L. jensenii 22.2
oraz L. gasseri 35.3) hamowatly krystalizacje mineralnych sktadnikow moczu
w obecnos$ci badanych szczepow P. mirabilis. Wskazywaly na to nizsze st¢zenia wapnia
1 magnezu, pierwiastkow budujacych krysztaty apatytu i struwitu, w obecnosci szczepow
Lactobacillus, w szczegdlnosci L. gasseri 35.3, w poréwnaniu do kontroli bez ich
dodatku. Obserwacje pod mikroskopem kontrastowo-fazowym potwierdzity te wyniki.
Krysztaty struwitu i apatytu w obecno$ci szczepéw Lactobacillus byly mniejsze niz te
obserwowane w kontroli, badz nie bylo ich wcale. Warto$ci pH, st¢zenia amoniaku oraz
zywotnosci bakterii P. mirabilis w proébach w obecnosci szczepow Lactobacillus,
rowniez byly nizsze w poréwnaniu do kontroli. Sposrod badanych szczepow

Lactobacillus, L. gasseri 35.3 charakteryzowal si¢ najsilniejszymi zdolno$ciami
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hamujacymi krystalizacje, w przeciwienstwie do szczepu L. jensenii 22.2. Wyniki tej
czesci pracy, opublikowane w publikacji 2, dowodza, ze szczepy Lactobacillus maja
predyspozycje do hamowania procesu krystalizacji sktadnikow moczu indukowanych
szczepami P. mirabilis i ma to zwigzek z ich wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi na

co wskazuje spadek zywotno$ci badanych uropatogenow.

Kolejny mechanizm zwigzany z hamowaniem tworzenia infekcyjnych kamieni
moczowych powigzany jest z wplywem wytwarzanego przez szczepy Lactobacillus
kwasu mlekowego na aktywno$¢ ureazy. Wyniki Kinetyki reakcji enzymatycznej,
opublikowane w publikacji 2, wykazaly, ze kwas mlekowy hamuje aktywno$¢ ureazy
poprzez oddziatywania kompetycyjne z centrum aktywnym enzymu. Badania in silico
potwierdzity te oddzialywania, a ponadto wykazaty prawie dwukrotnie silniejsze
oddziatywanie kwasu L-mlekowego z enzymem niz mocznik. Wyniki tej czgsci pracy
sugeruja, ze to skladniki zewngtrzkomoérkowe Lactobacillus, gléwnie kwas mlekowy
wpltywa na proces krystalizacji, a hamowanie aktywnos$ci ureazy to jeden
Zz mechanizmoéw ich dziatania na ten proces, ktory moze zachodzi¢ jednocze$nie
z pozostatymi, jak na przyktad dzialaniem antybakteryjnym Lactobacillus wobec

patogenow.

Do dalszej analizy wptywu substancji zewnatrzkomoérkowych Lactobacillus,
wybrano dwa szczepy, L. gasseri 35.3 oraz L. jensenii 22.2, roznigce si¢ od siebie
zdolno$cia hamowania krystalizacji oraz dzialaniem przeciwbakteryjnym wobec
badanych szczepow P. mirabilis. Wyniki opublikowane w publikacji 3, wykazaty, ze
substancje wydzielane przez L. gasseri 35.3 hamuja adhezj¢ badanych szczepow
P. mirabilis KP i 5628 do nabtonka pgcherza moczowego nawet do 70%. Dodatkowo,
substancje zewnatrzkomoérkowe Lactobacillus, glownie L. gasseri 35.3 hamujg
cytotoksycznos¢ wobec komoérek HCV-29, indukowang szczepami P. mirabilis.
Ponadto, maja one réwniez wptyw na krystalizacje sktadnikow moczu indukowang
szczepami P. mirabilis. L. gasseri 35.3 hamowat ten proces intensywniej niz L. jensenii
22.2 zar6wno w ukladzie bez nabtonka drég moczowych jak i w obecnosci komorek
pecherza moczowego. W tym etapie badan dowiedziono, ze L. gasseri 35.3 wyroznia si¢
wytwarzaniem wysokich stezeh kwasu L-mlekowego, ktory jak wykazano we

wczesniejszych doswiadczeniach ma wlasciwosci hamujace aktywnos¢ ureazy.

W toku badan wykazano rowniez, ze sktadniki zewnatrzkomoérkowe, gléwnie

polisacharydy wytwarzane przez badany szczep L. jensenii 22.2 wptywaja na proces
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agregacji struwitu, czyli taczenia si¢ matych krysztatow struwitu w wigksze aglomeraty.
Potencjal zeta krysztalow struwitu w obecnosci cukrow L. jensenii wzrasta,
powodujac powstawanie wigkszych agregatéw krysztatoéw struwitu w porownaniu do

kontroli, bez dodatku polisacharydow tego szczepu.

Whioski koncowe

1. Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus, nalezace do naturalnej mikrobioty drog
moczowych maja wplyw na patogennos¢ P. mirabilis poprzez dziatanie
antybakteryjne, hamowanie tworzenia biofilmu do powierzchni abiotycznych,

hamowanie adhezji oraz cytotoksycznosci wobec komorek pecherza moczowego.

2. Badane szczepy Lactobacillus hamujg krystalizacj¢ sktadnikow moczu, co jest
pierwszym etapem tworzenia infekcyjnych kamieni moczowych. Dowiedziono, ze
za ten efekt odpowiadajg substancje zewngtrzkomorkowe, glownie kwas
L-mlekowy, a mechanizm zwigzany jest z wiasciwosciami antybakteryjnymi oraz

hamowaniem aktywnosci ureazy.

3. Substancje zewnatrzkomorkowe Lactobacillus maja wptyw na agregacje krysztatow
struwitu. Jak wykazaty wyniki, polisacharydy szczepu L. jensenii moga wzmagac ten

proces poprzez tworzenie wigkszych agregatow.

4. W s$wietle powyzszych wynikow mozna uzna¢ szczepy Lactobacillus oraz
wytwarzany przez nie kwas L-mlekowy jako potencjalny $rodek mogacy
w przysztosci wspomagac leczenie ZUM oraz infekcyjnej kamicy moczowej lub by¢

skutecznym $rodkiem prewencji tych chorob.
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V1. Dyskusja

Zakazenie drég moczowych to jedna z najczgstszych chordb zakaznych
wystepujacych u ludzi, tuz po infekcjach gérnych drég oddechowych. Szacuje sig, ze
ponad 50 % kobiet oraz 12 % me¢zczyzn zachoruje na ZUM chociaz raz w swoim zyciu.
[145,146]. Standardowo leczenie powiktanych jak i niepowiktanych ZUM jest leczeniem
empirycznym i rozpoczyna si¢ od antybiotykoterapii. Jednakze, warto podkresli¢, ze
nieodpowiedzialne stosowanie antybiotykéw prowadzi do pojawiania si¢ szczepow
opornych, a trend ten wzrasta z roku na rok. Dane literaturowe podkreslaja, ze obecnie
nawet 10-80% uropatogendw jest opornych na fluorochinolony, 10-70% na
cefalosporyny trzeciej generacji a 5-35% na karbapenemy [5]. Co wigcej, stosowanie
antybiotykow prowadzi¢ moze do dysbiozy sktadu urobiomu, co paradoksalnie pogl¢bia
problem nawracajacych infekcji drég moczowych. Nieskuteczna terapia badz brak
jakichkolwiek metod leczenia infekcji uktadu moczowego, moze prowadzi¢ do cigzkich
powiktan zdrowotnych jak rozwo6j zapalenia gruczotu krokowego U mezczyzn, sepsa czy
rozwdj infekcyjnych kamieni moczowych [147,148]. Wskazuje si¢, ze ze wzglgdu na
wysoka aktywno$¢ ureazy szczepoéw P. mirabilis, sag one jednym z najczestszych

patogendow zwigzanych z powstawaniem infekcyjnych kamieni moczowych.

W rozwoju ZUM kluczowa role odgrywa naturalna mikrobiota tego Srodowiska,
ktora w ostatnim czasie stanowi temat badan wielu doniesien naukowych. Obecnie,
skuteczne metody diagnostyczne umozliwiajg izolacj¢ mikroorganizmow stanowiacych
komensalng mikrobiote drog moczowych co prowadzi do poglebiania wiedzy na temat
interakcji tych drobnoustrojow z patogenami. Jednakze wcigz brakuje informacji
dotyczacych wpltywu naturalnej mikrobioty drég moczowych na infekcje ukladu
moczowego wywotane paleczkami P. mirabilis oraz na powiktania, do ktorych
prowadza, jak rozw¢j infekcyjnej kamicy moczowej. Dlatego tez, w ramach pierwszego
etapu niniejszej rozprawy doktorskiej, dokonano oceny wtasciwosci antybakteryjnych
szczepoéw Lactobacillus izolowanych z drog moczowych wobec P. mirabilis oraz
scharakteryzowano substancje wydzielane przez paleczki kwasu mlekowego,
jednoczesnie okreslajac ich mechanizm dzialania na uropatogenne P. mirabilis

(Publikacja 1).

102



Szczepy Lactobacillus nalezace do gatunkow L. crispatus, L. saerimneri,
L. gasseri oraz L. jensenii, wyizolowane zostaly z moczu zdrowych ludzi. Jak wskazuja
dane literaturowe, sg to jedne z najczeSciej izolowanych gatunkéw bakterii tego
srodowiska wsrod rodzaju Lactobacillus [60,61]. Mimo wielu doniesien naukowych
dotyczacych dziatania przeciwbakteryjnego Lactobacillus wobec patogendow, wigkszosé
prac naukowych dotyczy szczepow wyizolowanych z zywnosci lub drog rodnych kobiet
[149-151]. Wiasciwosci przeciwbakteryjne Lactobacillus zostaty juz wykazane wobec
uropatogennych szczepéw P. mirabilis [152,153], niemniej jednak, nie dotycza one
mikrobioty komensalnej dréog moczowych 1 wskazuje na brak wystarczajacych
informacji na temat interakcji migdzy bakteriami w tym $rodowisku. Wyniki tej
rozprawy doktorskiej wykazaty, ze badane szczepy Lactobacillus hamuja wzrost
szczepéw P. mirabilis, izolowanych z kamieni moczowych lub z moczu ze
wspotistniejaca  kamicag.  Gléwnymi  substancjami  zewngtrzkomorkowymi
produkowanymi przez drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus sa kwasy organiczne,
nadtlenek wodoru oraz bakteriocyny [154]. W niniejszej pracy wykazano, ze to glownie
kwasy organiczne hamuja wzrost badanych szczepow Proteus, a analizy
chromatograficzne wskazaty, ze wszystkie badane szczepy produkuja kwas mlekowy
oraz bursztynowy, a jedynie kilka z nich kwas cytrynowy. Rodzaj wytwarzanego kwasu
oraz jego stezenie jest zalezne od gatunku a nawet szczepu bakterii, ale rowniez od
innych czynnikoéw jak pH, temperatury czy uzytego podloza. Wskazuje si¢, ze pateczki
kwasu mlekowego produkuja glownie kwas mlekowy, octowy, bursztynowy,
cytrynowy, mroéwkowy oraz propionowy, jednakze to kwas mlekowy jest dominujagcym
kwasem wytwarzanym przez te bakterie w najwyzszych stezeniach [155]. Kwasy
organiczne wytwarzane przez Lactobacillus, obnizajg pH danego $rodowiska, tworzac
je silnie kwasowym, co ogranicza wzrost bakterii patogennych a tym samym stanowi
jeden z mechanizmoéw tych drobnoustrojow, zapewnianiajgcy homeostaze w Srodowisku
pochwy lub w drogach moczowych. Zdecydowana wigkszos¢ prac naukowych
koncentruje si¢ na charakterystyce kwasow organicznych produkowanych przez
Lactobacillus w drogach rodnych, szczegdlnie na kwasie mlekowym, dlatego tez wyniki
niniejszej pracy stanowig istotny element uzupetniajacy wiedze na ten temat. Badania
Chung i in. [156] wykazaly, ze izolaty Lacticaseibacillus rhamnosus (dawniej
Lactobacillus rhamnosus) z pochwy, wytwarzaja kwas mlekowy, cytrynowy oraz
mrowkowy, z czego to kwas mlekowy byl produkowany w najwyzszych stezeniach.

Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy. Badane szczepy Lactobacillus
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produkowatly kwas mlekowy w st¢zeniach od 7,59 mmol do 25,09 mmol. Jest to podobne
stezenie, ktore wystepuje w pochwie (Srednio 20 mmol) [157] z kolei w drogach
moczowych stezenie kwasu mlekowego jest juz zdecydowanie nizsze i wynosi od 0,6
mmol do 2 mmol [158]. Warto jednak podkresli¢, ze zagadnienia zwigzane z analiza
profilu kwasow organicznych w drogach rodnych oraz moczowych nadal nie sg w pelni
scharakteryzowane a aspekt ten wymaga dalszej analizy i moze przynies¢ wiele

informacji na temat ich dobroczynnego wplywu na uktad moczowo-ptciowy.

W toku badan wykazano rowniez, ze badane kwasy organiczne hamujg wzrost
P. mirabilis oraz tworzenie biofilmu przez te patogeny a efekt ten jest zalezny od st¢zenia
I rodzaju uzytego kwasu. Kwas cytrynowy hamowat wzrost oraz tworzenie biofilmu
P. mirabilis najefektywniej. Podobne wyniki otrzymat zespot Amrutha i in. [159] ktory
wykazal, ze sposrod kwasow: octowego, cytrynowego oraz mlekowego, to te dwa
ostatnie hamuja tworzenie biofilmu E. coli i Salmonella spp. najintensywniej.
Wiasciwosci hamujace réznych kwasow organicznych zostaly wykazane wobec
biofilméw tworzonych przez wiele patogenéow m.in. E. coli, L. monocytogenes [159],
w tym tez uropatogenow, np. P. mirabilis [102]. Powszechnym zjawiskiem jest
tworzenie przez patogeny biofilméw na cewnikach, co chroni drobnoustroje przed
odpowiedzig immunologiczng gospodarza oraz dziataniem antybiotykow. Wyjatkowo
niebezpieczny wydaje si¢ by¢ fakt tworzenia biofilmow krystalicznych przez
P. mirabilis, ktore mogg prowadzi¢ do inkrustacji a w konsekwencji do zablokowania
cewnikow [160].

Mechanizmy dziatania kwaséw organicznych na bakterie obejmujg zwickszanie
wewnatrzkomérkowego ci$nienia osmotycznego, zwigkszanie przepuszczalno$ci
bakteryjnej blony zewnetrznej, hamowanie syntezy roznych biomolekut czy
zakwaszanie cytoplazmy [97]. Mechanizm ten potwierdzono w tej pracy doktorskiej,
gdyz wskazano, ze kwas cytrynowy, mlekowy oraz bursztynowy wnikaja przez btong
komorkowa P. mirabilis i zaburzaja ich funkcj¢ komorkowe. Podobne wyniki, dziatania
kwasow organicznych na btong komorkowa bakterii wykazaty m.in. badania zespotu Ji
i in. [97] ktérzy wykazali, ze kwas octowy, mlekowy, mastowy, cytrynowy
i jabtkowy uszkadzaja btong komorkowa E. coli oraz hamuja tworzenie biofilmu przez

ten patogen.
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Wyniki tej czesSci pracy wskazuja, ze dzialanie drobnoustrojéow z rodzaju
Lactobacillus na patogeny jest ztozone i jednym z mechanizméw ich dziatania jest
wydzielanie kwasow organicznych, ktore uszkadzajg btone komorkowa uropatogenow,
prowadzac do ich $mierci. Ten etap umozliwit poznanie i zrozumienie interakcji jakie
zachodza w drogach moczowych pomiedzy drobnoustrojami komensalnymi
a patogenami. Wyniki tego etapu, stanowia punkt wyjscia do dalszych rozwazan, przede
wszystkim analiz zwigzanych z dzialaniem szczepow Lactobacillus na rozwoj

infekcyjnych kamieni moczowych spowodowanych infekcjami P. mirabilis.

P. mirabilis, patogen drog moczowych, charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia
ureazy co czyni go drobnoustrojem zaangazowanym w procesy tworzenia infekcyjnych
kamieni moczowych. Stad tez, w ramach drugiego etapu badan dokonano oceny wptywu
badanych szczepow Lactobacillus na tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych
(Publikacja 2). Do badan wybrano szczepy Lactobacillus, ktére najefektywniej
hamowaty krystalizacj¢ sktadnikoéw moczu indukowang przez P. mirabilis: L. crispatus
1.2, L. crispatus 4, L. gasseri 35.3 oraz szczep L. jensenii 22.2, ktory wykazywat stabsze
wilasciwosci hamujace proces krystalizacji. Podobnie, do tego etapu wykorzystano
cztery szczepy P. mirabilis. P. mirabilis KP i K8/MC, w ktorych obecnosci, krystalizacja
byla najintensywniejsza, oraz P. mirabilis 5628 i 608/221, ktore wykazywaly stabsze
zdolnos$ci Krystalizacji mineralnych sktadnikow moczu. Wyniki wykazaty, ze badane
szczepy L. crispatus, L. jensenii i L. gasseri hamuja proces krystalizacji w obecnosci
badanych szczepoéw P. mirabilis, z r6ézna intensywnos$cig. L. gasseri wyroznial sig
spos$rdd pozostatych jako szczep, w obecnosci ktorego zawarto$¢ jondéw wapnia oraz
magnezu, pH, wytwarzanie amoniaku bylo najnizsze. Zdjecia z mikroskopu
kontrastowo-fazowego roéwniez wykazaly, ze w jego obecnosci, po 6 godzinach
inkubacji ze szczepami P. mirabilis, krysztaly struwitu i apatytu byly mniejsze
w porownaniu do kontroli lub nie byto ich wcale. Nie ma wielu danych literaturowych
dotyczacych wptywu drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus na tworzenie infekcyjnych
kamieni moczowych, stad tez wyniki tej pracy uzupeiniaja wiedz¢ na ten temat.
Weczesniejsze wyniki dotyczace wptywu Lactobacillus na krystalizacjg, daty odmienne
rezultaty [149]. Badania wykazaty, ze szczepy Lactobacillus izolowane z zywnosci
moga nasilaé procesy krystalizacji. W probach w obecnosci L. brevis oraz
L. plantarum krysztaty stuwitu byly wigksze w poréwnaniu do kontroli, z czysta

hodowlg P. mirabilis w moczu syntetycznym. Poréwnujac te wyniki do wynikoéw
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uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, mozna przypuszczaé, ze szczepy
Lactobacillus wyizolowane z drog moczowych maja pewne specyficzne cechy, ktore
warunkujg im wlasciwos$ci antagonistyczne wobec uropatogendw, co ma roéwniez wptyw
na rozwoj chorob zwigzanych z tym uktadem. Rzeczywiscie, drobnoustroje tego samego
gatunku lub rodzaju moga si¢ od siebie znacznie rézni¢ w zaleznosci od miejsca
bytowania. Badania Petrova i in. [161] pokazaty, ze Lactobacillus posiadaja zdolnosci
adaptacyjne, umozliwiajagce bytowanie w roznych §rodowiskach jak jelita czy uktad
moczowo-piciowy. W powyzszych badaniach w izolatach Lactobacillus z pochwy
zidentyfikowano locus spaCBA, odpowiadajacy za skuteczng adhezje bakterii do
nabltonka jelitowego za pomoca fimbrii, z kolei nie wykryto go w izolatach z produktow

mlecznych oraz z cewki moczowej.

Jednym ze wskazanych mechanizméw dziatania Lactobacillus na P. mirabilis
jest ich dzialanie przeciwbakteryjne. Wiasciwosci te, moga rowniez wptywaé na
powstawanie kamieni moczowych, poprzez hamowanie zywotno$ci patogendéw, CO
wykazano w niniejszej pracy. Jednakze, wyniki tej czesci pracy wskazaty na jeszcze
jeden mechanizm dziatania szczepow Lactobacillus. Badania kinetyki reakcji
enzymatycznej oraz badania in silico, wykazaty, ze kwas L-mlekowy produkowany
przez szczepy Lactobacillus ma wptyw na aktywnos$¢ ureazy poprzez oddziatywania
kompetycyjne z centrum aktywnym ureazy, enzymu niezb¢dnego w procesie tworzenia
infekcyjnych kamieni moczowych. Stanowi to pierwsze doniesienie naukowe
wykazujace hamowanie aktywno$ci ureazy przez wspomniany kwas mlekowy.
Poszukiwanie skutecznych i1 bezpiecznych inhibitorow ureazy jest celem wielu autorow
prac naukowych. Obecna terapia leczenia infekcyjnych kamieni moczowych, oprocz
antybiotykoterapii oraz chirurgicznych metod usuwania kamieni, opiera si¢ rowniez na
zakwaszaniu moczu lub stosowaniu inhibitorow ureazy, najczesciej kwasu
acetohydroksamowego (AHA). AHA zmniejsza wzrost kamieni oraz czgsto$¢ nawrotow
tej choroby. Wykazuje dziatanie synergistyczne wraz z antybiotykami. Jednakze,
mnogo$¢ efektow ubocznych, stanowi zagrozenie w skutecznym i bezpiecznym
stosowaniu tego $rodka. Wskazuje si¢, ze nawet 30% pacjentdw przyjmujacych ten
srodek, odczuwa efekty uboczne takie jak: drzenie, bol glowy, objawy zoladkowo-
jelitowe. Dodatkowo, u 3-15% pacjentow pojawi¢ si¢ moze niedokrwistos¢
hemolityczna [162]. Stad tez, niezb¢dne wydaje si¢ odkrycie bezpiecznego $rodka,

hamujacego aktywnos¢ ureazy, bedacego alternatywa dla obecnie stosowanego kwasu
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acetohydroksamowego. Wydaje si¢ to by¢ rowniez priorytetem dla badaczy, stad tez
wiele prac naukowych skupia si¢ na tym zagadnieniu. Milo i in. [163] wykazali
oddziatywania konkurencyjne substancji niskoczasteczkowej 2-MA z ureazg
w badaniach kinetycznych oraz analizach dokowania in silico, co jak podkreslili autorzy
mogloby zapobiega¢ inkrustacji i blokowaniu cewnikow moczowych. Z kolei Li i in.
[164] dowiedli, ze pochodne zwigzki tiomocznika hamujg aktywnos$¢ ureazy
Helicobacter pylori, przy stezeniach nizszych niz stosowany klinicznie kwas AHA.
Mimo wszystko, badania dotyczace cytotoksycznos$ci potencjalnych inhibitorow wobec
komorek eukariotycznych w celu oceny ich bezpieczenstwa oraz badania analizujace ich
skuteczno$§¢ w warunkach in vivo, musza stanowi¢ kolejnym kluczowy etap badan,
podobnie jak badania dotyczace kwasu L-mlekowego jako inhibitora ureazy P. mirabilis

i jego roli w tworzeniu infekcyjnych kamieni moczowych.

Biorac pod uwage powyzsze wyniki, w kolejnym etapie oceniono wpltyw
substancji zewnatrzkomorkowych Lactobacillus na krystalizacje sktadnikéw moczu
oraz patogennos$¢ P. mirabilis (Publikacja 3). Do tego zadania badawczego wybrano dwa
szczepy Lactobacillus. L. gasseri jako szczep, ktory hamowat krystalizacje
najintensywniej oraz L. jensenii ktory wykazywat najstabsze wtasciwosci hamujace ten
proces. Do doswiadczen wykorzystano system insertow o $rednicy poréw 0,4 um ktore
umozliwity swobodng dyfuzj¢ produktow przemiany materii Lactobacillus,
jednocze$nie zapobiegajac mieszaniu si¢ komorek. W toku analiz, badano wptyw
substancji wydzielanych przez  Lactobacillus na krystalizacje, adhezje bakterii
1 krysztalbw do nabtonka pgcherza moczowego oraz cytotoksycznos¢ indukowanag

szczepami P. mirabilis wobec komorek pecherza moczowego.

Tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych rozpoczyna si¢ od adhezji bakterii
do nabtonka drég moczowych. Patogeny P. mirabilis charakteryzuja si¢ wysokimi
zdolnosciami adhezyjnymi zaréwno do nabtonka drog moczowych jak 1 powierzchni
abiotycznych, ktore zapewniajag im adhezyny oraz fimbrie [8]. W czasie badan
wykazano, ze substancje zewnatrzkomorkowe L. gasseri istotnie hamuja adhezje
szczepoéw P. mirabilis KP i 5628 do nabtonka pgcherza moczowego. Podobne wyniki
wykazaty analizy zespotu Osset i in. [107], ktorzy wykazali, ze hamowanie adhezji wielu
uropatogenow, w tym P. mirabilis do komorek nabtonka pochwy jest zalezne od szczepu
Lactobacillus. Rozne szczepy Lactobacillus hamowaty adhezj¢ tych pateczek do

komorek eukariotycznych do nawet 83,2%.
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Substancje zewnatrzkomoérkowe Lactobacillus, a w szczegdlnosci substancje
wytwarzane przez szczep L. gasseri, hamuja rowniez cytotoksycznos¢ wobec komorek
pecherza moczowego indukowang szczepami P. mirabilis, nawet do 35% w obecnosci
szczepu P. mirabilis 5628. Zesp6t Banerjee i in. [165] przedstawit podobne wyniki.
Zarowno szczep bakteryjny Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B-30892, jak
i supernatant bezkomorkowy, hamowaly cytotoksycznos¢ Clostridium difficile
w stosunku do komorek Caco-2. Autorzy tej pracy sugeruja, ze badany szczep
Lactobacillus hamuje cytotoksyczno$¢ poprzez inaktywacje toksyn C. difficile. Z kolei
badania Maudsotter i in. [166] pokazaly, ze kwas mlekowy produkowany przez
Lactobacillus obniza cytotoksycznos¢ wobec komorek nabtonkowych gardta
indukowana paciorkowcami grupy A, poprzez degradacj¢ kwasu lipotejchojowego tych
bakterii. Podsumowujac wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie oraz wyniki innych
autoréw, pateczki kwasu mlekowego oraz wytwarzany przez nie kwas mlekowy moga
hamowa¢ cytotoksyczno$¢ indukowang wieloma patogenami wobec komorek

eukariotycznych za pomocg wielu mechanizmoéw dziatania.

Wyniki niniejszej dysertacji przyniosty rowniez wiele informacji na temat
wpltywu substancji zewnatrzkomoérkowych na krystalizacje indukowang szczepami
P. mirabilis. L. gasseri intensywnie hamowat te procesy , w przeciwienstwie do szczepu
L. jensenii, ktory wykazywat stabsze wtasciwosci inhibujace ten proces. Potwierdzity to
badania oceny ilosci wytwarzania amoniaku, zawartosci jonéw Ca®* i Mg®" oraz
obrazowanie mikroskopowe, gdzie w obecnosci substancji zewngtrzkomorkowych
L. gasseri nie obserwowano krysztalow struwitu, w poréwnaniu do kontroli, gdzie
osiggaty wielko$¢ nawet 150 um. Podobne wyniki zaobserwowano w przypadku badania
krystalizacji zwigzanej z nabtonkiem, z wykorzystaniem linii komérkowej pecherza
moczowego. L. gasseri hamowat krystalizacj¢ zwigzang z nabtonkiem intensywniej niz
L. jensenii, a w jego obecnosci obserwowano nizszg zawarto$¢ jonow budujacych
krysztaty apatytu oraz nizsze st¢zenie wytwarzanego amoniaku. Dobrze zobrazowaty to
barwienia wykonane podczas tego zadania badawczego. Szczegélnie w ukladzie ze
szczepem P. mirabilis 5628 oraz substancjami zewnatrzkomérkowymi L. gasseri
obserwowano mniej ztogdbw wapnia wewnatrz komorek eukariotycznych jak i na
zewnatrz, natomiast w obrazowaniu konfokalnym w ogole nie obserwowano krysztatow
w tym ukladzie badawczym. Wyniki tej czgéci pracy przyniosty wiele informacji, przede

wszystkim wykazaty, ze substancje zewnatrzkomorkowe Lactobacillus, moga hamowa¢
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adhezje, cytotoksyczno$¢ komorek pecherza moczowego oraz krystalizacje indukowang

szczepami P. mirabilis.

W pierwszych etapach badan niniejszej rozprawy scharakteryzowano, ze
glownymi substancjami wydzielanymi przez Lactobacillus, o charakterze
przeciwbakteryjnym wobec P. mirabilis sa kwasy organiczne. W kolejnych etapach
badan, dodatkowo wykazano, ze kwas L-mlekowy moze hamowaé aktywno$¢
kluczowego enzymu P. mirabilis- ureazy. Stad tez, w ramach dalszych doswiadczen
oznaczono zawarto§¢ L i1 D kwasu mlekowego oraz kwasu bursztynowego
wytwarzanych przez badane szczepy L. jensenii oraz L. gasseri. Kwas mlekowy moze
by¢ produkowany w postaci dwoch izomerow: kwasu L-mlekowego oraz D-mlekowego.
Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus mogg wytwarza¢ oba izomery tego kwasu [167].
Jednakze badania Witkin i in. [168] wykazaty, ze stezenie kwasu L-mlekowego oraz
D-mlekowego w pochwie kobiet zdominowanej przez L. gasseri jest wyzsze
w poréwnaniu do stezenia tych kwaso6w w pochwie zdominowanej przez inne gatunki
jak L. crispatus lub L. jensenii i wynosito 2,92 mM dla kwasu D-mlekowego oraz 2,23
mM dla kwasu L-mlekowego. Dla poréwnania, w pochwie kobiet z dominujacym
gatunkiem L. jensenii warto$ci te wynosity 0,45 mM dla kwasu D-mlekowego oraz 0,85
mM dla kwasu L-mlekowego. Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej sg
podobne, jednakze stezenia kwasow wytwarzanych przez szczepy Lactobacillus
znacznie wyzsze. Tutaj rowniez szczep L. gasseri wyr6zniat si¢ wytwarzaniem wysokich
stezen kwasu L-mlekowego (srednio w 6 godzinie 17,47 mM), z kolei st¢zenia kwasu
D-mlekowego byty znacznie nizsze (Srednio w 6 godzinie 3,0 mM). Z kolei, L. jensenii
wytwarzatl wysokie stezenia kwasu bursztynowego ($rednio w 6 godzinie 3,5 mM) oraz
wyzsze stezenia kwasu D-mlekowego ($Srednio w 6 godzinie 3,6 mM) niz kwasu

L-mlekowego, ktorego stezenie w 6 godzinie wynosito $rednio 0,6 mM.

L. gasseri 35.3 wyrdzniat si¢ na tle innych badanych szczepow Lactobacillus
najsilniejszymi wiasciwosciami hamowania krystalizacji, adhezji czy cytotoksycznosci
komorek eukariotycznych indukowanych P. mirabilis. Co istotne, cechuje go rowniez
zdolno$¢ do produkowania wysokich stezen kwasu L-mlekowego w §rodowisku moczu
syntetycznego. Wskazuje to, ze kwas L-mlekowy moze odpowiadac za te wlasciwosci,
poprzez hamowanie aktywnosci ureazy. Co ciekawe, zespot badawczy Witkin i in. [168],

wskazat, ze to gtownie izomer D kwasu mlekowego swiadczy o zdrowiu drog rodnych

109



kobiet. Autorzy pracy zasugerowali, ze kobiety w ktorych pochwie dominuje L. insers,

produkujacy gtdéwnie kwas L-mlekowy, sa bardziej podatne na infekcje tego uktadu.

Zazwyczaj powstate w procesie krystalizacji krysztaly struwitu i apatytu sg na
tyle mate, ze z tatwoscig zostajg wyptukiwane wraz z moczem, nie uszkadzajgc przy tym
komorek nabtonka dréog moczowych. Sam proces powstawania krysztatow struwitu
I apatytu nie wystarczy, aby w warunkach fizjologicznych utworzyty si¢ kamienie
moczowe. W kolejnym etapie musi zaj$¢ ich agregacja, czyli inaczej taczenie si¢ wielu
krysztatbw w wigkszy aglomerat co prowadzi do tworzenia si¢ kamienia i jego
zatrzymywania w drogach moczowych. Etap ten jest kluczowy oraz zachodzi niezwykle
szybko [169]. Stad tez, w kolejnym etapie, ktory stanowi cze$S¢ wynikow
nieopublikowanych  niniejszej rozprawy, oceniano wplyw substancji
zewnatrzkomérkowych L. jensenii oraz L. gasseri na agregacj¢ krysztatow struwitu.
Wedtug danych literaturowych, polisacharydy oraz biatka Lactobacillus, moga wptywac
na tadunek komorkowy, hydrofobowos¢ komorki [144] oraz majg zdolnos¢ do wigzania
jondéw wapnia oraz magnezu [170], co moze mie¢ wplyw na procesy krystalizacji oraz
agregacji krysztatow. WyniKi niniejszej pracy wykazaty, ze w obecnosci polisacharydéw
wyizolowanych ze szczepu L. jensenii, rzeczywiScie tworza si¢ wigksze agregaty
krysztalow struwitu w poréwnaniu do kontroli, bez ich dodatku. Potwierdzit to pomiar
potencjatu zeta, ktory wykazat, ze uktad koloidalny w obecnosci cukrow L. jensenii jest
mniej stabilny, a krysztaty struwitu w nim obecne maja wigksza tendencj¢ do agregacji
1 tworzenia wigkszych agregatow w porownaniu do kontroli. Krysztaly struwitu
otrzymywane w tym etapie badan zostaly uzyskane za pomocg metody chemicznej,
z uzyciem amoniaku, co eliminowato wykorzystanie drobnoustrojow P. mirabilis, ktore
rowniez maja wplyw na proces agregacji. Pateczki P. mirabilis, moga agregowac
z krysztatami 1 wbudowywaé si¢ w struktur¢ kamienia moczowego. Umozliwia to
skuteczng ochrong patogenow przed odpowiedzig immunologiczng gospodarza oraz
antybiotykami, jednocze$nie umozliwiajac dostgp do sktadnikow odzywczych [33].
Bakterie moga réwniez shuzy¢ jako miejsca przylegania krysztaldw 1 w ten sposob
intensyfikowa¢ agregacje [32]. Substancje pochodzenia bakteryjnego P. mirabilis jak
polisacharydy czy biatka réwniez majg wplyw na procesy agregacji. Badania Prywer
i in. [171] wskazaty, ze lipopolisacharyd P. mirabilis nasila agregacje krysztatow
apatytu. Z kolei pdzniejsze badania Prywer i in. [34] wykazaly, ze intensywnos$¢

agregacji jest zalezna od stezenia LPS P. mirabilis. Wyniki tej pracy wykazaty, ze
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stezenia, ktore odpowiadaja stezeniom wykazywanym podczas infekcji bakteryjnych
drég moczowych przez P. mirabilis zwickszaja agregacj¢ krysztalow apatytu.
Tymczasem, wyzsze stezenia LPS (360 pg/ml, 440 pg/ml) hamowaly tworzenie
agregatow. Zaproponowany przez powyzszych autorow mechanizm hamowania
agregacji przez LPS sugeruje, ze wysokie stgzenia lipopolisacharydu, zbudowanego
z lipidéw oraz dhugich tancuchéw polisacharydoéw, pokrywaja krysztaty apatytu, co
hamuje tworzenie wigkszych agregatow. Podobny mechanizm wykazali Ou i in. [172]
badajac polisacharyd- heparyne na agregacij¢ krysztalow szczawianéw wapnia. W toku
badan dowiedziono, ze heparyna moze by¢ adsorbowana na powierzchni krysztatow
szczawianow wapnia, co prowadzi do wzrostu wartosci potencjatu zeta a tym samym
wzrostu sit odpychania elektrostatycznego pomiedzy nimi. Prowadzi to do zmniejszonej
podatnos$ci do agregowania krysztatow. Wyniki tego etapu badan wskazuja, ze sktadniki
zewnatrzkomorkowe Lactobacillus moga mie¢ wptyw na proces agregacji krysztatlow
struwitu. W Kkolejnych etapach warto byloby doktadnie scharakteryzowac roznice
w sktadzie polisacharydéow wytwarzanych przez oba badane szczepy, L. jensenii oraz
L. gasseri oraz wskaza¢ mechanizm ich dziatania. Na sktad polisacharydow
Lactobacillus moze mie¢ wpltyw wiele czynnikéw jak miejsce bytowania czy gatunek
lub nawet szczep drobnoustroju. Przyktadowo badania Petrova i in. [161] wykazaly, ze
szczep L. rhamnosus wyizolowany z cewki moczowej, wytwarza inne egzopolisachrydy,
niz izolat L. rhamnosus z pochwy. Polisacharydy wytwarzane przez ten drugi szczep,
bogate byty w glukoze i pozbawione ramnozy, co powigzano z lepszg odpornoscig na
stres oksydacyjny. Stad tez, przypuszczenie, ze szczep L. jensenii by¢é moze ma inny
profil wytwarzanych polisacharydéw niz L. gasseri, ktore sprzyjaja procesom agregacji

krysztalow struwitu.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sa
kompleksowa analizg wplywu szczepow Lactobacillus izolowanych z moczu na
wszystkie etapy powstawania infekcyjnych kamieni moczowych oraz patogennos¢
P. mirabilis. Wyniki wskazuja, ze Lactobacillus spp, nalezace do naturalnej mikrobioty
dr6g moczowych, maja zdolnos¢ hamowania krystalizacji sktadnikéw moczu poprzez
dziatanie przeciwbakteryjne wobec szczepoéw P. mirabilis oraz, co udato si¢ udowodni¢
po raz pierwszy, wytwarzany przez Lactobacillus kwas L-mlekowy moze hamowac
aktywno$¢ ureazy poprzez oddzialywania kompetycyjne. Dodatkowo, wyniki niniejszej

dysertacji sugeruja, ze substancje zewnatrzkomorkowe Lactobacillus maja wptyw na
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agregacj¢ krysztalow struwitu, natomiast ten etap badan wymaga dalszych analiz.
Wiedza ta moze si¢ przyczyni¢ do lepszego zapobiegania oraz wspomagania leczenia
ZUM oraz chordb z nig zwigzanych jak zakazenia uktadu moczowego zwigzane
z cewnikowaniem czy rozwdj infekcyjnej kamicy moczowej. Waznym proponowanym
rozwinigciem badan nad interakcjami drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus
i wytwarzanych przez nie skladnikow na infekcje P. mirabilis oraz tworzenie
infekcyjnych kamieni moczowych bytoby wykorzystanie modeli zwierzecych

w badaniach in vivo.
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VII. Streszczenie w jezyku polskim

Zakazenia uktadu moczowego (ZUM) to jedne z najczgstszych chorob
infekcyjnych wystepujacych u ludzi. Proteus mirabilis to czesty patogen drog
moczowych, szczegolnie zakazen zwigzanych z dlugotrwalym cewnikowaniem.
Infekcje tymi drobnoustrojami moga prowadzi¢ do wielu powiktan, w tym powstawania
infekcyjnych kamieni moczowych. Ich tworzenie mozna podzieli¢ na kilka glownych
ctapow. W pierwszej kolejnosci dochodzi do adhezji patogenéw do nabtonka drog
moczowych. Nastepnie zachodzi krystalizacja sktadnikéw mineralnych moczu, pod
wpltywem bakteryjnego enzymu- ureazy, ktéra rozklada mocznik do amoniaku
i dwutlenku wegla. W kolejnym etapie dochodzi do agregacji krysztatdow i tworzenia
infekcyjnych kamieni moczowych, ktore zatrzymujg si¢ w drogach moczowych. Ze
wzgledu na nieskuteczne metody leczenia oraz prewencji choréb zwigzanych
z infekcjami drog moczowych, ciekawym aspektem moze by¢ wykorzystanie naturalnej
mikrobioty drég moczowych we wspomaganiu terapii ZUM i poznanie mechanizmow
ich dziatania wobec uropatogenow. Lactobacillus spp. to pateczki bytujace w tym
srodowisku. Zapewniaja one homeostaz¢ poprzez wydzielanie wielu substancji
0 charakterze przeciwbakteryjnym jak kwasy organiczne, bakteriocyny czy nadtlenek
wodoru. Ponadto, wykazuja one wiele wlasciwosci antagonistycznych wobec
patogenéw, jak na przyklad konkurencja z patogenami o sktadniki odzywcze oraz

hamowanie adhezji patogenéw do komorek nabtonka.

Celem pracy byla ocena wplywu drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus,
nalezacych do naturalnej mikrobioty drog moczowych na patogenno$¢ P. mirabilis oraz
tworzenie infekcyjnych kamieni moczowych. W toku badan analizowano wplyw
szczepOw Lactobacillus na kazdy etap ich tworzenia. Badano ich wptyw na adhezj¢
P. mirabilis do nabtonka, wrazliwo$¢ tych patogenow na substancje przeciwbakteryjne
Lactobacillus, krystalizacje sktadnikow mineralnych moczu oraz na agregacje

powstatych krysztatow.

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus zostaty wyizolowane z drég moczowych
zdrowych ludzi, natomiast szczepy P. mirabilis pochodzilty z moczu os6b ze
wspotistniejagca kamica oraz z kamieni moczowych. W badaniach wykazano, ze

substancje zewnatrzkomorkowe Lactobacillus hamujg patogennos¢ szczepow
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P. mirabilis poprzez wielokierunkowe dziatanie. L. crispatus, L. gasseri, L. saerimneri
oraz L. jensenii wykazywaly silne dzialanie przeciwbakteryjne wobec badanych
szczepéw P. mirabilis. Analizy chromatograficzne wykazaly, ze to gtownie kwasy
organiczne odpowiadaja za te wlasciwosci. Kwas mlekowy, kwas bursztynowy oraz
kwas cytrynowy oznaczone jako kwasy produkowane przez badane szczepy
Lactobacillus hamowaly wzrost oraz tworzenie biofilmu P. mirabilis. Okreslono
réwniez, ze zachodzi to poprzez niszczenie btony komoérkowej P. mirabilis co prowadzi
do $mierci tych komorek. Ponadto, substancje zewnatrzkomoérkowe Lactobacillus
hamowaty adhezje P. mirabilis do nablonka drog moczowych oraz cytotoksyczno$é

wobec komorek pecherza moczowego indukowang tymi uropatogenami.

W kolejnych etapach badan wykazano, ze wyizolowane szczepy nalezace do
drobnoustrojow komensalnych uktadu moczowego oraz substancje zewnatrzkomorkowe
ktore wytwarzaja, hamuja krystalizacj¢ sktadnikéw mineralnych moczu indukowang
szczepami P. mirabilis, czyli jeden z pierwszych etapow powstawania infekcyjnych
kamieni moczowych. Wskazano, ze ma to zwigzek z ich wlasciwoSciami
przeciwbakteryjnymi oraz dowiedziono, co stanowi pierwsze takie doniesienie, ze
wytwarzany przez Lactobacillus, kwas L-mlekowy ma wptyw na kluczowy czynnik
wirulencji P. mirabilis- ureaze. Umozliwity to analizy kinetyki reakcji enzymatycznej
oraz badania dokowania molekularnego, ktore wykazaly oddziatywania kompetycyjne

kwasu L-mlekowego z centrum aktywnym tego enzymu.

Agregacja krysztatlow struwitu i apatytu to kolejny etap tworzenia infekcyjnych
kamieni  moczowych. Wpyniki niniejszej pracy sugeruja, ze substancje
zewnatrzkomorkowe Lactobacillus, gtéwnie polisacharydy majg wptyw rowniez i na ten
proces. Okazato si¢, ze cukry L. jensenii wzmagajg ten proces, poprzez tworzenie

wigkszych agregatow krysztalow struwitu.

Podsumowujac, w S$wietle powyzszych wynikbw mozna uznaé szczepy
Lactobacillus oraz wytwarzany przez nie kwas L-mlekowy jako potencjalny $rodek
mogacy w przysztosci wspomagaé leczenie ZUM oraz infekcyjnych kamicy moczowej

lub by¢ skutecznym $rodkiem prewencji tych choréb.
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VIIIl. Streszczenie w jezyku angielskim

Urinary tract infections (UTIs) are one of the most frequent infectious diseases
occurring in humans. Proteus mirabilis is a common pathogen of the urinary tract,
especially infections associated with long-term catheterization. Infections with these
microorganisms can lead to many complications, including the formation of infectious
urinary stones. Their formation can be divided into several main stages. The first stage
is the adhesion of pathogens to the urinary tract epithelium. Subsequently, due to the
activity of the urease enzyme which hydrolyzes urea into ammonia and carbon dioxide,
crystallization of urine mineral components occurs. In the next stage, crystals aggregate
which causes the formation of urinary stones and their retention in the urinary tract. Due
to the ineffective methods of treatment and prevention of diseases related to UTI, an
interesting aspect may be the use of the natural microbiota of the urinary tract to support
the treatment of UTI, and understanding the mechanisms of their action against
uropathogens. Lactobacillus spp. are bacteria belonging to this habitat. They ensure
homeostasis by secreting many antibacterial substances, such as organic acids,
bacteriocins, and hydrogen peroxide. Moreover, they exhibit many antagonistic
properties against pathogens, such as competition with pathogens for nutrients and
inhibition of pathogens adhesion to epithelial cells.

The aim of the study was to assess the influence of microorganisms of the
Lactobacillus genus, belonging to the natural microbiota of the urinary tract, on the
pathogenicity of P. mirabilis and the formation of infectious urinary stones. During the
research, the impact of Lactobacillus strains at each stage of their development was
analyzed. Their influence on the adhesion of P. mirabilis to the epithelium, the sensitivity
of these pathogens to substances produced by Lactobacillus, the crystallization of urine

mineral components, and the aggregation of crystals were examined.

Microorganisms of the Lactobacillus genus were isolated from the urinary tract
of healthy people, while P. mirabilis strains were collected from the urine of individuals
with diagnosed infectious urolithiasis and from urinary stones. Studies have shown that
extracellular substances of Lactobacillus inhibit the pathogenicity of P. mirabilis strains
through multidirectional action. L. crispatus, L. gasseri, L. saerimneri, and L. jensenii

showed strong antibacterial activity against the tested strains of P. mirabilis.
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Chromatographic analyses showed that organic acids are mainly responsible for these
properties. Lactic acid, succinic acid, and citric acid produced by the tested Lactobacillus
strains inhibited the growth and formation of P. mirabilis biofilm. It was also determined
that this occurs by destroying the cell membrane of P. mirabilis, which leads to the death
of these cells. Moreover, extracellular substances of Lactobacillus inhibited the adhesion
of P. mirabilis to the urinary tract epithelium and the cytotoxicity of bladder cells

induced by these uropathogens.

Furthermore, the next stages of research showed that isolated strains belonging
to the commensal microbiota of the urinary tract and the produced extracellular
substances inhibit the crystallization of urine mineral components induced by
P. mirabilis strains, which is one of the first stages of the formation of infectious urinary
stones. It was indicated that this is related to their antibacterial properties. Moreover, it
was proven, which is the first such report, that L-lactic acid produced by Lactobacillus,
suppresses the activity of urease, the main virulence factor of P. mirabilis. This was made
possible by analyses of the kinetics of the enzymatic reaction and molecular docking
studies, which showed competitive interaction of L-lactic acid with the active center of

this enzyme.

Aggregation of struvite and apatite crystals is the next stage in the formation of
infectious urinary stones. The results of this study suggest that extracellular substances
of Lactobacillus, mainly polysaccharides, also influence this process. It turned out that
the extracellular polysaccharides of L. jensenii enhance this process by creating larger
aggregates of struvite crystals.

In conclusion, Lactobacillus strains and the L-lactic acid produced by them can
be considered as a potential agent that may support the treatment of UTI and infectious

urolithiasis in the future, or be an effective agent for preventing these diseases.
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